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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Jenis Rancangan Penelitian 
       Pe$ne$litian ini me$rupakan studi e$kspe$rime$ntal yang me$nggunakan 

rancangan acak le$ngkap (RAL). Variabe$l be$bas yang diuji adalah e$kstrak daun 

alpukat muda (Pe$rse$a ame$ricana) de$ngan variasi konse$ntrasi se$be$sar 0,5%, 

1%, 1,5%, 2%, dan 2,5%. Se$bagai kontrol positif digunakan abate$, se$dangkan 

kontrol ne$gatif te$rdiri dari aquade$st. Variabe$l te$rikat yang dianalisis dalam 

pe$ne$litian ini adalah angka ke$matian larva Ae$de$s ae$gypti. Se$tiap pe$rlakuan 

dilakukan se$banyak tiga kali pe$ngulangan se$suai de$ngan pe$rhitungan rumus 

Fe$de$re$r. 

B. Lokasi Dan Waktu Penelitian 
1. Lokasi 

Pe$ne$litian ini dilakukan di Laboratorium Parasitologi Polte$kke$s 

Ke$me$nke$s Tanjungkarang Jurusan Te$knologi Laboratorium Me$dis. 

Se$me$ntara itu, di Laboratorium Botani Fakultas Mate$matika dan Ilmu 

Pe$nge$tahuan Alam Unive$rsitas Lampung dilakukan pe$mbuatan e$kstraksi 

daun alpukat muda. 

2. Waktu 

Pe$ne$litian dilaksanakan pada Bulan Mare$t - Me$i 2025. 

C. Subjek Penelitian 

       Subje$k pe$ne$litian ini adalah simplisia daun alpukat muda ini dipe$role$h dari 

Unit Konse$rvasi Budidaya Biofarmaka (UKBB) Pusat Studi Biofarmaka 

Tropika LRI-PGK IPB. Lalu die$kstraksi dan dipilih e$kstrak e$tanol 96%, 

ke$mudian die$nce$rkan dalam konse$ntrasi 0,5%, 1%, 1,5%, 2% dan 2,5%. 

1. Krite$ria Daun Alpukat 

       Krite$ria daun alpukat yang digunakan adalah daun pada posisi tangkai 

2 sampai 4 dari pucuk yang be$rwarna hijau muda, se$gar, se$cara fisik te$rlihat 

baik be$bas dari kotoran atau se$rangga, utuh dan sudah dibe$rsihkan (Diputra 

e$t al., 2023) 
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2. Krite$ria Larva Instar III Nyamuk Ae$de$s ae$gypti 

       Krite$ria Larva Ae$de$s ae$gypti instar III yang digunakan adalah hasil 

pe$ne$tasan te$lur yang didapat dari Balai Laboratorium E$ntomologi SKHB 

Institut Pe$rtanian Bogor (IPB) yang be$rjumlah 630 e$kor larva instar III yang 

me$miliki ciri-ciri de$ngan ukuran 4-5 mm, te$rlihat duri dada dan corong 

pe$rnafasannya be$rwarna hitam ke$coklatan. Instar ini me$mpunyai sifon yang 

be$sar, adanya gigi sisir di se$gme$n abdome$n ke$de$lapan te$rjadi pe$rgantian 

kulit se$lama 3-4 hari. 

Jumlah sampe$l dalam pe$ne$litian ini te$rdiri dari 25 e$kor untuk se$tiap 

konse$ntrasi, de$ngan pe$ngulangan se$banyak 3 kali be$rdasarkan rumus Fe$de$re$r, 

yaitu: 

 

 

Keterangan :  

     t = Jumlah Pe$rlakuan  

     n = Jumlah Pe$ngulangan  

Dike$tahui: t = Kontrol (+), kontrol (-), dan e$kstrak daun alpukat muda 
(Pe$rse$a ame$ricana) pe$rlakuan 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% 

                 n = ? 

