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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan
rancangan true experimental-post test only control group design yang bertujuan
untuk mengetahui potensi insektisida ekstrak kulit jengkol (Pithecollobium jiringa)

terhadap nyamuk Culex sp dengan metode elektrik.

4.2 Subjek Penelitian
4.2.1 Populasi

Populasi penelitian ini adalah nyamuk dewasa Culex sp yang memenubhi
syarat kriteria inklusi nyamuk Culex sp dewasa (masih hidup) dan masih
bergerak secara aktif dan terbang dan kriteria ekslusi nyamuk Culex sp dewasa
tidak bergerak aktif.
4.2.2 Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah nyamuk Culex sp
dewasa, yang di dapat dari Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Percobaan pendahuluan ini meliputi 5 perlakuan dengan
pengulangan minimal 4 kali dan penentuan konsentrasi berdasarkan perilaku
penelitian pendahulu yaitu :
» Kontrol (-) : Tanpa pemberian ekstrak kulit jengkol (gabus berisi aquades

steril).

* Kontrol (+) : Tanpa pemberian ekstrak kulit jengkol (gabus berisi d-aletrin 45

mg/mat)
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* Perlakuan | : Pemberian ekstrak kulit jengkol 30 %
* Perlakuan Il : Pemberian ekstrak kulit jengkol 40 %
* Perlakuan Il : Pemberian ekstrak kulit jengkol 50%

Rumus untuk estimasi banyaknya pengulangan yaitu:

P (n-1)2 16

P (n-1)2 16

5 (n-1) 216

5n—52> 16
5n = 21

nz42~4 (Tjokronegoro, 2001).

Keterangan:
p: jumlah perlakuan yang dilakukan
n: jumlah pengulangan

Jadi dari hasil perhitungan didapatkan bahwa pengulangan yang dilakukan
dalam penelitian ini minimal adalah 4 kali. Tiap perlakuan menggunakan 20 ekor
nyamuk Culex sp dewasa. Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini

sebanyak: 4 x 5 x 20 = 400 ekor nyamuk Culex.

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang pada bulan November 2014 sedangkan penapisan

fitokimia dilakukan di Lansida Yogyakarta pada bulan Oktober 2014.
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4.4 Variabel Penelitian

Ada beberapa variabel dalam penelitian ini, yaitu:

1. Variabel independen (variabel bebas) adalah konsentrasi ekstrak kulit
jengkol (dalam %). Akan digunakan tiga macam konsentrasi dalam
penelitian ini. Konsentrasi ditentukan melalui penelitian pendahuluan.

2. Variabel dependen penelitian ini adalah jumlah nyamuk Culex sp yang

mati.

4.5 Bahan dan Alat Penelitian

4.5.1 Bahan Penelitian

1. Bahan-bahan untuk proses ekstraksi kulit jengkol, yaitu:
Kulit jengkol yang telah dikeringkan, pelarut ekstrak (etanol), acetone,
aquades.

2. Bahan untuk persiapan nyamuk Culex sp:
Sangkar nyamuk

3. Bahan untuk uji efek insektisida ekstrak kulit jengkol terhadap nyamuk Culex
sp: ekstrak kulit jengkol, nyamuk dewasa Culex sp, gabus, obat nyamuk
elektrik steril, aquades steril.

4.5.2 Alat-alat Penelitian

1. Alat-alat untuk proses ekstraksi kulit jengkol, yaitu:
Alat penggerus/blender, tabung untuk merendam kulit jengkol yang sudah
digerus, satu set alat evaporasi, klem statis, selang plastik, water bath, water
pump, bak penampung aquades, botol penampung hasil ekstraksi, oven,
timbangan analitik, freezer/lemari es.

2. Alat-alat untuk persiapan nyamuk dewasa Culex sp:
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Sangkar kaca (100 cm x 100 cm x 60 cm)

3. Alat-alat untuk uji efek ektrak kulit jengkol terhadap nyamuk dewasa Culex sp:

Sangkar kaca (100 cm x 100 cm x 60 cm), alat pemanas obat nyamuk elektrik,

timer, gelas ukur, spuit 6 ml/cc.

4.6 Definisi Operasional

4.6.1

4.6.2

4.6.3

Kulit jengkol didapat dari Kabupaten Purworejo, Jawa Tengah yang
dikeringkan dengan menjemurnya dibawah sinar matahari lalu ditimbang
dan didapatkan berat kering 300 gram yang kemudian diekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi yang hasil akhirnya berupa larutan
ekstrak kulit jengkol. Dilakukan di Laboraturium Kimia Politeknik Malang.
Penapisan fitokimia kulit buah jengkol. Penapisan fitokimia adalah
tahapan awal untuk mengidentifikasi kandungan kimia yang terkandung
dalam tumbuhan. Penapisan pada penelitian ini dilakukan untuk menguiji
senyawa alkaloid, flavonoid dan saponin pada kulit buah jengkol yang
telah diekstraksi. Identifikasi senyawa aktif dari ekstrak kulit buah jengkol
dilakukan dengan analisis kualitatif menggunakan pereaksi warna.
Penapisan dilakukan di Lansida Yogyakarta.

