ASPIRATOR, 10(2), 2018, pp 119-126
Hak cipta ©2018 - Loka Litbangkes Pangandaran

PENELITIAN | RESEARCH

Efek Ekstrak Kulit Jeruk Purut (Citrus hystrix DC)
terhadap Morfologi dan Histologi Larva Aedes aegypti

Effect of Citrus hystrix DC Peels Extract against Morphology and Histology of Aedes
aegypti Larvae
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Abstract. Essential oils can be used as an alternative to naturally control Ae. aegypti. Essential oil can affect
morphology and histology of Aedes aegypti larvae. The aims of this study were to determine the effect of
larvacide essential oil of kaffir lime against mortality and to know morphological and histological changes of
Ae. aegypti larvae. The study was conducted in June 2016 at the Parasitology and Entomology Laboratory of
University Jenderal Soedirman. This study was an experimental study with three concentrations and three
replications. The death of the larvae is calculated after 24 hours of exposure. Data were analyzed
descriptively. The results showed that 103 ppm concentration was effective in killing larvae by 96%.
Exposure of kaffir lime peel oils results in the color of the abdomen becoming black. Histological observation
preparation larvae showed midgut epithelial cell damage.
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Abstrak. Minyak esensial dapat digunakan sebagai alternatif pengendalian Aedes aegypti. Minyak esensial
dapat memengaruhi morfologi dan histologi larva. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh
minyak esensial kulit jeruk purut terhadap kematian, perubahan morfologi dan histologi larva Ae. aegypti.
Penelitian dilakukan pada bulan Juni 2016 di Laboratorium Parasitologi dan Entomologi Universitas
Jenderal Soedirman. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan tiga konsentrasi dan tiga
kali ulangan. Kematian larva dihitung setelah 24 jam. Data dianalisa secara deskriptif. Hasil penelitian
menunjukkan konsentrasi 103 ppm efektif mematikan larva sebesar 96%. Paparan minyak esensial kulit
jeruk purut mengakibatkan warna abdomen menjadi hitam. Pengamatan sediaan histologi larva
menunjukkan adanya kerusakan sel epitel midgut.
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PENDAHULUAN

Kejadian demam berdarah secara global
telah meningkat dalam beberapa dekade
terakhir. Saat ini sekitar setengah dari populasi
dunia berisiko, terutama di wilayah tropis dan
sub tropis.! Virus Dengue sangat endemik di
negara tropis. Di Asia, penyakit ini sering
menyerang di Cina Selatan, Pakistan, India, dan
semua negara di Asia Tenggara. Data dari seluruh
dunia menunjukkan Asia menempati urutan
pertama dalam jumlah penderita Demam
Berdarah Dengue (DBD) setiap tahunnya. World
Health Organisation (WHO) mencatat Indonesia
sebagai negara dengan kasus Demam Berdarah
Dengue tertinggi di Asia Tenggara.’

Kasus DBD di Indonesia fluktuatif setiap
tahunnya. Data dari Direktorat Pencegahan dan
Pengendalian Penyakit Tular Vektor dan
Zoonotik, Kemenkes RI, pada 2014 jumlah
penderita mencapai 100, 347, 907 orang di
antaranya meninggal. Pada 2015, sebanyak
129.650 penderita dan 1.071 kematian.
Sedangkan di 2016 sebanyak 202.314 penderita
dan 1.593 kematian.3 Hingga saat ini belum
ditemukan vaksin ataupun obat yang efektif bagi
penderita DBD. Untuk menanggulangi DBD
dengan mengendalikan vektor nyamuk dengan
cara mengurangi populasi nyamuk di tempat
perkembangbiakan. Usaha ini diharapkan akan
memutus perkembangan siklus hidup nyamuk
sehingga larva nyamuk tidak dapat berkembang
menjadi dewasa. 4°

Pengendalian vektor merupakan komponen
penting dari strategi untuk melawan penyakit
yang ditularkan melalui vektor.6 Pengendalian
vektor demam berdarah melibatkan penggunaan
insektisida kimia sintetis. Aplikasi insektisida
kimia sintetis, memberikan pengendalian vektor
yang cepat dan efektif. Namun, penggunaan
insektisida sintetis telah dibatasi karena
menimbulkan masalah seperti, efek buruk pada
kesehatan manusia, mahal, munculnya resistensi
pada nyamuk? Oleh karena itu, untuk
mengurangi efek tersebut, maka diupayakan
penggunaan insektisida alami berasal dari
tumbuhan sebagai pengendali vektor yang ramah
lingkungan.