                           (t-1) (n-1) ≥ 15 

                           (7-1) (n-1) ≥ 15 

                             (6)  (n-1) ≥ 15 

                                     6n   ≥ 15 

                                       n   ≥ 15/6 

                                       n   ≥ 2,5 (3 kali pe$ngulangan) 

D. Variabel dan Definisi Operasional  
Tabe$l 3. 1 Variabe$l dan De$finisi Ope$rasional 

No Variabel Definisi Metode Alat Ukur Hasil 
Ukur 

Skala 

1. Variabe$l 
inde$pe$nde$nt 
: E$kstrak 
daun alpukat 
muda 
(Pe$rse$a 
ame$ricana)  

Krite$ria daun alpukat yang 
digunakan adalah daun yang 
be$rwarna hijau muda, se$gar, 
be$bas dari kontaminasi, dan 
sudah dibe$rsihkan yang 
die$kstraksi  de$ngan e$tanol 
ke$mudian die$nce$rkande$ngan 

 E$kstraksi E$rle$nme$ye$

r,corong 
pisah, 
corong 
ge$las, 
ke$rtas 
saring, dan 

Pe$rse$n 
(0,5%, 1%, 
1,5%, 2% 
dan 2,5%) 
 
 

Rasio 

(t-1) (n-1) ≥ 15 
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konse$ntrasi 0,5%, 1%, 1,5%, 
2% dan 2,5% 
 

botol 
re$age$n 

2.  Variabe$l 
de$pe$nde$nt : 
Konse$ntrasi 
yang paling 
e$fe$ktif dalam 
me$mbunuh 
larva Ae$de$s 
ae$gypti 

Untuk me$nge$tahui 
konse$ntrasi yang paling 
e$fe$ktif dalam me$mbunuh 
larva Ae$de$s ae$gypti de$ngan 
pe$rhitungan LC50 

Obse$rvasi Probit Le$thal 
Conce$ntras
ion (LC50) 

Rasio 

3. Variabe$l 
de$pe$nde$nt : 
waktu yang 
paling e$fe$ktif 
dalam 
me$mbunuh 
larva Ae$de$s 
ae$gypti 

Untuk me$nge$tahui waktu 
yang paling e$fe$ktif dalam 
me$mbunuh larva Ae$de$s 
ae$gypti adalah de$ngan 
pe$rhitungan LT50 

Obse$rvasi Probit Le$thal 
Time$ 

(LT50) 

Rasio 

4. Variabe$l 
de$pe$nde$nt: 
Pe$rubahan 
morfologi 
larva nyamuk 
Ae$de$s 
ae$gypti 
 

Te$rdapat adanya pe$rubahan 
morfologi se$pe$rti warna 
tubuh se$rta ke$rusakan pada 
thoraks,ke$pala, abdome$n 
dan corong pe$rnafasan. 

Obse$rvasi Makroskop
is dan 

Mikroskop
is 

Ada atau 
tidak ada 

pe$rubahan 

Rasio 

 

E. Teknik Pengumpulan Data 
1. Prose$dur Pe$ne$litian 

a) Me$ngajukan surat pe$rse$tujuan ke$pada ke$tua jurusan Te$knologi 

Laboratorium Me$dis Program Sarjana Te$rapan Polte$kke$s Ke$me$nke$s 

Tanjungkarang bagian Laboratorium Parasitologi, dan surat izin pe$mbuatan 

e$kstrak daun alpukat muda (Pe$rse$a ame$ricana) di Laboratorium Botani 

FMIPA Unila dari Polte$kke$s Ke$me$nke$s Tanjungkarang. 

b) Me$lakukan pe$ngujian de$te$rminasi pada daun alpukat muda (Pe$rse$a 

ame$ricana). Pe$ngujian ini be$rtujuan untuk me$mve$rifikasi ke$absahan 

ide$ntitas spe$sie$s dan me$mastikan ke$se$suaian ide$ntifikasi. Dan uji ini 

dilakukan di unit Konse$rvasi Budidaya Biofarmaka (UKBB) Pusat Studi 

Biofarmaka Tropika LRI-PGK IPB. 

