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PENELITIAN

EFEK BIOLARVISIDA EKSTRAK ETANOL BUAH CITRUS HYSTRIX TERHADAP LARVA AEDES
AEGYPTI

| Gusti Ngurah Ananda Wira Kusuma?, | Made Sudarmaja?, | Kadek Swastika?, Putu Ayu Asri Damayanti?

ABSTRAK

Pendahuluan: Infeksi dengue merupakan penyakit dengan vektor nyamuk dengan insidensi yang tinggi dan
menyebabkan berbagai kondisi klinis dari yang ringan hingga berat. Membasmi larva nyamuk Ae. aegypti
merupakan strategi umum untuk mencegah penyebarSan infeksi dengue. Penelusuran bahan herbal sebagai
biolarvisida penting dilakukan agar didapat bahan larvisidayang ramah lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek biolarvisida ekstrak etanol buah Citrus hystrix terhadap larva Ae. aegypti.

Metode: Penelitian dilakukan menggunakan uji bioassay dengan larva Ae. aegypti instar Il dan IV sebagai sampel.
Pengujian dibagi menjadi7 kelompok yaknikelompok kontrol, dan kelompok perlakuan pada konsentrasi 400, 800,
1200, 1600, 2000, dan 2400 ppm, tiap kelompok terdiri atas 20 ekor larva. Seluruh kelompok kemudian diamati
padal, 24, dan 48 jam. Kematian larva dicatat dan data dianalisis untuk mengetahui efek biolarvisida, nilai LC50
dan LC95, dan hubungan dosis-efek.

Hasil: Total larva diujikan sebanyak 590 ekor, didapattotal kematian larva 315 ekor dan 418 ekor setelah 24 dan
48 jam. Uji one-way ANOVA menghasilkan nilai F 26,03 dan 65,69 (p<0,05) masing-masing padaperiode 24 dan
48 jam. Nilai R2 sebesar 0,745 dan 0,635 masing-masing pada periode 24 dan 48 jam (p<0,05). Nilai LC50 24
jam= 989,55 ppm, dan LC95 24 jam=2785,89 ppm sedangkan LC50 48 jam= 483,16 ppm dan LC95 48 jam=
1555,49 ppm.

Simpulan: Penulis menyimpulkan bahwa ekstrak etanol buah Citrus hystrix memiliki efek biolarvisida terhadap
larva Ae. aegypti, hubungan dosis-efek yang linier, serta korelasi yang positif, kuat, dan signifikan.

Kata kunci: Aedes aegypti, Biolarvisida, Citrus hystrix,LC50, dan LC95.
ABSTRACT

Introduction: Dengue infection is a high-incidence-mosquito-vectored disease that causes various clinical
conditions ranging from mild to severe. Eradicating Ae. aegypti mosquito larvae is a common strategy to prevent
the spread of dengue infection. This study aims to explore the biolarvicide effect of the ethanol extract of Citrus
hystrix fruit on Ae. aegypti larvae.

Method: The study was conducted using a bioassay with Ae. aegypti larvae in instars Ill and IV as samples. The
test was divided into 7 groups, namely the control group and the treatment groups at concentrations of 400, 800,
1200, 1600, 2000, and 2400 ppm, each group consisting of 20 larvae, then observed at 1, 24, and 48 hours. Larval
mortality was recorded, and data were analyzed to determine the biolarvicide effect, LC50 and LC95 values, and
dose-effect relationships.

Result: A total of 590 larvae were tested, total mortality was 315 and 418 after 24 and 48 hours, respectively. The
one-way ANOVA test resulted in F values of 26.03 and 65.69 (p<0.05) in the periods of 24 and 48 hours,
respectively. The R2 values were 0.745 and 0.635 at 24 and 48-hour periods, respectively (p<0.05). The values of
LC50 for 24 hours are 989.55 ppm and LC95 for 24 hours are 2785.89 ppm, while LC50 for 48 hours is 483.16 ppm
and LC95 for 48 hours is 1555.49 ppm.