Saat ini telah banyak dilaporkan penelitian
tentang tumbuhan yang berpotensi sebagai
insektisida alami.> ¢ 7 Salah satu tumbuhan yang
berpotensi sebagai insektisida alami adalah jeruk
purut. Bagian tumbuhan yang dimanfaatkan
sebagai insektisida adalah kulit buah jeruk purut.
Kulit buah jeruk purut dapat dimanfaatkan
sebagai larvasida karena adanya senyawa aktif
yang terkandung dalam minyak esensial kulit.8

Minyak esensial diketahui memiliki aktivitas
larvasida terhadap larva Ae. aegypti. % 10. 11 Sifat
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lipofilik minyak esensial memudahkan minyak
esensial untuk mengganggu fungsi metabolisme,
biokimia, fisiologis, morfologi dan perilaku
serangga.® Minyak esensial juga berpengaruh
terhadap histologis larva Ae. aegypti yang
menyebabkan kerusakan sel epitel midgut.1z 13
Ekstrak kulit jeruk purut juga dilaporkan
memiliki aktivitas larvasida terhadap larva instar
Ae. aegypti'* Namun, belum ada informasi
mengenai efek histopatologis dari minyak
esensial kulit jeruk purut pada larva Ae. aegypti.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
efek minyak esensial kulit jeruk purut terhadap
kematian, perubahan morfologi dan histologi
larva nyamuk Ae. aegypti.

BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah kulit buah jeruk purut, berasal dari
tumbuhan pekarangan di Kuncen Banguntapan
Bantul Yogyakarta. Selanjutnya, kulit buah jeruk
purut, dipotong, dimasukkan ke dalam ketel
sampel, dan dipanaskan menggunakan alat
destilasi. Minyak esensial yang diperoleh,
dilarutkan dengan tween 80, selanjutnya dibuat
sesuai konsentrasi yang dibutuhkan (101, 102,
103 ppm) yang diperoleh melalui pencampuran
ekstrak dengan sejumlah akuades. Penentuan
konsentrasi mematikan, dilakukan di
Laboratorium Parasitologi dan Entomologi
Universitas Jenderal Soedirman Purwokerto
pada bulan Juni 2016. Penentuan konsentrasi
letal berdasarkan pada penelitian Mya'4, dengan
LC 50 sebesar 0,0142% (142 ppm). Berdasar hal
tersebut maka  dikembangkan penelitian
menggunakan konsentrasi dibawah dan diatas
nilai LC 50.

Larva yang digunakan adalah larva instar IV
Ae. aegypti. Pemilihan larva instar IV karena
ukurannya relatif besar dan organ tubuhnya
telah lengkap, memiliki ketahanan terhadap
faktor mekanis saat terjadi pemindahan tempat
larva dari habitat asli ke tempat uji.t> Selain itu,
larva instar IV Ae. aegypti merupakan sampel
penelitian yang menjadi standar WHO.
Selanjutnya dilakukan pengujian sesuai dengan
prosedur standar WHO.16 Uji dilakukan pada
kondisi lingkungan terkendali (suhu 25+20C;
kelembaban 80%) dengan merendam 25 larva ke
dalam gelas plastik yang berisi 100 ml air suling
dan konsentrasi ekstrak. Kontrol berisi akuades
dan tween 80 dengan masing-masing konsentrasi
dilakukan pengulangan sebanyak 3 Kkali.
Kematian larva ditentukan setelah 24 jam
paparan. Larva dianggap mati saat tidak bergerak
ketika disentuh. Persentase kematian larva
dilaporkan dari rata-rata tiga ulangan.
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Selanjutnya, larva yang terpapar minyak
esensial dan larva kontrol dibuat sediaan
histologi. Larva difiksasi, dehidrasi, dan dipasang
di blok lilin parafin. Blok jaringan larva dipotong
dengan ketebalan 4 pm menggunakan mikrotom,
dan dilekatkan di atas gelas objek, diwarnai
dengan hematoxylin dan eosin, dan diamati di
bawah mikroskop.!’

HASIL

Kematian Larva Ae. aegypti
Hasil pengamatan terhadap kematian larva
instar IV Ae. aegypti dapat dilihat dalam Tabel 1.

