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ABSTRAK

Nyamuk Aedes aegypti dikenal sebagai vektor utama penyakit infeksi dengue di dunia. Vaksin dan obat infeksi dengue
masih belum tersedia. Prioritas Kementerian Kesehatan untuk mencegah infeksi dengue adalah mengontrol populasi
vektor nyamuk Ae. aegypti. Jeruk purut (Citrus hystrix) memiliki potensi sebagai larvasida tetapi belum banyak informasi
mengenai mekanisme kerjanya. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui efek ekstrak metanol C. hystrix terhadap kadar
enzim asetilkolinesterase (AChE) larva Ae. aegypti instar IIl. Penelitian ini adalah penelitian true experimental di
laboratorium dengan menggunakan rancangan penelitian post test only control group design. Kelompok perlakuan terdiri
dari kelompok ekstrak metanol C. hystrix dari Bali dosis LCgo, kelompok akuades sebagai kontrol negatif, dan kelompok
temephos sebagai kontrol positif. Replikasi sebanyak tiga kali. Pengujian dilakukan selama 24 jam kemudian dilakukan
pemeriksaan enzim AChE. Data dianalisis dengan SPSS menggunakan statistik deskriptif dan uji Kruskall Wallis
kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc Mann Whitney. Hasil penelitian menunjukkan kadar AChE pada larva Ae.
aegypti yang mati setelah terpapar ekstrak lebih rendah (204,9 units/L) dibandingkan dengan larva kontrol negatif (323,2
units/L) dan kontrol positif (279,9 units/L). Kadar enzim AChE larva nyamuk pada tiga kelompok perlakuan memiliki
perbedaan yang signifikan (p < 0,05). Ekstrak metanol C. hystrix dari Bali memiliki mekanisme kerja sebagai racun saraf,
yaitu menghambat enzim AChE.

Kata kunci: Citrus hystrix, Bali, asetilkolinesterase, Aedes aegypti, larvasida alami

ABSTRACT

The Effect of Methanol Extract from Kaffir Lime (Citrus hystrix) on Acetylcholinesterase Levels of Aedes aegypti
Mosquito Larvae. The Effect of Methanol Extract from Kaffir Lime (Citrus hystrix) on Acetylcholinesterase Levels of
Aedes aegypti Mosquito Larvae. Ae. aegypti mosquito is globally known as the main vector of dengue fever. Vaccines
and drugs for dengue fever are currently unavailable. The Ministry of Health’s priority in dengue fever prevention is the
population control of the Ae. aegypti mosquito vector. Kaffir lime (Citrus hystrix) has the potential to be larvicidal, but
not much is known about its mechanism of action. This research was conducted to investigate the effect of methanol
extract from C. hystrix on acetylcholinesterase levels (AChE) in third instar Ae. aegypti larvae. This was a true laboratory
experiment with only a post-test control group. The concentrations consist of methanol extract of C. hystrix from Bali
with doses LCqo, aquadest as a negative control, and temephos as a positive control. Each of the concentrations was
replicated three times. This experiment was conducted for 24 hours, and an AChE level test was done afterwards. Data
analysis was done by SPSS with descriptive statistics, the Kruskall Wallis test, and a post hoc Mann-Whitney test
afterwards. The result of the research shows that the AChE levels of dead Ae. aegypti due to the extract (204,9 units/L)
were lower than the negative control (323,2 units/L) and the positive control (279,9 units/L). The AChE levels of the
larvae at three concentrations showed a significant difference (p < 0.05). Methanol extract of C. hystrix from Bali had a
mechanism of action as a nerve toxin, specifically inhibiting AChE.

Keywords: Citrus hystrix, Bali, acetylcholinesterase, Aedes aegypti, natural larvicide
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1. Pendahuluan

Nyamuk Aedes aegypti dikenal sebagai vektor
utama penyakit infeksi dengue di dunia.
Insidensi infeksi dengue terjadi pada lebih dari
128 negara di dunia. WHO memperkirakan
500.000 orang dengan infeksi dengue parah
dirawat di rumah sakit setiap tahun dan 2,5%
dari mereka meninggal. Wilayah Asia-Pasifik
memiliki beban tertinggi di antara wilayah lain
di dunia.! Di Indonesia, Pulau Jawa menempati
kasus dan kematian tertinggi setiap tahunnya.?3

