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ABSTRAK

BIOAKTIVITAS EKSTRAK METANOL DAN ETIL ASETAT Gracilaria sp.
TERHADAP STRUKTUR MORFOLOGI DAN HISTOPATOLOGI LARVA
Anopheles sp. ANALISIS MENGGUNAKAN SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE (SEM)

Oleh

NABILA MUHARRANI FAHDA

Malaria merupakan penyakit yang disebabkan oleh parasit Plasmodium dan
ditularkan melalui gigitan nyamuk Anopheles sp. Penggunaan insektisida sintetis
secara terus-menerus berdampak negatif terhadap lingkungan dan menimbulkan
resistensi vektor, sehingga diperlukan alternatif larvasida nabati yang lebih aman.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan tingkat mortalitas,
menentukan nilai LCso, serta mendeskripsikan perubahan morfologi dan
histopatologi larva Anopheles sp. instar 111 setelah paparan ekstrak metanol dan etil
asetat Gracilaria sp. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor, yaitu jenis
ekstrak dan konsentrasi (0,5%; 0,75%; 1%; 1,2%; serta kontrol akuades) dengan
masing-masing lima ulangan. Data mortalitas dianalisis menggunakan metode
Probit untuk menentukan LCso serta diuji menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA) dan uji lanjut Tukey Honestly Significant Difference (HSD) pada taraf
5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak
berbanding lurus dengan peningkatan mortalitas larva. Mortalitas tertinggi
diperoleh pada konsentrasi 1,2%, yaitu sebesar 94,4% pada ekstrak metanol dan
85,6% pada ekstrak etil asetat Gracilaria sp. Nilai LCso ekstrak metanol sebesar
0,870%, sedangkan ekstrak etil asetat sebesar 0,973%, yang menunjukkan bahwa
ekstrak metanol memiliki aktivitas larvasida dan tingkat toksisitas yang lebih tinggi
dibandingkan ekstrak etil asetat. Pengamatan menggunakan Scanning Electron
Microscope (SEM) menunjukkan adanya kerusakan kutikula dan deformasi
struktur tubuh larva pada bagian kepala, toraks, abdomen, dan papila anal.
Sementara itu, pengamatan histopatologi menunjukkan disorganisasi epitel,
degenerasi sel, serta perubahan lumen pada usus tengah larva.

Kata kunci : Gracilaria sp., Anopheles sp., larvasida nabati, SEM, histopatologi



ABSTRACT

Bioactivity of Methanol and Ethyl Acetate Extracts of Gracilaria sp. on The
Morphological And Histopathological Structures of Anopheles sp. Larvae:
An Analysis Using Scanning Electron Microscope (SEM)

By

NABILA MUHARRANI FAHDA

Malaria is a disease caused by Plasmodium parasites and transmitted through the
bites of Anopheles mosquitoes. The continuous use of synthetic insecticides has
negative impacts on the environment and contributes to the development of vector
resistance, highlighting the need for safer plant-based larvicidal alternatives. This
study aimed to evaluate differences in larval mortality, determine the LCso values,
and describe the morphological and histopathological changes in third-instar
Anopheles sp. larvae following exposure to methanol and ethyl acetate extracts of
Gracilaria sp. This experimental study employed a Completely Randomized
Design (CRD) with two factors, namely extract type and concentration (0.5%,
0.75%, 1.0%, 1.2%, and a distilled water control), with five replicates per treatment.
Mortality data were analyzed using Probit analysis to determine LCso values and
were further subjected to Analysis of Variance (ANOVA), followed by Tukey’s
Honestly Significant Difference (HSD) test at a 5% significance level. The results
showed that increasing extract concentrations were directly associated with
increased larval mortality. The highest mortality was observed at the 1.2%
concentration, reaching 94.4% for the methanol extract and 85.6% for the ethyl
acetate extract of Gracilaria sp. The LCso value of the methanol extract was
0.870%, whereas that of the ethyl acetate extract was 0.973%, indicating that the
methanol extract exhibited greater larvicidal activity and toxicity than the ethyl
acetate extract. Observations using a Scanning Electron Microscope (SEM)
revealed cuticular damage and structural deformities in the larval head, thorax,
abdomen, and anal papillae. Furthermore, histopathological examination
demonstrated epithelial disorganization, cellular degeneration, and alterations in the
lumen of the larval midgut.

Keywords : Gracilaria sp., Anopheles sp., botanical larvicide, SEM,
histopathology
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Malaria merupakan penyakit parasitik yang disebabkan oleh protozoa genus
Plasmodium dan ditularkan melalui gigitan nyamuk Anopheles betina.
Penyakit malaria dapat disebabkan oleh lima spesies Plasmodium, yaitu P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, dan P. knowlesi (Cowman et al.,
2016). Protozoa ini bersifat intraseluler dan menyerang sel darah merah
sehingga menimbulkan anemia akibat penghancuran eritrosit secara masif.
Tingkat keparahan infeksi malaria dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara
lain jenis Plasmodium, daerah asal infeksi, usia, kondisi genetik, status
kesehatan, status gizi, serta riwayat pengobatan dan pencegahan sebelumnya

(Avichena dan Anggriyani, 2023).

Secara global, malaria masih menjadi masalah kesehatan utama, khususnya di
negara tropis. Menurut WHO (2024), meskipun prevalensinya menurun
dalam beberapa dekade terakhir, malaria tetap menjadi penyebab penting
morbiditas dan mortalitas dengan lebih dari 200.000 kematian per tahun.
Indonesia termasuk negara endemis dengan iklim tropis yang mendukung
siklus hidup nyamuk. Data Kementerian Kesehatan Rl (2025) menunjukkan
peningkatan kasus malaria dari 418.546 kasus pada 2023 menjadi 543.965
kasus pada 2024. Penyakit ini tidak hanya berdampak pada kesehatan, tetapi
juga menurunkan produktivitas dan menimbulkan kerugian ekonomi (Sutarto
dan B, 2017).