c) Prose$s pe$me$sanan simplisia daun alpukat muda di unit Konse$rvasi 

Budidaya Biofarmaka (UKBB) Pusat Studi Biofarmaka Tropika LRI-PGK 

IPB. 
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d) Pe$mbuatan e$kstrak daun alpukat muda dilakukan di Laboratorium Botani 

FMIPA Unila, de$ngan me$mproduksi simplisia dari 500 gr daun alpukat 

muda me$lalui prose$s mase$rasi me$nggunakan pe$larut e$tanol. Pe$mbuatan 

konse$ntrasi bahan uji 

1. Larutan e$kstrak daun alpukat 100% yang sudah dipe$katkan lalu 

difraksinasi de$ngan me$tode$ e$kstraksi cair-cair, yaitu prose$s 

me$misahkan se$jumlah bahan dari se$buah be$nda padat ataupun cair 

de$ngan pe$larut cair se$bagai age$n pe$misah. 

2. Rumus pe$nge$nce$ran e$kstrak e$tanol daun alpukat yaitu: VI x %1=V2 x 

%2. (Lampiran 11) 

e) Me$nye$diakan sampe$l larva me$lalui te$lur nyamuk Ae$de$s ae$gypti yang 

me$ne$tas jadi larva. 

f) Uji e$fe$ktivitas e$kstrak e$tanol 96% dari daun alpukat muda te$rhadap larva 

Ae$de$s ae$gypti pada be$rbagai konse$ntrasi. Konse$ntrasi yang digunakan 

dalam e$kspe$rime$n ini me$liputi 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, dan 2,5%. Larva Ae$de$s 

ae$gypti dite$mpatkan dalam ge$las plastik yang be$risi e$kstrak de$ngan 

konse$ntrasi yang be$rbe$da. Pe$ngumpulan data dilakukan de$ngan 

me$nghitung jumlah larva yang mati pada se$tiap konse$ntrasi se$tiap 2 jam 

se$lama 12 jam. Se$bagai kontrol, digunakan abate$ se$bagai kontrol positif dan 

100 ml akuade$s se$bagai kontrol ne$gatif. 

2. Cara Ke$rja 

a. Pe$rsiapan alat dan bahan 

1. Alat yang akan digunakan dalam pe$ne$litian ini adalah se$bagai be$rikut: 

Obje$ck glass, be$ake$r glass 1000 ml dan 100 ml, e$vaporator, ke$rtas 

saring, tople$s kaca, ge$las plastic, ge$las ukur 1000 ml dan 100 ml, labu 

ukur, corong pisah, cawan pe$nguap, se$ndok plastic, pe$nangas air, 

batang pe$ngaduk, dan mikroskop. 

2. Bahan yang dipe$rlukan dalam pe$ne$litian adalah se$bagai be$rikut: daun 

alpukat muda, abate$, e$tanol 96%, aquade$st dan larva instar III nyamuk 

Ae$de$s ae$gypti. 
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b. Pe$mbuatan E$kstrak Daun Alpukat (Pe$rse$a ame$ricana). 

1. Ditimbang se$banyak 500 gr simplisia daun alpukat ke$ dalam botol yang 

be$rwarna ge$lap. Tambahkan larutan e$tanol 96% se$banyak 2500 ml dan 

biarkan campuran te$rse$but se$lama tiga hari (3 x 24 jam) untuk prose$s 

mase$rasi. 

2. Se$te$lah itu, saringlah campuran te$rse$but untuk me$ndapatkan Mase$rat 1. 

3. Tinggalkan e$ndapan yang dihasilkan dan re$ndam ke$mbali dalam e$tanol 

96% se$banyak 2500 ml, lalu saring de$ngan ke$rtas saring untuk me$mpe$role$h 

Mase$rat 2. 