Conclusion: The authors concluded that the ethanolic extract of Citrus hystrix fruit had a biolarvicidal effect on Ae.
aegypti larvae, a linear dose-effect relationship, and a positive, strong, and significant correlation.

Keywords: Aedes aegypti, Biolarvicide, Citrus hystrix, LC50, and LC95.

PENDAHULUAN perekonomian di masyarakat@ Arus pekerja
pendatang sertawisatawan juga sangatberpengaruh
terhadap penyebaran virus dengue di Bali melalui
berbagai strand nyamuk Aedes aegypti.?l Wabah
terparah terjadi pada tahun 2010 dan 2015 dengan
masing-masing telah tercatat 12.574 kasus dengan
35 kematian serta 10.704 kasus dengan 28
kematian./! Dengue dapat menimbulkan manifestasi
klinis dan gejala yang ditimbulkan bervariasi mulai
dari demam dengue klasik, hingga dengue shock
syndrome (DSS).FB!

Aedes aegypti merupakan vektor bagi arbo-virus
penyebab infeksi dengue, merupakan spesies

Infeksi Dengue merupakan penyakit dengan
vektor nyamuk vyang keberadaannya memiliki
insidensi yangtinggi baik pada negaratropis maupun
non tropis. Sekitar 390 juta infeksi terjadi tiap
tahunnyadan lebih dari 70% populasi dunia beresiko
terinfeksi oleh virus dengue (DENVs).! Secara
spesifik, Pulau Bali yang telah lama dikenal sebagai
destinasi wisatainternasional memiliki kasus dengue
yang tinggi. Penyakit ini amat berpengaruh terhadap
keberlangsungan hidup masyarakat lokal maupun
wisatawan asing dan memiliki efek yang buruk pada
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endemic di daerah Asia Tenggara, Asia Pasifik,
Afrika, dan Amerika. Nyamuk ini umumnya
berkembang di daerah kosmotropis, berkembanghbiak
dengan cara bertelur di genangan-genangan air di
daerah perumahan ataupun daerah lain yang kumuh
dan tidak terurus.(6).

Penanggulangan penyakitdengue saat ini lebih
dititikberatkan pada pembasmian larva nyamuk
Aedes aegypti, memanfaatkan siklus reproduksinya
yang memerlukan genangan air untuk menampung
telur. Cara ini telah populer, terutama pada negara-
negara berkembang akibat pengadaan vaksin
sebagai salah satu solusi terbaik masih belum dapat
terlaksana.l Pembasmian larva nyamuk di Indonesia
dilakukan melalui program pemerintah menggunakan
“juru pemantau jentik” (jumantik). Kendati demikian,
sangat disayangkan peran jumantik masih belum
sepenuhnya efisien dalam upaya penurunan angka
demam berdarah akibat virus dengue di Bali.[®' Hal ini
juga dibuktikan dengan jumlah insidensi infeksi
dengue yang meningkat sepanjang 2012 hingga
tahun 2017.¥ Program lain yang telah digunakan
dalam pencegahan penyakit infeksi dengue ialah
penggunaan bubuk abate (temephos), suatu
senyawa organofosfat yang bekerja dengan cara
merusak sistem saraf padalarva nyamuk. Temephos
biasanya ditaburkan pada daerah genangan air
tempat larva Aedes aegypti berkembang. Metode ini
cukup ampuh untuk digunakan, namun memiliki
beberapa kekurangan. Kekurangan yang pertama
yaitu  sifat nonspesifik dalam  mencegah
perkembangbiakan nyamuk Ae. aegypti, sehingga
berpotensi mengganggu proses hidup makhluk hidup
lainnya apabila tercemar. Kekurangan kedua ialah
potensi bioakumulasi pada rantai makanan, dapat
menjadi toksik apabila konsentrasinya terakumulasi
melalui alur rantai makanan. Kekurangan ketiga,
temephos cenderung sulit untuk diuraikan sehingga
keberadaannya akan destruktif bagi lingkungan
sekitarnya. Kekurangan keempat, penggunaan
temephos juga mampu memicu resistensi fisiologis
pada larva nyamuk, membuat pengaplikasiannya
tidak lagi efisien.!