Upaya pengendalian malaria selama ini berfokus pada pemutusan rantai
penularan melalui pengendalian vektor. Namun, munculnya resistensi parasit
terhadap obat antimalaria seperti klorokuin dan artemisinin serta resistensi
vektor terhadap insektisida sintetis menjadi ancaman serius (WHO, 2024;
Glunt et al., 2015; Silva et al., 2014). Resistensi insektisida telah dilaporkan
di berbagai daerah, seperti pada Aedes sp. terhadap organofosfat di
Banyuwangi (Yudhana dkk., 2017), resistensi Aedes aegypti terhadap
malathion di Pekalongan (Widiastuti dan Ikawati, 2016), serta resistensi
Anopheles sp. terhadap piretroid di Kabupaten Muara Enim (Haryanto dkk.,
2018). Oleh karena itu, diperlukan alternatif pengendalian vektor yang lebih
aman, ramah lingkungan, dan tetap efektif. Salah satu pendekatan yang kini
banyak dikembangkan adalah pemanfaatan senyawa bioaktif dari tumbuhan

sebagai larvasida nabati (Achmadi, 2013).

Fase larva merupakan tahap akuatik dalam siklus hidup nyamuk yang
berlangsung dari telur hingga pupa sebelum berubah menjadi nyamuk dewasa
(Wibowo, 2017). Larva instar 111 dianggap paling representatif untuk
penelitian karena ukurannya tidak terlalu kecil sehingga mudah diamati, serta
sangat aktif bergerak dan mencari makan di media air (Husna dkk., 2020).
WHO (2005) juga merekomendasikan penggunaan larva instar 111 akhir atau
instar IV awal dalam uji bioassay untuk memperoleh kurva dosis-respon yang
valid. Intervensi pada tahap ini dapat memutus siklus hidup nyamuk sebelum

mencapai fase dewasa yang berperan dalam penularan malaria.

Rumput laut Gracilaria sp. mengandung berbagai senyawa bioaktif yang
berfungsi sebagai larvasida alami Penelitian menunjukkan adanya kandungan
flavonoid, terpenoid, saponin, dan tanin (Bhernama, 2020; Hidayati et al.,
2023; Yuanddaru dkk., 2025). Senyawa tersebut memiliki aktivitas biologis
yang dapat mengganggu perkembangan larva dan menyebabkan kematian
(Subhalakshmi et al., 2024). Flavonoid merusak sistem pernapasan larva
(Yuliany dan Fitriani, 2020), saponin merusak membran sel dan

meningkatkan permeabilitas hingga menimbulkan lisis pada sel mukosa usus
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(Wahyuni dkk., 2022); De Geyter et al., 2007, sedangkan alkaloid dan tanin
bekerja sebagai racun perut yang mengganggu sistem pencernaan nyamuk
(Susanti dkk., 2021; De Geyter et al., 2007).

Proses ekstraksi senyawa bioaktif dari Gracilaria sp. dapat dilakukan dengan
pelarut polar seperti metanol dan semi polar seperti etil asetat. Metanol
mampu melarutkan senyawa polar maupun semi-polar sehingga banyak
digunakan dalam ekstraksi senyawa bioaktif, sedangkan Etil asetat
merupakan pelarut semi-polar yang efektif melarutkan senyawa fitokimia
dengan kepolaran menengah, seperti flavonoid (aglikon), alkaloid tertentu,
terpenoid, steroid, dan senyawa fenolik (Salamah dan Farahana, 2015;
Sasidharan et al., 2010; Do et al., 2014).

Meskipun aktivitas larvasida ekstrak Gracilaria telah banyak diteliti, kajian
mengenai pengaruhnya terhadap morfologi dan histopatologi larva masih
terbatas. Teknik Scanning Electron Microscope (SEM) memungkinkan
observasi perubahan morfologi secara detail hingga tingkat mikrometer
(Mohammed and Abdullah, 2018). Penelitian Dey et al. (2023) menggunakan
SEM untuk mempelajari perubahan pada kepala dan usus tengah larva
Anopheles dan Aedes yang terpapar ekstrak tumbuhan. Oleh karena itu,
penelitian mengenai “Bioaktivitas Ekstrak Metanol dan Etil Asetat
Gracilaria sp. terhadap Struktur Morfologi dan Histopatologi Larva
Anopheles sp.: Analisis Menggunakan Scanning Electron Microscope
(SEM)”, perlu dilakukan.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:
1. Mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam
ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. sebagai senyawa bioaktif

yang berpotensi larvasida.
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Menganalisis perbandingan tingkat mortalitas larva Anopheles sp. pada
berbagai konsentrasi ekstrak metanol Gracilaria sp. dan etil asetat
Gracilaria sp.

Menentukan nilai LCso (Lethal Concentration) ekstrak metanol dan etil
asetat Gracilaria sp. terhadap larva Anopheles sp. sebagai indikator
efektivitas larvasida.

Mendeskripsikan perubahan morfologi eksternal larva Anopheles sp.
setelah perlakuan menggunakan ekstrak metanol Gracilaria sp. dan
ekstrak etil asetat Gracilaria sp. melalui pengamatan Scanning Electron
Microscope (SEM).

Mendeskripsikan perubahan histopatologi jaringan larva Anopheles sp.
setelah perlakuan menggunakan ekstrak metanol Gracilaria sp. dan
ekstrak etil asetat Gracilaria sp. melalui pengamatan mikroskop cahaya

dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE).