Tabel 1. Persentase Kematian Larva Ae. aegypti
setelah Pemberian Minyak Esensial

Kulit Jeruk Purut
Konsentrasi Rerata Kematian Larva
(ppm) Kematian (%)
Larva
0 0 0

101 0 0

102 3 12

103 24 96
Minyak  esensial  kulit jeruk  purut

menunjukkan pengaruh yang berbeda terhadap
kematian larva instar IV Ae. aegypti. Pada
konsentrasi minyak esensial 103 ppm
menunjukkan kematian tertinggi sebesar 96%,
konsentrasi 102 ppm dengan kematian sebesar
12% dan konsentrasi 10! ppm tidak ditemukan
kematian larva.

Morfologi dan Histologi Larva Ae. aegypti
Evaluasi morfologi larva Ae. aegypti dan

histologis midgut Ae. aegypti menunjukkan

perbedaan antara larva kontrol dan larva yang

diberi minyak esensial kulit jeruk purut.
Pengamatan morfologi larva instar IV Ae. aegypti
kontrol, memperlihatkan warna kuning yang
jelas pada bagian kepala, toraks dan abdomen
(Gambar 1).

Morfologi larva instar IV Ae. aegypti yang
terpapar minyak esensial kulit jeruk purut
konsentrasi 10! ppm dan 102 ppm (Gambar 2a
dan 2b) memperlihatkan tidak adanya
perubahan warna bagian kepala, toraks dan
abdomen. Pada ketiga bagian tersebut berwarna
kuning. Minyak esensial kulit jeruk purut
memengaruhi morfologi larva pada konsentrasi
103 ppm. Perubahan morfologi pada konsentrasi
ini, terlihat warna hitam pada segmen abdomen
ke-6 (Gambar 2c.).

Gambar 1. Morfologi larva instar IV Ae. aegypti
kontrol (Pengamatan dengan mikroskop stereo
pada perbesaran 30x).

Gambar 2. Morfologi larva Ae. aegypti dilihat dengan perbesaran 30x yang dipapar dengan minyak
esensial kulit jeruk purut selama 24 jam pada (a) konsentrasi 10! ppm, (b) konsentrasi 102 ppm, dan (c)
konsentrasi 103 ppm.
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Gambar 3. Mikrograf irisan melintang midgut larva instar IV Ae. aegypti diamati dengan mikroskop
cahaya perbesaran 400x pada: (a) larva kontrol; (b) larva terpapar minyak esensial kulit jeruk purut
konsentrasi 10! ppm, (c) 102 ppm, dan (d) 103 ppm. Keterangan: pm = peritropik matrix, mv = mikrovili, mb
= membran basal, n = nukleus, v = vakuolasi.

Hasil evaluasi sediaan histologis larva instar
IV Ae. aegypti kontrol menunjukkan bahwa
midgut larva tersusun dari sel-sel epitel,
berbentuk silindris berlapis tunggal, melekat
pada membran basal, berinti bulat terletak di
tengah. Permukaan apikal sel epitel terdapat
mikrovili. Sitoplasma berwarna merah muda, inti
terpulas ungu dengan pewarnaan Hematoxilin-
Eosin dan terdapat peritropik matrix (Gambar
3a).

Sediaan histologi Gambar 3b dan 3c
memperlihatkan sel epitel silindris berlapis
tunggal, dengan mikrovili, sitoplasma berwarna
merah akibat pewarnaan Hematoxilin-Eosin,
terdapat peritropik matrik. Minyak esensial kulit
jeruk memengaruhi histologi larva Ae. aegypti.
Pengaruh tersebut seperti tampak pada Gambar
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3d yang memperlihatkan vakuolasi, sel epitel
lepas dari membran basal.

PEMBAHASAN

Minyak esensial tidak larut dalam air. Oleh
karena itu, untuk melarutkan minyak esensial,
dibutuhkan pengemulsi/emulsifier. Pada pene-
litian ini tween 80 digunakan sebagai pengemulsi.
Tween 80 juga ditambahkan pada kontrol.
Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh bahwa
tidak terdapat kematian terhadap larva kontrol,
tidak merubah warna abdomen dan histologi sel
epitel midgut yang diberi pelarut tween 80. Hal
ini sesuai dengan penelitian Santos!8, Fujiwaral?,
Araujo?%, dan Rocha® yang menemukan bahwa
penambahan tween 80 pada kontrol tidak
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menimbulkan kematian larva Ae. aegypti dan
tidak memengaruhi perubahan warna abdomen
maupun histologi sel epitel midgut.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah
kematian larva meningkat seiring dengan
peningkatan konsentrasi minyak esensial kulit
jeruk purut. Hal ini sama dengan yang
diungkapkan oleh Themanma?!, bahwa semakin
tinggi konsentrasi, maka ekstrak akan memiliki
kadar toksik yang tinggi sehingga makin banyak
jumlah larva yang mati. Larva yang mati
memperlihatkan warna abdomen menjadi lebih
hitam. Perubahan morfologi warna abdomen
disebabkan oleh adanya senyawa toksik dalam
saluran pencernaan.?? Perubahan warna terjadi
terutama pada midgut karena midgut berperan
dalam penyerapan nutrisi dari makanan yang
dicerna.’®> Melihat kondisi perut larva yang
tampak berwarna hitam setelah terpapar minyak
esensial kulit jeruk purut, maka untuk
mengevaluasi kemungkinan penyebab kematian
larva Ae. aegypti maka dilakukan evaluasi
terhadap histologi larva.