Pendekatan dalam membuat insektisida,
khususnya larvisida menggunakan bahan-bahan
herbal (biolarvisida) saat ini telah banyak diteliti dan
dapat memberi keunggulan dibanding pendekatan
kimiawi dan biologis lainnya. Profil larvisida dari
beberapa tanaman lokal di daerah Asia juga telah
terdokumentasi dengan baik pada beberapa studi.[d
Tanaman-tanaman dengan potensi untuk dijadikan
biolarvisida umumnya secara alami menyintesis
senyawa fitokimia sebagai metabolit sekunder untuk
melindungi diri dari hewan-hewan herbivora.ll
Penggunaan biolarvisida ini juga dapat digunakan
untuk hama-hama tanaman dan di sekeliling
rumah.[?

Jeruk purut (Citrus hystrix) dapat menjadi

kandidatyang tepat karena memiliki efek biolarvisida
yang telah teruji terhadap larva nyamuk Aedes
aegypti.’¥ Sejauh ini beberapa penelitian telah
mencoba menggunakan jeruk purut sebagai bahan
biolarvisida nyamuk Aedes aegypti dan telah
memberikan efek yang baik. 115 Namun beberapa
penelitian tersebut umumnya menggunakan kulit dan
daun jeruk purut, sehingga penggunaan daging buah
jeruk purut menjadi bagian yang perlu untuk
dieksplorasilebih jauh lagi. Oleh karena itu, dalam
penelitian ini penulis tertarik untuk membuat
penelitian terkait dengan efek biolarvisida dari buah
jeruk purut.

METODE

Model penelitian dan kelaikan etik

Penelitian menggunakan model true
experimental dengan menggunakan intervensi
pemberian ekstrak etanol buah Citrus hystrix pada uji
bioassay. Penelitian ini telah mendapat izin kelakan
etik dengan nomor 969/UN14.2.2.VII.14/LT/2022.
Persiapan ekstrak

Jeruk purut didapat dari perkebunan di
kabupaten Magetan, Provinsi Jawa Timur. Sebanyak
300 gram jeruk purut dibersihkan kemudian
dikeringkan. Buah jeruk purut kemudian dipotong
kecil-kecil. Ekstrak etanol disiapkan dengan
melarutkan 100 gram bagian buah jeruk purut pada
etanol 95% dengan perbandingan 1:9 w/v. Hal ini
berarti 100 gram buah dilarutkan dalam 900 ml etanol
95%. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
pada suhu ruangan selama 2 x 24 jam. Pelarut
kemudian dipisahkan dari ekstrak etanol melalui
glass rotary evaporator. Proses ini akan
menghasilkan 8 gram ekstrak etanol. Sebanyak
1.680 mg ekstrak etanol kemudian dilarutkan kembali
pada 700 ml akuades untuk membuat stock solution
2400 ppm. Larutan stok kemudian dicairkan dan
dilarutkan pada 200 ml air di gelas plastik berukuran
250 ml untuk menghasilkan konsentrasisebesar 400,
800, 1200, 1600, 2000, dan 2400 ppm.
Persiapan larva

Larva nyamuk dipilih yang berada pada fase
instar Ill dan IV karena ketahanan mekanis yang
dimiliki cukup untuk tidak mengalami kematian saat
dilakukan pemindahan.
Uji Bioassay
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Efek biolarvisida diuji melalui pemberian ekstrak
etanol buah jeruk Citrus hystrix dengan konsentrasi
400, 800, 1200, 1600, 2000, dan 2400 ppm pada
tempat yang berisikan larva Instar Ill dan IV. Tiap
kelompok uji dilakukan replikasi sebanyak 4 Kkali.
Setelah 24, dan 48 jam, jumlah kematian larva
kemudian diamati. Larva yang tidak bergerak dan
tidak merespons terhadap rangsangan sentuhan
maka dianggap telah mati.