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Memberikan informasi ilmiah mengenai senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp.
yang berpotensi sebagai senyawa bioaktif larvasida.

Memberikan informasi mengenai efektivitas ekstrak metanol dan etil
asetat Gracilaria sp. terhadap mortalitas larva Anopheles sp. pada
berbagai konsentrasi.

Memberikan data ilmiah mengenai nilai LCso (Lethal Concentration)
ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. terhadap larva Anopheles sp.
sebagai indikator efektivitas larvasida.

Menambah pengetahuan mengenai perubahan morfologi eksternal larva
Anopheles sp. setelah perlakuan dengan ekstrak, yang diamati
menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM).

Menambah informasi mengenai perubahan histopatologi jaringan larva
Anopheles sp. setelah perlakuan dengan ekstrak, yang diamati melalui

pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE).



1.4 Kerangka Pemikiran

Malaria masih menjadi penyakit menular yang menimbulkan masalah
kesehatan serius di berbagai negara tropis, termasuk Indonesia. Penyakit ini
ditularkan melalui gigitan nyamuk Anopheles sp. yang membawa parasit
Plasmodium. Penggunaan insektisida sintetis selama ini menjadi metode
utama pengendalian vektor, namun pemakaian berulang menimbulkan
resistensi nyamuk dan pencemaran lingkungan. Oleh karena itu, diperlukan
alternatif larvasida yang lebih ramah lingkungan dan berkelanjutan, salah
satunya dari sumber alami seperti rumput laut Gracilaria sp. yang kaya

metabolit sekunder beraktivitas bioaktif terhadap serangga.

Gracilaria sp. merupakan makroalga merah (Rhodophyta) yang banyak
dijumpai di perairan tropis dan telah dimanfaatkan dalam industri pangan,
pakan, dan agar. Berbagai penelitian melaporkan bahwa Gracilaria sp.
mengandung flavonoid, alkaloid, terpenoid, saponin, tanin, dan steroid yang
berpotensi sebagai larvasida alami. Senyawa tersebut dapat mengganggu
sistem fisiologis larva nyamuk, seperti flavonoid yang merusak sistem
pernapasan, saponin yang menghancurkan membran sel usus, serta alkaloid

yang bertindak sebagai racun pencernaan.

Ekstraksi senyawa bioaktif dari Gracilaria sp. dapat dilakukan dengan
berbagai jenis pelarut, di antaranya metanol dan etil asetat. Metanol
merupakan pelarut polar yang mampu melarutkan senyawa polar maupun
semi-polar, sehingga sering digunakan dalam penelitian fitokimia untuk
memperoleh senyawa fenolik, flavonoid, alkaloid, dan tanin. Etil asetat
merupakan pelarut semi-polar yang efektif melarutkan senyawa fitokimia
dengan kepolaran menengah, seperti flavonoid (aglikon), alkaloid tertentu,
terpenoid, steroid, dan senyawa fenolik. Kombinasi keduanya diharapkan
menghasilkan profil senyawa yang lebih lengkap untuk menilai potensi

larvasida terhadap Anopheles sp.



Metodologi penelitian ini menggunakan pendekatan eksperimental
laboratorium dengan rancangan acak lengkap (RAL). Gracilaria sp. diolah
menjadi simplisia kering, kemudian diekstraksi dengan pelarut metanol dan
etil asetat melalui maserasi. Kedua ekstrak diuji fitokimia (alkaloid,
flavonoid, saponin, terpenoid, tanin, fenol) serta diuji aktivitasnya terhadap
larva Anopheles sp. instar 11 dengan metode standar WHO pada konsentrasi
0%, 0,5%, 0,75%, 1%, dan 1,2% dengan lima ulangan. Mortalitas larva
diamati setelah 24 jam, lalu dianalisis untuk menentukan nilai LCso melalui
analisis probit, sedangkan perbedaan mortalitas antarperlakuan diuji dengan
Two-way Analysis of Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Tukey
Honestly Significant Difference (Tukey HSD). Selain itu, perubahan
morfologi eksternal larva diamati menggunakan Scanning Electron
Microscope (SEM), sementara perubahan histopatologi jaringan diamati

dengan mikroskop cahaya setelah pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE).

Selain mengukur mortalitas, penelitian ini juga mendalami dampak ekstrak
Gracilaria sp. terhadap morfologi dan histopatologi larva Anopheles sp.
Perubahan morfologi eksternal diamati menggunakan Scanning Electron
Microscope (SEM) untuk memvisualisasikan kerusakan pada struktur
permukaan tubuh larva, seperti kutikula, rambut sensorik, dan spirakel.
Analisis histopatologi dilakukan pada jaringan usus larva yang diberi
perlakuan dengan pewarnaan hematoksilin-eosin (HE) untuk menekankan
sifat larvasida sebagai racun perut, racun saraf, maupun racun kulit, sehingga
dapat diketahui sifat toksik ekstrak serta efektivitasnya sebagai larvasida

nabati.

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi ilmiah mengenai
potensi Gracilaria sp. sebagai sumber larvasida alami yang ramah
lingkungan. Hasil uji fitokimia, bioassay larvasida, serta analisis morfologi
dan histopatologi diharapkan mampu memberikan gambaran komprehensif
tentang efektivitas dan mekanisme aksi senyawa bioaktif yang terkandung

dalam ekstrak metanol dan etil asetat.