4. Se$lanjutnya gabungkan ke$dua Mase$rat dan konse$ntrat me$nggunakan 

e$vaporator putar yang diatur ke$ce$patan 60 rpm dan de$ngan suhu 50 °C 

se$lama e$mpat jam. 

5. Se$te$lah se$le$sai, simpan e$kstrak dalam wadah kaca yang ste$ril, be$rsih, dan 

ke$ring. Ke$mudian dibuat e$kstrak daun alpukat pe$kat 100% de$ngan rumus 

se$bagai be$rikut :  

 

 

Ke$te$rangan : 

Massa     : Be$rat yang ditimbang 

Volume$ : Volume$ aquade$st 

Dike$tahui: Volume$ = Aquade$st 80 ml 

                  Massa = ? 

                  Massa  = % x Volume$ 

                                          100 

                  Massa = 100 x 80 = 80 gr 

                                    100 

6. Se$lanjutnya lakukan die$nce$rkan de$ngan variasi konse$ntrasi 0,5%, 1%, 

1,5%, 2%, dan 2,5% se$suai de$ngan rumus pe$nge$nce$ran yang te$lah 

dite$tapkan. 

 

Ke$te$rangan :  

V1 = Volume$ larutan yang akan dipipe$t (ml) 

V1 × % 1 = V2 ×%2 

    %b/v = Massa x 100% 
                Volume 
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%1 = Konse$ntrasi larutan uji (100%) 

V2 = Volume$ larutan uji yang akan dibuat de$ngan aquade$st ste$ril (ml) 

%2 = Konse$ntrasi yang akan dibuat (%) 

c. Pe$nye$diaan Larva Nyamuk Ae$de$s ae$gypti 

Te$lur nyamuk Ae$de$s ae$gypti didapat dari Balai Laboratorium E$ntomologi 

SKHB Institut Pe$rtanian Bogor (IPB). Se$lanjutnya prose$s pe$ne$tasan te$lur 

dilakukan dilaboratorium parasit polte$kke$s ke$me$nke$s tanjung karang, 

de$ngan cara dimasukkan dalam nampan plastik yang sudah diisi de$ngan air 

be$rsih. Prose$s pe$ne$tasan dan munculnya larva be$rlangsung se$lama 2 hari , 

yang ke$mudian dibe$ri pakan be$rupa hati ayam yang sudah dire$bus dan 

dihaluskan. Dalam waktu 2 hari te$lur be$rke$mbang me$njadi larva instar satu 

yang ke$mudian be$rke$mbang me$njadi instar dua dalam 2 hari, dan akhirnya 

me$njadi larva instar tiga pada hari ke$ 8. Se$be$lum digunakan, salah satu larva 

akan dipe$riksa se$cara mikroskopis de$ngan cara: 

1. Larva dile$takkan pada obje$k glass, ke$mudian tutup de$ngan de$ck glass, dan 

dipe$riksa di bawah mikroskop pada pe$mbe$saran 4 x 10. 

Ciri-ciri be$rikut me$nggambarkan larva nyamuk Ae$de$s ae$gypti pada stadium 

III: Pada tahap ini, larva be$rukuran kira-kira 4-5 mm, dan duri di bagian 

dadanya mulai te$rlihat. Larva me$miliki saluran pe$rnapasan hitam 

ke$coklatan. Sifon dan gigi sisir yang le$bih be$sar pada se$gme$n pe$rut 

ke$de$lapan me$nunjukkan pe$rgantian kulit, adalah karakte$ristik stadium III. 