Nyamuk Culex sp. dewasa adalah nyamuk yang memiliki morfologi dan
sifat seperti nyamuk Culex sp dewasa, dengan kriteria inklusi yaitu
nyamuk hidup dan masih bergerak secara aktif. Sedangkan nyamuk
Aedes aegypti dewasa berukuran lebih kecil jika dibandingkan dengan
rata-rata nyamuk lain. Nyamuk ini mempunyai dasar hitam dengan bintik-
bintik putih pada bagian badan, kaki, dan sayapnya. Sedangkan pada

Culex Sp berwarna coklat terang dan abu-abu, pada nyamuk Culex Sp
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adalah posisi yang sejajar dengan bidang permukaan yang dihinggapi
saat istirahat atau saat menusuk dengan kaki belakang yang sedikit
terangkat.

4.6.4 Penelitian pendahuluan merupakan tahap yang penting dalam sebuah
penelitian, suatu kegiatan persiapan yang dilakukan oleh seorang peneliti,

dengan tujuan untuk menentukan dosis ekstrak etanol kulit buah jengkol

4.7 CaraKerja dan Pengumpulan Data
4.7.1 Pembuatan Ekstrak kulit jengkol

Proses ekstraksi serbuk kulit jengkol dilakukan dengan cara maserasi
dengan pelarut etanol 96%. Adapun prosesnya sebagai berikut:

Ekstrak kulit buah jengkol (Pithecollobium jiringa) adalah kulit buah jengkol
yang sudah tua lalu dikeringkan kemudian digiling, serbuk kering kulit jengkol
ditimbang dan didapatkan berat kering 300 gram, serbuk kulit jengkol yang telah
kering kemudian dimasukkan ke dalam beaker glass ukuran 1 liter untuk
direndam dalam etanol, pelarut etanol dimasukkan ke dalam tabung tersebut
sampai serbuk terendam pelarut etanol, didiamkan selama kurang lebih 1
minggu, sebelumnya dikocok terlebih dahulu lalu hasilnya kemudian dievaporasi.

Proses selanjutnya adalah proses evaporasi yang bertujuan memisahkan
hasil ekstrak yang didapat dengan pelarut etanolnya prosesnya yaitu evaporator
dipasang pada tiang permanen agar dapat tergantung dengan kemiringan 30 —
40° terhadap meja percobaan. Hasil rendaman etanol dipindahkan ke labu
pemisah ekstraksi, labu pemisah ekstraksi dihubungkan pada bagian bawah
evaporator, pendingin spiral dihubungkan pada bagian atas evaporator,

pendingin spiral dihubungkan dengan vakum melalui selang plastik, dan
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dihubungkan pula dengan waterpump juga melalui selang plastik. Waterpump
ditempatkan dalam bak yang berisi aquades, kemudian water pump dihubungkan
dengan sumber listrik sehingga aquades akan mengalir memenuhi pendingin
spiral (ditunggu hingga air mengalir rata). Satu set alat evaporasi diletakkan
sedemikian rupa, sehingga sebagian labu pemisah ekstraksi terendam aquades
pada waterbath, vakum dan waterbath dihubungkan dengan sumber listrik dan
suhu waterbath dinaikkan sekitar 0-10°C (sesuai dengan titik didih etanol),
biarkan sirkulasi berjalan sehingga hasil evaporasi tersisa dalam labu pemisah
ekstraksi selama kurang lebih 2 — 3 jam, dilanjutkan dengan pemanasan dalam
oven dengan suhu 50 — 60 °C selama 1 — 2 hari.Hasil akhir ekstrak kulit jengkol
berupa minyak kental inilah yang akan digunakan dalam percobaan, hasil ekstrak
ini ditimbang dengan timbangan analitik dan disimpan di dalam lemari es untuk
memperlambat kerusakan.
4.7.2 Penapisan Fitokimia
4.7.2.1 Uji Flavonoid

Larutan uji sebanyak 1 ml diuapkan hingga kering, sisanya dibasahkan
dengan aseton, ditambahkan sedikit serbuk halus asam borat dan serbuk halus
asam oksalat, dipanaskan hati-hati diatas penangas air dan dihindari pemanasan
berlebih. Sisa yang diperoleh dicampur dengan 10 ml eter. Diamati dengan sinar
UV 366 nm; larutan berfluroresensi kuning intensif, menunjukkan adanya
senyawa flavonoid (Depkes RI, 1989)
4.7.2.2 Uji Saponin