Vaksin dan obat yang spesifik untuk infeksi
dengue masih belum tersedia hingga saat ini
sehingga upaya pencegahan yang menjadi
prioritas Kementerian Kesehatan adalah
dengan mengontrol populasi vektor nyamuk
Ae. aegypti.*® Pemerintah Indonesia telah
menggunakan temephos sebagai program
nasional pemberantasan larva nyamuk sejak
tahun 1970.> Namun akhir-akhir ini beberapa
negara telah melaporkan bahwa larva Ae.
aegypti telah resisten terhadap temephos,
seperti Brazil, Peru, India, Kamboja, Laos,
Thailand dan di beberapa wilayah Indonesia,
seperti Bali dan Sumatera Barat.5° Selain itu
temephos juga dilaporkan memberikan efek
genotoksik, dampak buruk terhadap reproduksi
pria, fertilitas, dan liver meski hanya dosis yang
kecil. 1t

Dari masalah ini diperlukan adanya suatu
inovasi larvasida dari bahan alam yang dapat
menggantikan larvasida kimia yang sudah tidak
mampu lagi mematikan larva. Kekayaan alam
Indonesia yang dieksplorasi dalam penelitian
ini adalah Jeruk purut (Citrus hystrix). C.
hystrix merupakan salah satu spesies jeruk yang
populer di Indonesia, baik digunakan sebagai
bahan  makanan  ataupun  pengobatan
tradisional. C. hystrix termasuk dalam genus
Citrus dan famili Rutaceae.'?* Senyawa
metabolit yang terkandung dalam daun C.
hystrix adalah flavonoid, alkaloid, steroid,
tannin, saponin, dan minyak atsiri.®>%’
Senyawa ini bersifat toksik terhadap larva® dan
bersifat ramah lingkungan dan tidak menjadi
toksin bagi makhluk hidup selain target.**1°
Penelitian terdahulu olenh Adrianto dkk

melaporkan bahwa ekstrak metanol C. hystrix
lebih efektif mematikan larva Ae. aegypti
dibandingkan dua jeruk lainnya, C. amblycarpa
dan C. maxima.?® Hasil yang mirip juga
dilaporkan oleh Syarif bahwa C. hystrix dari
Makassar juga toksik terhadap larva Ae.
aegypti.2! Minyak atsiri dari biji buah C. hystrix
juga toksik terhadap larva.??

Mekanisme larvasida mematikan larva
nyamuk adalah bekerja sebagai racun kontak,
racun pernafasan, racun perut, dan racun
saraf.”® Racun saraf bekerja dengan cara
menghambat enzim asetilkolinesterase (AChE)
dalam menghidrolisis ACh sehingga ACh
menumpuk, membuat larva paralisis, kejang
kemudian mati.?*? Beberapa tanaman yang
telah diuji sebagai racun saraf adalah Artemisia
absinthium, Annona muricata, Cassia fistula,
Gallesia integrifolia.®®2°  Kemampuan
larvasida dalam mematikan larva nyamuk
dinyatakan dalam dosis letal atau lethal
concentration atau LC. Dalam penelitian ini
menggunakan dosis letal 90 yang artinya 90%
larva mati dan 10% larva hidup untuk menjaga
keseimbangan alam.*

Data ilmiah mengenai mekanisme larvasida
khususnya daun C. hystrix belum jelas hingga
saat ini karena jarang dilaporkan studi semacam
ini di Indonesia. Kebaruan penelitian ini adalah
melihat mekanisme larvasida bahan alam
berdasarkan kadar AChE larva nyamuk.
Penelitian ini memiliki tujuan menganalisis
kadar enzim AChE larva nyamuk Ae. aegypti
setelah terpapar ekstrak metanol C. hystrix.
Selain itu, penelitian juga menganalisis ada
tidaknya perbedaan kadar enzim AChE pada
kelompok tidak diberi perlakuan, diberi
perlakuan ekstrak, dan diberi perlakuan
larvasida sintetis (temephos).

2. Metode

Penelitian  ini  adalah  penelitian  true
experimental ~ di  laboratorium  dengan
menggunakan rancangan penelitian post test
only control group design. Penelitian ini telah
mendapat persetujuan Komisi Etik Penelitian
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Kesehatan Universitas Ciputra dengan surat
nomor 009/EC/KEPK-FKUC/V11/2022.

Penelitian dimulai pada bulan Juli hingga
November 2022. Populasi dalam penelitian ini
adalah larva Ae. aegypti. Sampel dalam
penelitian ini adalah larva Ae. aegypti instar I11.

Daun C. hystrix diperolen dari Desa
Banyupoh, Kecamatan Gerokgak, Kabupaten
Buleleng, Bali. Sebanyak 500 gram daun kering
yang telah dipotong kecil direndam dalam 2 L
pelarut metanol menggunakan botol kaca yang
tertutup rapat selama 24 jam. Hasil maserasi
disaring  kemudian  diuapkan  dengan
menggunakan alat rotary evaporator hingga
didapatkan ekstrak kental.