Analisis statistik

Analisis statistik dilakukan berupa uji
bivariat dan analisis probit.

Uji univariat dilakukan untuk mengetahui rata-rata
kematian larva dalam tiap kelompok uji, dan
kemudian disajikan dalam diagram batang. Uji
bivariat digunakan untuk mengetahui hubungan
konsentrasi ekstrak etanol buah Citrus hystrix
terhadap larva Aedes aegypti.

Analisis probit dilakukan untuk mengetahui nilai

univariat,

ARTIKEL PENELITIAN

Lethal Concentration 50% (LC50) dan Lethal
Concentration 90% (LC90) dari ekstrak etanol buah
Citrus hystrix.

HASIL

Kematian pada 24 jam didapat total kematian
larva sebanyak 315 ekor, dengan jumlah kematian
tertinggi pada konsentrasi 2400 ppm mencapai total
kematian 74 ekor (92,5%) dengan rata-rata *
simpangan baku (SB) 18.5+1.29. Hasil uji biolarvisida
pada periode 24 jam dapat dilihat secara terperinci
pada tabel 1. Kematian pada 48 jam didapat total
kematian larva sebanyak 418 ekor, dengan jumlah
kematian tertinggi pada konsentrasi 2400 ppm
mencapai total kematian 80 ekor (100%) dengan rata-
rata 20. Hasil uji biolarvisida pada periode 48 jam
dapat dilihat secara terperinci pada tabel 2.

Tabel 1. Kematian larva dalam 24 jam

Jumlah kematian larva

Kematian larva setelah 48 jam

ada setiap replikasi
No. Konsentrasi P b rep Iotal P :
1 2 3 4 ava Jumlah ersentase Rata-rata+SB
(%)
1 Kontrol 0 0 0 0 80 0 0 0
2 400 ppm 10 16 11 16 80 53 66.25 13.25+3.20
3 800 ppm 17 19 14 16 80 66 82.5 15.50+2.08
4 1200 ppm 17 20 16 16 80 69 86.25 17.25+1.89
5 1600 ppm 19 20 17 18 80 74 92.5 18.50+1.29
6 2000 ppm 19 19 20 18 80 76 95 19+0.81
7 2400 ppm 20 20 20 20 80 80 100 20
Tabel 2. Kematian larva dalam 48 jam
Jumlah kematian larva . .
. I Kematian larva setelah 24 jam
. pada setiap replikasi Total
No. Konsentrasi
Larva Persentase
1 2 3 Jumlah Rata-ratatSB
(%)
1 Kontrol 0 0 0 0 80 0 0 0
2 400 ppm 7 7 10 15 80 39 48.75 9.75+£3.77
3 800 ppm 8 9 10 15 80 42 52.5 10.5£3.10
4 1200 ppm 9 12 11 15 80 47 58.75 11.75+2.5
5 1600 ppm 11 14 13 14 80 52 65 13+1.41
6 2000 ppm 16 14 14 17 80 61 76.25 15.25+1.5
7 2400 ppm 18 17 19 20 80 74 92.5 18.5+1.29
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EMortalitas dalam 24 jam

20 W Mortalitas dalam 48 jam
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Error bars: +-1 5D

Gambar 1. Diagram batang perbandingan jumlah kematian larva pada periode 24 jam dan 48 jam

Diagram batang perbandingan jumlah kematian
larva pada periode 24 jam dan 48 jam dapat dilihat
pada gambar 1.

Analisis normalitas persebaran data dengan uiji
Saphiro-wilk menunjukkan distribusi data pada nilai
rata-rata kematian larva periode 24 dan 48 jam
bersifat normal sehingga uji untuk membandingkan
rata-rata antarvariabel digunakan uji parametrik yang
sesuai yaitu One-way ANOVA. Hasil analisis One-
way ANOVA menunjukkan nilai F untuk periode 24
dan 48 jam masing-masing sebesar 26,03 dan 65,69,
keduanya memiliki nilai p<0,05. Dengan demikian
dapat disimpulkan terdapat perbedaan yang
signifikan pada tiap kelompok konsentrasi yang
diujikan baik pada periode 24 ataupun 48 jam.