Sebanyak 10 ml larutan uji dalam tabung reaksi dikocok vertikal selama
10 detik kemudian dibiarka selama 10 detik. Pembentukan busa setinggi 1-10 cm

yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit, menunjukkan adanya saponin dan
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penambahan 1 tetes higrogen clorida (HCI) 2N, busa tidak hilang (Depkes RI,
1989)
4.7.2.3 Uji Alkaloid

Larutan uji sebanyak 2 ml diuapkan di atas cawan porselin. Residu yang
dihasilkan kemudian dilarutkan dengan 5 ml HCL 2N. Larutan yang diperoleh
dibagi menjadi 5 tabung reaksi. Tabung pertama ditambah dengan 3 tetes
Hidrogen Clorida (HCL) 2N yang berfungsi sebagai blanko. Tabung kedua
ditambah 3 tetes pereaksi Dragendorff, tabung ketiga ditambah 3 tetes pereaksi
mayer, tabung ke empat ditambah 3 tetes pereaksi Hager, dan tabung kelima
ditambah pereaksi Wagner. Terbentuknya endapan jingga pada tabung kedua,
endapan putih pada tabung ketiga, endapan kuning pada tabung keempat, dan
endapan merah kecoklatan pada tabung kelima, menunjukkan adanya alkaloid
(Farnsworth, 1966)
4.7.3 Aklimatisasi

Aklimatisasi adalah penyesuaian nyamuk terhadap lingkungan tanpa
diberi perlakuan apapun (adaptasi) nyamuk dewasa selama 2—3 hari dengan
kondisi laboratorium.
4.7.4 Pembuatan Konsentrasi Larutan Ekstrak

Satu persen adalah dosis dimana terdapat 1 ml zat terlarut dalam 99 ml

larutan.Cairan pelarut ekstrak kulit jengkol yang digunakan adalah larutan aseton
1%. Larutan stok ekstrak kulit jengkol dibuat untuk mempermudah proses
penyiapan larutan uji. Larutan stok ekstrak kulit jengkol akan diencerkan dengan
aseton 1 % sehingga didapatkan dosis yang diinginkan dengan menggunakan

rumus pengenceran:
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M1 xV1=M2xV2

Keterangan:

M1 : Konsentrasi larutan stok ekstrak kulit jengkol

M2 : Konsentrasi larutan ekstrak kulit jengkol yang diinginkan

V1 : Volume larutan stok yang harus dilarutkan

V2 : Volume larutan perlakuan yang diperlukan

Volume akhir larutan perlakuan yang diperlukan untuk setiap konsentrasi
adalah 6 ml. Jadi, setelah diambil dari larutan stok kemudian ditambahkan
dengan larutan aseton 1 % sampai mencapai volume 6 ml.
4.7.5 Persiapan Nyamuk Culex sp

Nyamuk dewasa Culex spdewasa, di tangkap di sekitar Laboratorium
Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Nyamuk yang telah
disiapkan diletakkan dalam sangkar kaca yang berukuran 100 cm x 100 cm x 60
cm. nyamuk dewasa Culex sp dewasa (masih hidup) dan masih bergerak secara
aktif dan terbang diletakkan dalam sangkar kaca yang telah disediakan untuk
kemudian digunakan sebagai sampel.
4.7.6 Pembuatan elektrik ekstrak kulit jengkol

Mempersiapkan alat elektriknya dan mensterilkan gabus Hit melalui
pemakaian selama 1 hari kemudian di rendam dengan alkohol 70% dan
kemudian direndam dengan air aquadest steril. Gabus dinyatakan bersih jika
warna sudah benar-benar putih dan wewangian sudah tidak tercium lagi.

Kemudian rendam gabus yang sudah steril dengan masing-masing konsentrasi

larutan selama 15 menit (Sugiharti, 2012).
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4.7.7 Prosedur Penelitian

1. Percobaan dilakukan dengan menggunakan 5 buah kotak plastik berbentuk
bujur sangkar berukuran 100x100x60 cm3 yang diletakkan diruang penelitian
Laboratorium Parasitologi lantai 1.

2. Disiapkan larutan ekstrak kulit jengkol dengan konsentrasi 30%; 40%; 50%,
rendam gabus obat nyamuk elektrik yang sudah steril ke setiap larutan.

3. Disiapkan gabus yang direndam aquades sebagai kontrol negatif dan gabus
yang berisi d-aletrin 45 mg/mat sebagai kontrol positif.

4. Masing-masing gabus dimasukan ke dalam alat nyamuk elektrik, kemudian
dimasukkan ke dalam masing-masing kandang lalu dihubungkan dengan aliran
listrik 220V/5 watt sehingga indikator akan menyala tanda bahwa alat telah aktif.