Penetasan telur hingga pengujian larva Ae.
aegypti dilakukan di Laboratorium Entomologi,

Lembaga Penyakit Tropis  Universitas
Airlangga Surabaya. Pengujian larvasida
dilakukan dua kali, yaitu pengujian

pendahuluan dan pengujian sesungguhnya.
Pengujian pendahuluan menggunakan tujuh
perlakuan, yaitu terdiri dari: lima konsentrasi
ekstrak yang berbeda untuk mencari dosis letal
90, kontrol negatif, dan kontrol positif. Untuk
pengujian sesungguhnya hanya menggunakan
tiga perlakuan, yaitu larutan ekstrak metanol C.
hystrix dosis letal 90, kontrol negatif, dan
kontrol positif. Tiap perlakuan dilakukan
replikasi sebanyak tiga kali.

Larutan ekstrak dibuat dengan mencampur
ekstrak, tween 20, dan akuades. Larutan kontrol
negatif adalah akuades dan tween 20. Larutan
kontrol positif adalah temephos dosis 1 ppm
dan tween 20. Setiap gelas uji diisi larutan
sebanyak 100 ml dan dimasukkan 20 ekor larva
Ae. aegypti instar Ill. Kematian larva Ae.
aegypti diperiksa setelah 24 jam perlakuan.

Larva yang mati dari ekstrak C. hystrix dosis
letal 90, kontrol negatif, dan kontrol positif
diambil dan dilanjutkan pemeriksaan aktivitas
enzim AChE di Laboratorium Professor Nidom
Foundation. Prosedur pemeriksaan aktivitas
enzim AChE dilakukan dengan mengacu pada
penelitian yang dilakukan oleh Hutabarat dan
Nurfadly (2020) dengan menggunakan
QuantiChrom™ Acetylcholinesterase Assay Kit
(Cambridge, UK).3! Pembacaan kadar enzim

dilakukan pada ELISA reader merk Tecan
Infinite f50 dengan panjang gelombang 405
nm. Analisis data dilakukan dengan
menggunakan SPSS menggunakan statistik
deskriptif dan uji Kruskall Wallis kemudian
dilanjutkan dengan uji post hoc Mann Whitney.

3. Hasil

Ekstrak metanol C. hystrix pada uji
pendahuluan dibuat dengan konsentrasi 1.000
ppm, 5.000 ppm, 8.000 ppm, 12.000 ppm, dan
15.000 ppm dengan dua replikasi pada setiap
masing-masing konsentrasi.

Hasil penelitian didapatkan hasil pada
larutan kontrol negatif kematian larva sebesar
0%, pada konsentrasi ekstrak 1.000 ppm
sebesar 85%, pada konsentrasi ekstrak 5.000
ppm sebesar 100%, pada konsentrasi ekstrak
8.000 ppm sebesar 100%, pada konsentrasi
ekstrak 12.000 ppm sebesar 100%, pada
konsentrasi ekstrak 15.000 ppm sebesar 100%,
dan pada larutan kontrol positif sebesar 100%
(Tabel 1.).

Tabel 1. Mortalitas larva Ae. aegypti instar 111
setelah perlakuan selama 24 jam

Perlakua  Replikasi Mortalitas larva
n I I Jumlah  Ekor %

PO 0 0 0 0 0
P1 17 17 34 17 85
P2 20 20 40 20 100
P3 20 20 40 20 100
P4 20 20 40 20 100
P5 20 20 40 20 100
P6 20 20 40 20 100

Keterangan:

PO : Kontrol negatif (akuades dan tween 20)
P1 :1.000 ppm

P2 :5.000 ppm

P3 :8.000 ppm

P4 :12.000 ppm

P5 :15.000 ppm

P6 : Kontrol positif (temephos dan tween 20)

Dari uji pendahuluan dilanjutkan dengan
pengujian sesungguhnya didapatkan hasil
mortalitas larva Ae. aegypti pada larutan
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kontrol negatif sebesar 0%, pada ekstrak C.
hystrix konsentrasi 1.200 ppm sebesar 91.6%,
dan pada larutan kontrol positif sebesar 100%.