1.5 Hipotesis

Adapun hipotesis dalam penelitian ini adalah ekstrak metanol Gracilaria sp.
memiliki efektivitas larvasida yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etil
asetat Gracilaria sp., yang ditunjukkan oleh tingkat mortalitas larva yang
lebih besar serta nilai LCso yang lebih rendah pada ekstrak metanol

Gracilaria sp. dibandingkan ekstrak etil asetat Gracilaria sp.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Rumput Laut dan Pentingnya bagi Keanekaragaman Hayati

Laut tropis memiliki keanekaragaman hayati yang tinggi sehingga
menyediakan habitat yang sesuai bagi berbagai organisme laut, termasuk
rumput laut. Sebagai negara kepulauan terbesar, Indonesia menjadi
representasi penting dalam menggambarkan keanekaragaman hayati tropis
sekaligus tercatat sebagai produsen rumput laut terbesar kedua di dunia
(FAO, 2020). Rumput laut atau seaweed merupakan salah satu tumbuhan laut
yang tergolong makroalga benthik, banyak hidup melekat di dasar perairan.
Klasifikasi rumput laut berdasarkan kandungan pigmen dibagi menjadi empat
kelas, yaitu rumput laut hijau (Chlorophyta), rumput laut merah
(Rhodophyta), rumput laut coklat (Phaeophyta), dan rumput laut pirang
(Chrysophyta) (Suparmi dan Sahri, 2009).

Berdasarkan data FAO tahun 2021, total produksi rumput laut dunia
mencapai 36,3 juta ton, yang didominasi oleh Laminaria sp. (36,7%), diikuti
Kappaphycus sp. (17,2%), Gracilaria sp. (16,5%), Undaria (7,6%),
Eucheuma sp. (6,8%), dan jenis lainnya (15,2%). Di Indonesia, produksi
rumput laut didominasi oleh Kappaphycus alvarezii dengan volume 7,05 juta
ton (82,7% dari produksi dunia) dan Gracilaria dengan volume 1,91 juta ton
(32,1% dari produksi dunia) (Cai et al., 2021; Kementerian Kelautan dan
Perikanan Republik Indonesia, 2023).

Data Kementerian Kelautan dan Perikanan tahun 2007 menunjukkan bahwa
produksi rumput laut nasional meningkat secara bertahap selama 2000-2006,

dengan lonjakan tajam pada 2004-2006. Perkiraan produksi Gracilaria



hingga 2009 mencapai sekitar 400.000 ton (berat basah) per tahun yang
tersebar di tujuh provinsi, yaitu Aceh, Lampung, Jawa Barat, Jawa Tengah,
Jawa Timur, Sulawesi Tenggara, dan Sulawesi Selatan. Sementara itu,
produksi Eucheuma diperkirakan lebih tinggi, yaitu sekitar 1.500.000 ton
(berat basah) per tahun. Data ini menunjukkan bahwa Indonesia memiliki
potensi besar dalam produksi rumput laut yang masih dapat dikembangkan
melalui kegiatan budidaya (Pambudi et al., 2010). Salah satu wilayah
penghasil rumput laut yang besar dan terus berkembang adalah Kabupaten
Sumba Timur di Pulau Sumba, Provinsi Nusa Tenggara Timur, dengan lebih
dari 15.000 hektar area laut dangkal yang sesuai untuk kegiatan budidaya
(FAO, 2020). Indonesia sebagai negara kepulauan tropis memiliki kondisi
biologis yang mendukung pertumbuhan rumput laut. Jenis-jenis rumput laut
yang banyak dibudidayakan, dikembangkan, dan diperdagangkan di
Indonesia meliputi kelompok karginofit, seperti Kappaphycus alvarezii
(Eucheuma spp.), agarofit (Gracilaria spp.), serta alginofit (Sargassum spp.,
Laminaria spp., Ascophyllum spp., dan Macrocystis spp.) (Kementerian

Kelautan dan Perikanan Republik Indonesia, 2023).

Keragaman spesies dalam komunitas rumput laut memiliki manfaat ekologis
bagi lingkungan dan nilai ekonomis bagi manusia, baik secara langsung
maupun tidak langsung, sehingga memiliki potensi besar untuk
dikembangkan. Dari sisi ekologi, kemampuan rumput laut melakukan
fotosintesis menjadikannya sumber produktivitas primer di perairan, sehingga
populasinya berperan sebagai produsen dalam rantai makanan, terutama bagi
organisme herbivora di laut. Selain itu, komunitas rumput laut yang
berbentuk rimbun memberikan perlindungan terhadap dampak ombak
(Handayani, 2019; Srimariana dkk., 2020; Pereira, 2021; Rajagukguk dkk.,
2023).

Sebagian besar vegetasi laut di perairan Indonesia memiliki nilai ekonomis
tinggi karena kandungan bioaktifnya, sehingga pemanfaatannya

dikembangkan sebagai bahan baku untuk industri makanan, kosmetik,
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farmasi, kedokteran, pupuk pertanian, cat, tekstil, pengolahan air limbah,
kertas, dan minuman (Ira, 2018; Afonso et al., 2019; Birhis-Dorhoi et al.,
2020; Srimariana dkk., 2020; Pereira, 2021; Rajagukguk dkk., 2023). Selain
itu, rumput laut juga merupakan sumber daya yang dapat diperbaharui dan
berperan penting dalam memberikan perlindungan bagi berbagai organisme
laut sekaligus mendukung keanekaragaman hayati di wilayah pesisir dan laut.
Rumput laut berfungsi sebagai lokasi bertelur bagi biota laut, produsen dalam
rantai makanan, serta sumber nutrisi bagi hewan pesisir, sehingga turut
membantu menjaga keseimbangan ekosistem dan meningkatkan produktivitas

perairan (Litaay dkk., 2022).

Gracilaria sp.