- Kandang 1 menggunakan gabus berisi aquades (kontrol negatif)

- Kandang 2 menggunakan gabus berisi d-aletrin (kontrol positif)

- Kandang 3 menggunakan gabus berisi ekstrak kulit jengkol 30%

- Kandang 4 menggunakan gabus berisi ekstrak kulit jengkol 40%

- Kandang 5 menggunakan gabus berisi ekstrak kulit jengkol 50%

4. Jumlah nyamuk yang mati pada setiap perlakaun dihitung setelah menit ke-60,
menit ke-120, menit ke-180, menit ke-240, menit ke-300, menit ke-360 dan menit
ke-1440.

5. Waktu pengamatan ditentukan dilakukan tiap satu jam sekali sampai jam ke 24
karena pada penelitian pendahuluan diketahui bahwa potensi insektisida
mencapai daya bunuh maksimal setelah 24 jam.

6. Penelitian ini dilakukan dengan pengulangan sebanyak 4 kali untuk tiap

perlakuan.
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Gambar 4.1 Kotak Nyamuk

Keterangan :
Kotak berukuran 100 cm x 100 cm x 60 cm yang dibuat dengan rangka dari kayu
dan dinding yang terbuat dari kasa.Bagian depan kanan diberi lubang yang

bertutup kasa untuk tempat memasukkan nyamuk dan obat nyamuk elekitrik.
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4.7.8 Diagram Alur Penelitian

Identifikasi nyamuk Kulit jengkol
dewasa Culex Sp. . dikeringkan )
\]
4 “
Kulit jengkol digiling
hingga halus
\, S
v
"~ A
Kulit jengkol

menggunakan etanol
96% (maserasi)

J
Vi
~
Penapisan fitokimia
(Alkaloid, saponin,
flavonoid)
. . J
Masukkan nyamuk 20 , ‘J( N
ekor_ ke masing- Pembuatan konsentrasi
masing sangkar untuk perlakuan
\, J

\:

l Dihitung jumlah nyamuk yang mati pada jam 1, 2, 3, 4, 5, 6 dan 24

Gambar 4.2 Alur Penelitian

4.7.9 Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada menit ke-60, menit ke-120, menit ke-180, menit
ke-240, menit ke-300, menit ke-360 dan menit ke-1440. Keadaan semua
kelompok perlakuan diamati untuk mencari perubahan jumlah nyamuk yang

mati.Jumlah nyamuk yang mati dihitung dan dimasukkan dalam tabel.
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4.8 Pengumpulan dan Analisa Data

Data hasil yang telah diperoleh dari pengamatan dimasukkan dalam tabel
dan diklasifikasikan menurut perlakuan, jumlah nyamuk yang mati, dan waktu
pengulangan. Dari tabel tersebut, hasilnya akan dianalisis dan dimasukkan.

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan adalah jumlah nyamuk yang
mati untuk setiap perlakuan setelah pengamatan jam. Data kematian nyamuk
akan diolah dengan menggunakan formula Abbot menjadi data potensi
insektisida yang disajikan dalam bentuk tabel. Analisis data yang digunakan
adlah uji One Way ANOVA dengan menggunakan program Statistical Product
Service Solution (SPSS) Edisi 20. Sebelum dianalisis dalam One Way ANOVA
dilakukan beberapa test sebagai syarat agar data dapat dianalisis dengan One
Way ANOVA yaitu test of homogenity of variance menunjukkan data memiliki
varian yang homogen dan pada uji statistik Kolmogorov - Smimov menunjukkan
data memiliki distribusi yang normal. Syarat yang harus dipenuhi dalam
menggunakan uji anova adalah sebagai berikut:

1. Skala pengukuran variabel: Skala pengukuran variabel harus variabel numerik
2. Sebaran data: sebaran data harus normal
3. Varians data:
a. Kesamaan varians tidak menjadi syarat untuk uji kelompok yang
berpasangan
b. Kesamaan varians adalah syarat tidak mutlak untuk 2 kelompok tidak
berpasangan artinya, varians data boleh sama boleh juga berbeda

Jika salah satu syarat tidak terpenuhi maka One Way ANOVA tidak dapat

digunakan dan selanjutnya data dianalisis menggunakan uji beda non parametrik

Kruskal Wallis. Dalam penelitian ini, besar interval kepercayaan yang dipakai
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adalah 95% atau pada tingkat signifikansi (a) = 0,05. Uji statistik korelasi
bertujuan untuk menentukan kekuatan dan arah hubungan antara konsentrasi
ekstrak kulit buah jengkol (phitecollobium jiringa) terhadap jumlah kematian

nyamuk Culex sp.
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