Tabel 2. Mortalitas larva Ae. aegypti instar 111
setelah perlakuan selama 24 jam

Replikasi Mortalitas larva
| I 1l Jumlah Ekor %

Perlakuan

Uji normalitas data kadar enzim AChE pada
setiap perlakuan disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji normalitas kadar enzim AChE

p Keterangan
Jeruk LCq 0,298 Normal
Akuades 0,463 Normal
Temephos 0,000 Tidak normal

PO 0 0 O 0 0 0
P1 18 19 18 55 18.3 916
P2 20 20 20 60 20 100

Keterangan:
PO : Kontrol negatif (akuades dan tween 20)
P1 :1.200 ppm

P2 : Kontrol positif (temephos dan tween 20)

Hasil pemeriksaan aktivitas enzim AChE
didapatkan larva yang mati setelah terpapar
ekstrak C. hystrix memiliki kadar sebesar 204.9
units/L, larva hidup kelompok kontrol negatif
memiliki kadar enzim AChE sebesar 323.23
units/L, dan larva mati kelompok kontrol positif
memiliki kadar enzim AChE sebesar 279.94
units/L.

Tabel 3. Hasil pemeriksaan enzim AChE larva Ae.
aegypti

Rep Enzim AChE (units/L)

Perlakuan  lika Kadar Rata-rata
si

LCg Larva 1
Mati

225.1082251
2 173.1601732
3 216.4502165
1 363.6363636
2 311.6883117
3 294.3722944
1
2
3

204.9062049

Akuades

323.2323232

277.0562771
285.7142857
277.0562771

Temephos

279.9422799

Larva dengan kadar enzim AChE paling
tinggi adalah larva di kelompok kontrol negatif,
sedangkan pada urutan kedua yaitu pada larva
yang terpapar temephos (kontrol positif). Pada
urutan terakhir yaitu pada larva yang terpapar
ekstrak C. hystrix LCgo.

Uji ~ homogenitas  dilakukan  untuk
mengetahui apakah data memiliki keragaman
nilai varians yang homogen atau tidak. Uji
homogenitas menggunakan uji Levene Test.
Pada taraf signifikan sebesar 5%, jika diperoleh
nilai p > 0,05 maka data telah memiliki
keragaman nilai varians yang homogen.

Tabel 5. Hasil uji homogenitas kadar enzim

AChE
p Keterangan
Jeruk LCq
Akuades 0,075 Homogen
Temephos

Oleh karena kedua uji asumsi (uji distribusi
normal dan uji homogenitas) tidak terpenuhi
semuanya maka pengujian selanjutnya untuk
menguji adanya perbedaan yang signifikan
kadar enzim AChE akan diuji menggunakan uji
Kruskall Wallis, kemudian dilanjutkan dengan
uji post hoc Mann Whitney untuk mengetahui
larva Ae. aegypti dari kelompok mana yang
memiliki kadar enzim AChE paling berbeda
signifikan.

Hasil uji Kruskall Wallis menunjukkan
bahwa ekstrak C. hystrix LCgo, akuades dan
temephos memiliki kadar enzim AChE yang
berbeda-beda (p < 0,05).
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Tabel 6. Hasil uji Kruskall Wallis kadar enzim
AChE (units/L)

Media (Mean Ketera
n + SD) P ngan
R s
Akuades 311,69 13%36%35 0,027 532:?.‘&2
Temephos 277,06 %_jjg;’

Uji post hoc dengan uji Mann Whitney
didapatkan kadar enzim AChE ekstrak C.
hystrix LCgo, akuades dan temephos ketiganya
memiliki perbedaan yang signifikan (p < 0,05).

Tabel 7. Hasil uji Post hoc (Mann Whitney) kadar
enzim AChE (units/L)

Jeruk Temepho
L Coo Akuades
Jeruk LCoo
Akuades 0,050*

Temephos 0,046* 0,046*

Keterangan:
* = Berbeda nyata pada taraf signifikan 5% (p <
0,05)

4. Pembahasan

Dari hasil penelitian ini, ditemukan bahwa daun
C. hystrix yang berasal dari Bali mempunyai
potensi sebagai larvasida alami untuk larva Ae.
aegypti. Dibuktikan dengan mortalitas pada
larva setelah paparan selama 24 jam. Mortalitas
larva meningkat seiring dengan meningkatnya
konsentrasi yang digunakan. Berdasarkan
penelitian sebelumnya, daun C. hystrix yang
berasal dari Sidoarjo juga menunjukkan
mortalitas pada larva Ae. aegypti.?’ Hasil yang
mirip juga dilaporkan oleh Syarif bahwa C.
hystrix dari Makassar juga toksik terhadap larva
Ae. aegypti.?! Hanif et al. juga melaporkan
ekstrak daun C. hystrix juga bersifat toksik
terhadap larva nyamuk Culex
quinquefasciatus.®