2.2.1 Klasifikasi Taksonomi

Menurut Prescott (1954), klasifikasi rumput laut Gracilaria sp. adalah

sebagai berikut.

Regnum : Plantae

Divisio : Rhodophyta
Classis : Florideophyceae
Ordo : Gracilariales
Familia : Gracilariaceae
Genus : Gracilaria
Species : Gracilaria sp.

2.2.2 Morfologi

Gracilaria sp., yang ditunjukkan pada Gambar 1, merupakan salah
satu jenis rumput laut yang dibudidayakan secara luas di Indonesia,
yang merupakan salah satu produsen terbesar Gracilaria di dunia.
Spesies ini melimpah di berbagai wilayah global, baik dalam kondisi

liar maupun melalui budidaya (Meinita et al., 2018).
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Morfologi Gracilaria sp. menunjukkan keragaman yang cukup tinggi
baik antar-populasi maupun antar-spesies. Thallus atau batang utama
umumnya berbentuk silindris atau terete dengan diameter sekitar 1-2
mm, tumbuh tegak dari holdfast berbentuk discoid, dan bercabang
secara tidak teratur membentuk cabang sekunder maupun tersier yang
panjangnya bervariasi (Othman et al., 2018; Hassan et al., 2019; Zeng
et al., 2025). Ujung cabang dapat berbentuk runcing atau bercabang
dua (bifurkat), sementara beberapa spesies menunjukkan penyempitan
pangkal cabang yang khas. Lapisan medula tersusun dari 3-4 lapis sel
besar, tidak berpigmen, berbentuk isodiametrik atau sferis, sedangkan
lapisan korteks terdiri dari 1-3 lapis sel kecil berbentuk bundar dengan
sitoplasma padat. Variasi morfologi juga tampak pada kepadatan
percabangan, dengan beberapa populasi memiliki cabang rapat dan
pendek, sementara populasi lain lebih jarang dan panjang. Selain itu,
cystocarp sebagai struktur reproduktif betina biasanya menonjol di
permukaan thallus kecuali pada bagian basal dan apikal (Othman et
al., 2018; Hassan et al., 2019; Zeng et al., 2025).

Gambar 1. Gracilaria sp.
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Kandungan Metabolit Sekunder

Gracilaria sp. diketahui mengandung berbagai metabolit sekunder
yang berperan penting dalam aktivitas biologisnya. Berbagai
penelitian telah dilakukan untuk mengkaji kandungan fitokimia dari
rumput laut ini. Soamole dkk. (2018) melaporkan bahwa ekstrak
etanol Gracilaria sp. mengandung alkaloid, flavonoid,
terpenoid/steroid, saponin, dan tanin. Penelitian oleh Nittya dan
Hafiludin (2025) juga mendeteksi keberadaan flavonoid dan saponin,
namun kondisi sampel yang masih basah diduga menyebabkan
beberapa senyawa bioaktif lainnya tidak teridentifikasi. Selain itu,
Ouhabi et al. (2023) melalui skrining fitokimia pada berbagai ekstrak
Gracilaria bursa-pastoris, menemukan adanya senyawa fenolik,
flavonoid, serta terpenoid/steroid. Bhernama (2020) juga melaporkan
bahwa Gracilaria sp. positif mengandung flavonoid, terpenoid, dan
saponin, sementara Hidayati dkk. (2023) mendeteksi flavonoid dan
tanin. Penelitian terbaru oleh Yuanddaru dkk. (2025) menunjukkan
bahwa Gracilaria sp. mengandung flavonoid, steroid, terpenoid,
saponin, dan tanin dalam kadar yang relatif rendah. Rendahnya
kandungan ini diduga dipengaruhi oleh sifat polar senyawa tersebut
yang lebih mudah larut dalam pelarut polar, sedangkan etil asetat

merupakan pelarut semi polar.

Potensi Bioaktif

Kandungan metabolit sekunder pada Gracilaria sp. berperan penting
dalam mendukung berbagai potensi bioaktif dari rumput laut ini.
Senyawa seperti alkaloid, terpen, dan flavonoid diketahui mampu
mengganggu perkembangan larva dan pada akhirnya menyebabkan
kematian (Subhalakshmi et al., 2024). Secara spesifik, flavonoid dapat
merusak sistem pernapasan larva (Yuliany dan Fitriani, 2020),
sedangkan saponin dapat merusak membran sel dan meningkatkan

permeabilitas sehingga menimbulkan lisis pada sel mukosa usus
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(Wahyuni dkk., 2022; De Geyter et al., 2007). Selain itu, alkaloid,
saponin, dan tanin juga diketahui berperan sebagai racun perut yang
mengganggu sistem pencernaan nyamuk (Susanti dkk., 2021; De
Geyter et al., 2007).

Temuan tersebut diperkuat oleh hasil penelitian aktivitas larvasida
ekstrak Gracilaria terhadap berbagai spesies nyamuk, termasuk
Anopheles sp. Sebagai contoh, Pertiwi dkk. (2025) melaporkan bahwa
ekstrak air dan metanol Gracilaria sp. menunjukkan efek toksik
terhadap Aedes aegypti melalui metode semprot (spray), dengan nilai
LCso untuk ekstrak metanol sebesar 22,961% dan efektivitas yang
lebih tinggi dibandingkan ekstrak air. Sementara itu, Subhalakshmi et
al. (2024) juga menemukan bahwa beberapa spesies rumput laut
lainnya memiliki aktivitas larvasida yang signifikan, dengan tingkat
efektivitas yang bergantung pada konsentrasi dan spesies yang
digunakan. Senyawa bioaktif yang bertanggung jawab atas efek
tersebut telah berhasil diidentifikasi dan dikarakterisasi, menegaskan
potensinya sebagai alternatif insektisida yang ramah lingkungan dan

berkelanjutan dibandingkan insektisida kimia.