Nilai LCsp dan LCgs Ekstrak Etanol Buah Citrus

hystrix

Nilai LCsp dan LCgs pada periode 24 masing-
masing sebesar 989,55 dan 278589 ppm,
sementara pada periode 48 jam sebesar 2785,89
dan 1555,49 ppm. Nilai LCsp dan LCgs secara
terperinci dapat dilihat pada tabel 3.
Hubungan Dosis-Efek Ekstrak Etanol Buah
Citrus hystrix

Uji korelasi menunjukkan nilai R2 sebesar 0,745
dan 0,635 masing-masinguntuk periode 24 jam dan
48 jam dengan nilai p<0,05. Hal ini berarti dosis
pemberian ekstrak berhubungan kuat dan signifikan
secara statistik dengan efek biolarvisida yang
dihasilkan.

Tabel 3. Nilai LCso, dan LCgs ekstrak etanol buah Citrus hystrix

Durasi LCso (95% CI) dalam ppm LCgs (95% CI) dalam ppm

24 jam 989,55 (753,46-1198,23) 2785,89 (2375,42-3491,28)

48 jam 483,16 (24,51-665,71) 1555,49 (1303,95-1985,69)
PEMBAHASAN seranggadan meningkatkan taraf kualitas kesehatan

Pemberantasan vektor penyakit merupakan
bagian sentral dari pencegahan penyebaran
penyakit, terutama di negara berkembang.
Pendayagunaan bahan herbal dapat memberi
manfaat lebih baik dibandingkan bahan kimia
sintesis karenasifatnyayanglebih murah dan ramah
lingkungan. Oleh karena, itu penelusuran efek
biolarvisida dari bahan herbal yang diperoleh dari
hasil perkebunan lokal akan mendukung upaya
pencegahan penyakit yang disebarkan oleh vektor

nasional.

Suatu studi membandingkan buah-buah dari
genus Citrus sebagai biolarvisida Aedes aegypti
menunjukkan Citrus hystrix memiliki potensi yang
baik dibandingkan buah lain dalam genus yang
sama.’® Selain itu melalui penelitian sebelumnya
juga didapatkan ekstrak yang didapat dari buah
Citrus hystrix memiliki keunggulan lebih baik
dibandingkan kulit, daging buah ataupun daun.[17:18l

Saat ini telah digunakan beberapa cara untuk
menguji efek biolarvisida dari Citrus hystrix,
diantaranya menggunakan ekstraksi alkohol dan
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minyak essential. Ekstraksi alkohol bersifat polar dan
bisa dilakukan melalui beberapa cara diantaranya
maserasi counter current, sokletasi, atau perkolasi.
Ekstrak yang dihasilkan dari proses ini mudah larut
padaair. ¥ Ekstrak etanol akan menghasilkan zat
aktif terpenoid, flavonoid, dan saponin, terutama
pada kulit buah. Penelitian in vitro dan in silico
menunjukkan terpenoid dapat berinteraksi dengan
sterol carrier protein yang mengganggu proses
katabolisme lemak pada larva nyamuk. [ zat
flavonoid mampu menghambat protein Nobo yang
merupakan enzim penting dalam sintesis hormon
ekdison sehingga menghambat proses metamorfosis
larva nyamuk.?!

Ekstraksi yang menghasilkan minyak esensial
juga banyak digunakan pada studi efek biolarvisida
Citrus hystrix terhadap Aedes aegypti. Ekstraksi ini
umumnya menggunakan proses distilasi dan reagen
berupa n-heksana. Kandungan paling dominan yang
didapat dari ekstraksi ini ialah b-pinene dan d-
limonene.?