Histologi larva nyamuk yang dipapar dengan
minyak esensial kulit jeruk purut, memiliki
kesamaan kerusakan struktur dengan larva
midgut Culex pipiens yang dipapar dengan
minyak esensial Nigella sativa. Histologi larva
nyamuk menunjukkan persamaan perubahan
morfologi pada midgut seperti vakuolasi dan
pemisahan beberapa sel epitel dari membran
basal, rusaknya peritropik matrix.23 Struktur
peritropik matrix melapisi lumen midgut,
melindungi sel midgut dari substansi racun dan
patogen yang masuk melalui makanan.
Kerusakan sel epitel midgut disebabkan oleh
minyak esensial. Minyak esensial mampu
merusak membran peritropik dan melewatinya
kemudian masuk ke sel epitel midgut.2*
Kandungan terbesar minyak esensial kulit jeruk
purut yaitu limonene.?> Limonene merupakan
kelompok monoterpen yang memiliki aktivitas
insektisida yang kuat dan aktivitas peng-
hambatan AchE.2¢6 Penghambatan AChE adalah
salah satu mekanisme yang menyebabkan
kematian dan kelumpuhan pada serangga
dengan memblokir transduksi sinyal saraf.2”

Sebagai racun perut, limonene/limonoida
dapat masuk ke dalam tubuh larva Aedes sp.
Limonoida masuk ke pencernaan melalui
rendaman konsentrasi ekstrak yang termakan.
Insektisida akan masuk ke organ pencernaan
serangga dan diserap oleh dinding midgut
kemudian beredar bersama darah yang akan
mengganggu metabolisme tubuh larva. Akibatnya
larva akan kekurangan energi untuk aktivitas
hidupnya hingga dapat mengakibatkan larva
kejang dan akhirnya mati.? Hal ini didukung oleh
penelitian Rocha® yang menyatakan bahwa

limonene pada minyak esensial Foeniculum
vulgare yang termakan oleh larva masuk ke
pencernaan dan diserap oleh dinding midgut
menyebabkan perubahan warna abdomen
sehingga menimbulkan kerusakan midgut dan
ekstruksi konten hemolymphatic yang akan
mengganggu metabolisme tubuh nyamuk sehing-
ga kekurangan energi yang mengakibatkan
kejang dan akhirnya mati.

Data mofologi dan histologi mengarahkan
kepada kesimpulan bahwa minyak esensial kulit
jeruk purut bekerja sebagai racun perut. Minyak
esensial kulit jeruk purut masuk melalui mulut
menuju saluran pencernaan. Minyak menyebar
ke dalam air, tertelan oleh larva masuk ke dalam
midgut dan dicerna oleh larva Ae. aegypti. Setelah
masuk ke dalam saluran pencernaan, minyak
berdifusi melewati peritropik matrix kemudian
akan terikat pada reseptor yang terdapat pada
mikrovili sel epitel saluran pencernaan tengah
(midgut) sehingga mengakibatkan struktur tiga
dimensi protein terganggu dan terbuka. Hal ini
yang menyebabkan protein terdenaturasi dan
aktivitas biologis larva terganggu, selanjutnya
dinding saluran pencernaan menjadi rusak.
Terjadinya gangguan pada bagian midgut
tersebut berdampak pada terganggunya proses
metabolisme sehingga larva pada akhirnya
mengalami kematian.28

KESIMPULAN

Minyak esensial kulit jeruk purut efektif
mematikan larva Ae. aegypti. Paparan minyak
esensial kulit jeruk purut mengakibatkan
perubahan morfologi warna abdomen menjadi
hitam. Pengamatan sediaan histologi larva
menunjukkan adanya kerusakan sel epitel
midgut.
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