Selain aktivitas larvasida, Gracilaria sp. juga memiliki potensi
bioaktif lain. Penelitian oleh Insani dkk. (2022) melaporkan bahwa
Gracilaria sp. mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti
saponin, steroid, dan fenol hidrokuinon yang berperan penting dalam
aktivitas biologisnya. Ekstrak metanol Gracilaria sp. menunjukkan
aktivitas antioksidan tertinggi, yang menunjukkan bahwa spesies ini
berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan alam untuk aplikasi
di bidang farmakologi maupun pangan fungsional. Aktivitas tersebut
sejalan dengan kandungan komponen bioaktif pada ekstrak metanol
yang lebih tinggi dibandingkan pelarut lainnya, meliputi fenol
hidrokuinon, saponin, dan steroid yang berfungsi sebagai antioksidan

alami.
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Karbohidrat yang terdapat pada Gracilaria sp., memiliki berbagai
aktivitas biologis seperti antimikroba, antiinflamasi, antioksidan,
antikoagulan, antikanker (Carpena et al., 2022; Hoang et al., 2024),
serta aktivitas antidiabetes yang telah terbukti pada Gracilaria gracilis
(Pillay et al., 2024).

2.3 Pelarut Metanol dan Etil Asetat sebagai Agen Ekstraksi Senyawa
Bioaktif

2.3.1 Prinsip Dasar Ekstraksi Menggunakan Pelarut Organik

Ekstraksi merupakan tahap awal dalam memisahkan senyawa bioaktif
dari bahan baku alami. Berbagai metode ekstraksi dapat digunakan,
seperti ekstraksi pelarut, distilasi, pengepresan, dan sublimasi, sesuai
dengan prinsip ekstraksi masing-masing. Di antara metode tersebut,
ekstraksi pelarut merupakan yang paling umum diterapkan. Proses
ekstraksi produk alami umumnya meliputi beberapa tahapan, yaitu:
(1) pelarut menembus matriks padat; (2) senyawa terlarut larut ke
dalam pelarut; (3) senyawa terlarut berdifusi keluar dari matriks padat;
dan (4) senyawa yang diekstraksi dikumpulkan. Setiap faktor yang
meningkatkan difusi dan kelarutan senyawa selama tahap-tahap
tersebut akan mempercepat proses ekstraksi. Efisiensi ekstraksi
dipengaruhi oleh sifat pelarut, ukuran partikel bahan baku, rasio
pelarut terhadap padatan, suhu, dan lama waktu ekstraksi (Li et al.,
2008; Du et al., 2011; Yietal., 2012; Zhou et al., 2012; Li et al.,
2014).

Pemilihan pelarut menjadi faktor krusial dalam proses ekstraksi
karena dapat memengaruhi selektivitas, kelarutan zat terlarut, biaya,
dan keamanan. Sesuai dengan prinsip “like dissolves like”, pelarut
dengan polaritas yang mendekati polaritas zat terlarut cenderung

memberikan hasil yang lebih optimal. Alkohol, seperti etanol (EtOH)
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dan metanol (MeOH), sering digunakan sebagai pelarut universal
dalam penelitian fitokimia (Zhang et al., 2018).

Selain pelarut, ukuran partikel bahan baku juga memengaruhi efisiensi
ekstraksi. Partikel yang lebih halus memungkinkan penetrasi pelarut
dan difusi zat terlarut menjadi lebih baik, sehingga meningkatkan hasil
ekstraksi. Namun, ukuran yang terlalu kecil bisa menyebabkan zat
terlarut terserap berlebihan dan menyulitkan proses filtrasi. Suhu yang
tinggi meningkatkan kelarutan dan difusi zat, tetapi terlalu tinggi
berpotensi menimbulkan kehilangan pelarut, kontaminasi ekstrak, atau
kerusakan komponen yang sensitif terhadap panas (termolabil).
Lamanya waktu ekstraksi hanya berpengaruh sampai tercapainya
keseimbangan antara zat terlarut di bahan padat dan pelarut. Rasio
pelarut terhadap padatan yang tinggi biasanya meningkatkan hasil
ekstraksi, meskipun rasio yang terlalu tinggi membutuhkan lebih

banyak pelarut dan waktu konsentrasi lebih lama (Zhang et al., 2018).

Karakteristik Metanol (Polar)

Metanol adalah senyawa dengan rumus molekul CHsOH yang bersifat
polar karena memiliki gugus hidroksil (-OH), namun juga
menunjukkan sifat non-polar akibat adanya gugus metil (-CHs).
Meskipun demikian, secara umum metanol dikategorikan sebagai
pelarut polar (Ramdani dkk., 2017). Sebagai pelarut yang bersifat
universal, metanol mampu melarutkan berbagai senyawa, baik yang
bersifat polar maupun non-polar, sehingga banyak dimanfaatkan
dalam proses ekstraksi senyawa bioaktif (Salamah dan Farahana,
2015).

Keunggulan lain metanol adalah titik didihnya yang relatif rendah,
yaitu 64,7 °C, serta sifat volatilnya yang membuatnya mudah

diuapkan. Karakteristik ini mempermudah pemisahan metanol dari
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hasil ekstrak, sehingga proses pemekatan dapat dilakukan tanpa
banyak merusak kandungan bioaktif (Daryono dkk., 2022; Aiyuba
dkk., 2023). Selain itu, metanol lebih mudah diperoleh kembali
(recovery) maupun didaur ulang (recycle) karena tidak terikat kuat
dengan air dan relatif menghasilkan metanol murni yang dapat
digunakan kembali (Daryono dkk., 2022). Ukuran molekul metanol
yang lebih kecil dibandingkan pelarut lain, seperti etanol, juga
membuat metanol lebih efektif dalam mengekstrak senyawa metabolit
sekunder dalam jumlah lebih banyak (Khair dkk., 2017).