Pada penelitian ini penulis menggunakan
metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol,
dan mengekstraksi bagian buah yang meliputi biji,
daging buah, dan kulit dari jeruk Citrus hystrix. Nilai
LCso didapat pada penelitian ini lebih tinggi dari
percobaan yang dilakukan oleh Mya et al (138
ppm). Hal ini dapat disebabkan oleh perbedaan
proses pembuatan ekstrak yaitu dengan
menggunakan sokletasi dan dengan komposisi
perbandingan alkohol yang berbeda. Selain itu
perbedaan tempat pengambilan larva Aedes aegypti,
dan varietas buah yang berbeda antarnegara juga
bisa berpengaruh terhadap nilai LCsp pada studi
tersebut. Di sisi lain, nilai LCsp pada penelitian ini
lebih rendah jika dibandingkan dengan studi oleh
Adrianto et al, bisa diakibatkan oleh kecenderungan
zat aktif yang terakumulasi pada kulit buah
dibandingkan daun, dan penggunaan metanol yang
merupakan pelarut hidrokarbon berantai pendek
sehingga lebih mudah menguap pada proses
evaporasi.®

Penggunaan metode ekstraksi distilasi yang
menghasilkan minyak esensial seperti yang
dilakukan oleh Wikandari et al., Subekti et al, dan
Sutthanont et al, menghasilkan LCsp yang lebih
rendah. Hal ini disebabkan karena sifat zat non -polar
yang dihasilkan dapat lebih mudah menembus tubuh
larva. Namun, penggunaan minyak esensial
membutuhkan zat pengemulsi agar bisa larut dalam
air yang merupakan media pengujian larvisida./?
Ekstraksi dengan bahan etanol di lain sisi bersifat
larut air, maka tidak membutuhkan zat tambahan
untuk diujikan pada medium air.

Terdapatbeberapakekurangan padapenelitian
ini, diantaranya masih belum diketahui kandungan
zat aktif apa saja yang terdapat dalam buah Citrus
hystrix yang diekstraksi dengan metode maserasi,
kemungkinan terjadinya bias dalam perhitungan efek
larvisida karena larva yang mati akibat faktor
mekanis masih belum bisa dibedakan dari larva yang
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mati akibat paparan ekstrak, serta masih belum
menggunakan kontrol positifdalam kelompokujinya.
Sejauh yang penulis ketahui, semenjak dimulainya
perencanaan penelitian hingga penyusunan laporan
penelitian, penelitian ini merupakan penelitan
pertama di Indonesiayang menguji efek biolarvisida
ekstrak maserasi Citrus hystrix yang menggunakan
buah sebagai bahan maseratnya. Keterbatasan
dalam biaya dan pengalaman penulis menjadi
tantangan utama dalam penyusunan penelitian ini.
Kedepannyadiharapkan penelitianinidapat menjadi
referensi dalam mengembangkan formulasi
biolarvisida dengan memanfaatkan bahan herbal
dari petani lokal serta penelitian dapat dilanjutkan
hingga dapat diaplikasikan dengan aman pada
kehidupan sehari-hari.

SIMPULAN

Melalui hasil penelitian efek biolarvisida ekstrak

etanol buah Citrus hystrix terhadap larva Aedes
aegypti, didapat kesimpulan sebagai berikut:
(1) Ekstrak buah Citrus hystrix memiliki efek
biolarvisida terhadap larva Aedes aegypti, (2) Nilai
LCso dan LCgs dari ekstrak etanol buah Citrus hystrix
padaperiode 24 jam masing-masing sebesar 989,55
dan 2785,89 ppm, (3) Dosis dan efek aktivitas
biolarvisida yang ditimbulkan oleh ekstrak etanol
buah Citrus hystrix terhadap larva Aedes aegypti
berhubungan secara positif, kuat, dan signifikan.

SARAN

Adanya penelitian lebih lanjut mengenai
toksisitas terhadap lingkungan, kandungan zat aktif
yang berperan sebagai biolarvisida, dan pengujian
lapangan esktrak etanol buah Citrus hystrix penting
untuk dilakukan.
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