Larva ini siap digunakan pada tahap ini, dan me$re$ka dapat be$rtahan hidup 

se$lama tiga hingga e$mpat hari. 

d. Uji E$fe$ktivitas  

1. Siapkan 21 ge$las plastik kosong yang sudah dibe$ri labe$l, lalu isi masing-

masing de$ngan e$kstrak e$tanol 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, dan 2,5% dari daun 

alpukat muda. 

2. Gunakan 100 ml aquade$st untuk me$mbuat kontrol ne$gatif. 

3. Buat kontrol positif de$ngan me$ncampurkan 100 mililite$r aquade$st 

de$ngan 0,1 gram bubuk abate$. 
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4. Isi se$tiap ge$las plastik de$ngan larutan e$kstrak e$tanol daun alpukat yang 

sudah disiapkan, lalu ambil 25 larva Ae$de$s ae$gypti stadium III dan 

masukkan ke$ dalamnya. 

5. Lakukan pe$ngamatan dari pukul 08.00 – 20.00 WIB dan hitung 

ke$matian yang te$rjadi se$tiap 2 jam. 

 

e. Pe$ngamatan Morfologi Larva Ae$de$s ae$gypti 

       Larva yang me$ngalami ke$matian dari masing-masing pe$rlakuan 

diamati dibawah mikroskop de$ngan pe$rbe$saran 10x dan 40x untuk 

me$nge$tahui te$rdapatnya pe$rubahan morfologi be$rupa pe$rubahan warna 

tubuh se$rta ke$rusakan pada ke$pala, thoraks, abdome$n, dan corong 

pe$rnafasan (Andani e$t al, 2023). 

3. Alur Pe$ne$litian  

 



34 

 

 

 

F. Pengolahan Data dan Analisis Data 
       Se$te$lah pe$ngumpulan data me$nge$nai jumlah larva Ae$de$s ae$gypti 

stadium III yang te$lah mati, pe$rangkat lunak digunakan untuk me$ngolah dan 

me$nge$valuasi data. Be$be$rapa uji statistik digunakan dalam 

analisis, antara lain: 

1. Jumlah ke$matian larva Ae$de$s ae$gypti di antara pe$rlakuan dianalisis 

me$nggunakan ANOVA satu arah untuk me$lihat apakah ada pe$ngaruh 

yang signifikan antara e$kstrak daun alpukat de$ngan ke$matian larva. 

2. Untuk me$nge$tahui apakah ada pe$rbe$daan yang signifikan pada se$tiap 

pe$rlakuan konse$ntrasi, lakukan te$s Post Hoct LSD (Le$ast Significance$ 

Diffe$re$nce$). 

3. Untuk me$ne$ntukan waktu dan konse$ntrasi yang paling e$fe$ktif dari  

bahan uji, gunakan analisis probit. Waktu yang paling e$fe$ktif dihitung 

me$nggunakan LT50 (waktu me$matikan), se$dangkan konse$ntrasi e$fe$ktif 

diturunkan me$nggunakan LC50 (konse$ntrasi me$matikan). 

G. Ethical clearance 
       Pe$ne$litian dilakukan se$te$lah me$ndapat surat ke$te$rangan layak e$tik dari 

komisi e$tik de$ngan No.309/KE$PK-TJK/V/2025 yang te$rbit pada tanggal 12 

Me$i 2025. Limbah yang dihasilkan dari pe$ne$litian ini dikumpulkan dan 

dibuang se$suai prose$dur pe$nge$lolaan sampah yang te$pat. De$ngan 

me$lakukan tindakan ini, lingkungan tidak akan dirugikan ole$h pe$ne$litian 

ini. Kare$na limbah dari konse$ntrasi daun alpukat muda dalam cawan pe$tri 

uji dianggap tidak be$rbahaya, maka se$ge$ra dibuang ke$ saluran pe$mbuangan. 

Untuk me$njamin pe$nanganan yang aman dan be$rtanggung 

jawab se$cara e$kologis, sisa larva nyamuk Ae$de$s ae$gypti ditimbun dan diku

bur di dalam tanah.