Tidak hanya digunakan dalam ekstraksi, metanol juga memiliki peran
penting dalam berbagai teknik kromatografi. Sebagai pelarut polar,
metanol kerap dimanfaatkan baik sebagai pelarut ekstraksi maupun
fase gerak dalam pemisahan senyawa. Penelitian terhadap rumput laut
Gracilaria sp. oleh Nittya dan Hafiludin (2025) menunjukkan bahwa
metanol digunakan untuk mengekstraksi senyawa bioaktif, seperti
flavonoid dan saponin, yang kemudian dipisahkan lebih lanjut melalui
kromatografi kolom setelah pemilihan eluen terbaik menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT). Selanjutnya, dalam penelitian
Rosydiati dan Saleh (2019), metanol digunakan sebagai salah satu
komponen fase gerak pada kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC)
karena senyawa indole-3-asetat (IAA) memiliki kelarutan yang baik di
dalam metanol. Lebih lanjut, penelitian oleh Hotmian dkk. (2021) juga
menegaskan bahwa metanol berperan penting dalam proses ekstraksi
sekaligus analisis kromatografi, khususnya pada identifikasi senyawa
bioaktif menggunakan kromatografi gas-spektrometri massa (GC-
MS). Sifat kepolaran metanol yang tinggi menjadikannya mampu
mengekstrak lebih banyak komponen bioaktif dibandingkan pelarut

non-polar.
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2.3.3 Karakteristik Etil Asetat (Semi-Polar)

Etil asetat (ethyl acetate) adalah senyawa ester yang terbentuk dari
reaksi antara asam asetat dan etanol. Sebagai pelarut organik, etil
asetat memiliki sifat semi-polar yang efektif dalam mengekstraksi
berbagai senyawa bioaktif dari bahan alam (Wolayana dkk., 2022).
Sebagai pelarut semi-polar, etil asetat tidak mampu menarik senyawa
yang terlalu polar maupun non-polar secara optimal, namun tetap
banyak digunakan karena mudah diuapkan, tidak higroskopis, dan
memiliki toksisitas rendah. Secara fisik, etil asetat adalah cairan tidak
berwarna, transparan, berbau harum segar, sedikit seperti aseton,
dengan titik didih sekitar 77°C, titik leleh -84°C, konstanta dielektrik
6,02, dan momen dipol 1,88 D, yang menunjukkan polaritas moderat
sehingga dapat melarutkan senyawa polar maupun non-polar secara
bersamaan (Hujjatusnaini dkk., 2021).

Sifat semi-polar ini memungkinkan etil asetat melarutkan senyawa
polar seperti flavonoid dan alkaloid, sekaligus senyawa non-polar
seperti hidrokarbon rantai panjang, menjadikannya pelarut ideal dalam
proses ekstraksi untuk memperoleh berbagai metabolit sekunder dari
tanaman (Asmah dkk., 2020). Selain itu, etil asetat juga digunakan
dalam berbagai teknik kromatografi, termasuk kromatografi lapis tipis
(TLC), kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC), dan kromatografi gas
(GC), terutama sebagai komponen fase gerak untuk memisahkan dan

mengkarakterisasi berbagai komponen dalam campuran.

2.4 Larvasida Nabati

2.4.1 Mekanisme Larvasida Nabati terhadap Larva

Larvasida nabati merupakan alternatif pengendalian larva nyamuk
vektor penyakit, seperti Aedes aegypti, yang ramah lingkungan dan

aman bagi organisme non-target. Senyawa aktif dalam tanaman dapat



2.4.2

18

memengaruhi larva melalui berbagai mekanisme biologis. Salah
satunya adalah gangguan pada sistem pencernaan. Penelitian oleh
Anggraini (2022) menunjukkan bahwa paparan insektisida nabati
dapat menyebabkan perubahan histopatologis pada sel epitel midgut
larva, termasuk vakuolisasi dan lisis sel, sehingga fungsi pencernaan
terganggu dan larva mengalami kematian. Selain itu, senyawa seperti
flavonoid dan tanin dalam ekstrak tanaman dapat menghambat
metabolisme larva serta proses pergantian kulit, sehingga
perkembangan larva menuju stadium berikutnya terganggu (Sucipto,
2015).

Mekanisme lain yang ditemukan adalah gangguan pada sistem saraf
dan respirasi. Perumalsamy et al. (2015) melaporkan bahwa senyawa
dari Millettia pinnata dapat memengaruhi sistem saraf larva,
menyebabkan kelumpuhan dan akhirnya kematian. Larvasida nabati
juga dapat menimbulkan kerusakan pada struktur seluler larva.
Hidayah (2022) menunjukkan bahwa ekstrak daun mimba
menyebabkan kerusakan pada sel-sel larva, sehingga mengarah pada
kematian mereka. Keunggulan penggunaan larvasida nabati selain
efektivitasnya adalah minimnya dampak lingkungan. Namun,
efektivitas larvasida nabati dapat dipengaruhi oleh faktor konsentrasi,
bentuk sediaan, dan kondisi lingkungan, sehingga penelitian lebih
lanjut diperlukan untuk memaksimalkan penggunaannya. Secara
keseluruhan, mekanisme larvasida nabati melibatkan kombinasi
gangguan sistem pencernaan, metabolisme, saraf, respirasi, dan
kerusakan seluler, yang secara bersama-sama menyebabkan kematian

larva dan menghambat perkembangan populasi nyamuk.