Selain C. hystrix, genus Citrus yang lain juga
memiliki efek larvasida terhadap larva Ae.

aegypti. Penelitian Adrianto dkk (2018), Sarma
et al. (2019) dan Nihayah, Syakbanah, dan
Aniriani  (2022) menunjukan bahwa daun
Citrus aurantifolia menunjukan aktivitas
ovisida, larvasida, dan adultcidal.3*%
Penelitian oleh Grace, Subramanian, dan
Samuel (2020) menunjukan bahwa senyawa
metabolit yang terkandung dalam ekstrak
metanol daun Citrus limon dapat mematikan
larva.®

Selain bersifat larvasida terhadap Ae.
aegypti, daun C. hystrix juga mampu menjadi
larvasida terhadap Aedes albopictus, Culex
quinquefasciatus.®>*"3® Daun C. hystrix juga
dapat digunakan untuk mengontrol spesies
lalat, seperti Musca domestica, Lucilia cuprina,
Chrysomya rufifacies, Chrysomya
megacephala.®

Mekanisme kerja racun larvasida berbasis
bahan alam mulai banyak dieksplorasi,
khususnya racun saraf. Penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa ekstrak Salvia officinalis
berpengaruh pada larva Ae. aegypti dengan
menghambat aktivitas enzim AChE.*® Ekstrak
daun  Baccharis  dracunculifolia  juga
merupakan penghambat aktivitas enzim AChE
yang kuat pada Culex quinquefasciatus.** Pada
sebuah penelitian didapatkan bahwa inhibisi
AChE pada Ae. aegypti lebih tinggi
dibandingkan pada Anopheles gambiae setelah
kedua vektor terpapar ekstrak metanol
Zanthoxylum chalybeum.*2

Pada kontrol positif terlihat kadar AChE
larva lebih rendah dari akuades. Hal ini sesuai
dengan teori yang diakui universal bahwa
temephos memiliki mekanisme kerja larvasida
sebagai racun saraf dengan cara menghambat
enzim AChE larva nyamuk Ae. aegypti untuk
menghidrolisis ACh. Akibatnya ACh menjadi
menumpuk dan menyebabkan larva paralisis,
kejang, dan akhirnya mati.*® Pada penelitian ini
kadar AChE larva mati akibat ekstrak lebih
rendah dibandingkan kontrol positif. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak C. hystrix LCgo
dari Bali tampaknya memiliki kemampuan
yang lebih efektif sebagai racun saraf dari
temephos.
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Suryani, Munawar, dan Hajaroh (2021)
berhasil mengidentifikasi setidaknya lima
komponen senyawa metabolit sekunder di
dalam daun C. hystrix, seperti flavonoid,
alkaloid, steroid, tannin, dan saponin. Buakaew
et al. (2021) menemukan keberadaan
triterpenoid di dalam daun C. hystrix dengan
nuclear magnetic resonance (NMR) dan
Fourier-transform infrared spectrophotometer
(FT-IR) mass spectroscopy.** Turunnya kadar
AChE pada kelompok perlakuan ekstrak
nampaknya diprediksi ada penghambatan pada
gen ace-1 sehingga sintesis AChE terganggu
dan akibatnya Ach tidak terhidrolisis dan
menumpuk. Gene ace-1 merupakan target dari
insektisida atau larvasida organofosfat dan
karbamat serta berperan dalam kejadian
resistensi. Gene ace-1 mengkode sintesis enzim
asetilkolinesterase.*>4¢

Penelitian ini memiliki keterbatasan yang
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut ke
depannya, yaitu penelitian ini masih terbatas
pada pengujian enzim, belum dilakukan sampai
level molekuler, bioinformatika / simulasi
molecular docking, maupun proteomik. Selain
itu perlu dilakukan identifikasi senyawa
metabolit sekunder yang ada di dalam ekstrak
metanol daun C. hystrix dari provinsi Bali.

5. Kesimpulan

Kadar enzim AChE larva nyamuk Ae. aegypti
setelah terpapar ekstrak metanol C. hystrix
sebesar 204,9 units/L. Kadar enzim AChE larva
nyamuk pada tiga kelompok perlakuan
memiliki perbedaan yang signifikan (p < 0,05).

Saran dari penelitian ini adalah perlu
pengujian lebih lanjut identifikasi senyawa
metabolit sekunder yang ada di dalam ekstrak
metanol daun C. hystrix dari provinsi Bali, serta
parameter data di  level  molekuler,
bioinformatika / simulasi molecular docking,
maupun proteomik.
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