Efek Fisiologis dan Morfologis pada Larva Nyamuk (Anopheles
sp.)

Larva nyamuk Anopheles sp. merupakan tahap penting dalam siklus

hidup nyamuk vektor malaria. Paparan terhadap berbagai senyawa,
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termasuk insektisida nabati, dapat memengaruhi kondisi fisiologis dan

morfologis larva.

a. Gangguan pada Sistem Pencernaan
Senyawa aktif dalam insektisida nabati dapat merusak struktur

sistem pencernaan larva. Penelitian oleh Anggraini (2022)
menunjukkan bahwa paparan insektisida nabati menyebabkan
perubahan histopatologis pada sel epitel midgut larva Aedes
aegypti, termasuk vakuolisasi dan lisis sel, yang mengarah pada

gangguan pencernaan dan kematian larva.

b. Gangguan pada Sistem Saraf dan Respirasi
Beberapa senyawa dalam insektisida nabati dapat memengaruhi

sistem saraf dan respirasi larva. Perumalsamy et al. (2015)
menemukan bahwa senyawa dari Millettia pinnata dapat
mengganggu sistem saraf larva, menyebabkan kelumpuhan dan

kematian.

c. Kerusakan pada Struktur Seluler
Paparan insektisida nabati dapat menyebabkan kerusakan pada

struktur seluler larva. Hidayah (2022) menunjukkan bahwa ekstrak
daun mimba dapat menyebabkan kerusakan pada struktur seluler

larva Aedes aegypti, mengarah pada kematian mereka.

d. Efek Samping dan Keberlanjutan
Penggunaan insektisida nabati memiliki keunggulan dalam hal

keberlanjutan dan minimnya efek samping terhadap lingkungan.
Namun, efektivitasnya dapat dipengaruhi oleh faktor seperti

konsentrasi, bentuk sediaan, dan kondisi lingkungan.
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2.5 Anopheles sp.
2.5.1 Klasifikasi Taksonomi

Menurut Setyaningrum (2020), klasifikasi Anopheles sp. adalah
sebagai berikut.

Phylum . Arthropoda
Classis . Arthropoda
Ordo : Diptera
Familia : Culicidae

Subfamilia  : Anophelinae
Genus : Anopheles

Species : Anopheles sp.

2.5.2 Morfologi Anopheles sp.

Menurut Setyaningrum (2020), nyamuk Anopheles dewasa memiliki
tubuh kecil yang terdiri dari tiga bagian utama, yaitu kepala, toraks,

dan abdomen, yang dapat dilihat pada Gambar 2.

a. Kepala
Kepala nyamuk dilengkapi dengan mata, antena, probosis, dan
palpus. Mata atau hensen, berperan dalam penglihatan. Antena
berfungsi mendeteksi bau dari hospes, baik manusia maupun
hewan, serta membantu nyamuk betina menemukan lokasi
bertelur. Probosis merupakan organ mulut yang memanjang. Pada
nyamuk betina, probosis tajam dan kuat untuk menghisap darah,
sementara pada jantan hanya digunakan untuk mengonsumsi
cairan non-darah. Palpus yang terletak di sisi kanan dan Kiri

probosis berfungsi sebagai organ sensorik.
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b. Torak
Torak nyamuk Anopheles berbentuk seperti lokomotif dan menjadi
tempat melekatnya tiga pasang kaki serta dua pasang sayap. Di
antara toraks dan abdomen terdapat alat keseimbangan yang
disebut halter, yang membantu nyamuk mempertahankan stabilitas
saat terbang.

c. Abdomen
Abdomen berperan sebagai organ pencernaan sekaligus tempat
pembentukan telur. Bagian ini mengembang saat nyamuk betina
mengisap darah, yang kemudian dicerna secara bertahap untuk
menyediakan protein yang diperlukan dalam proses produksi telur.
Abdomen berfungsi menyimpan dan memproses nutrien dari darah

untuk mendukung reproduksi betina.
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Gambar 2. Morfologi Nyamuk Anopheles sp. Betina (WHO, 2020)

2.5.3 Siklus Hidup Anopheles sp.

Siklus hidup Anopheles sp. terdiri dari empat tahap, yaitu telur, larva,
pupa, dan dewasa, yang berlangsung sekitar 7-14 hari. Tiga tahap

pertama terjadi di lingkungan air (akuatik), sedangkan tahap dewasa
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berada di daratan (terestrial). Pada fase dewasa, nyamuk betina
berperan sebagai vektor malaria. Nyamuk betina dewasa umumnya
hidup 1-2 minggu di alam, meskipun dapat mencapai satu bulan atau
lebih di penangkaran (Setyaningrum, 2020). Siklus hidup Anopheles
dapat dilihat pada Gambar 3.

Adult
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Gambar 3. Siklus Hidup Anopheles sp. (Williams and Pinto, 2012)

a. Stadium Telur
Nyamuk Anopheles sp. betina dewasa umumnya menghasilkan

50-200 butir telur. Pada saat pertama kali diletakkan di
permukaan air, telur berwarna putih, kemudian berubah menjadi
gelap dalam 1-2 jam berikutnya. Bentuk telur lonjong dengan
ujung meruncing di kedua sisinya. Peletakan telur dilakukan satu
per satu di permukaan air atau dalam kelompok yang tidak saling
menempel. Telur Anopheles sp. tidak mampu bertahan pada

kondisi kering dan biasanya menetas dalam waktu 2-3 hari,
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namun di daerah beriklim dingin proses penetasan dapat
berlangsung hingga 2-3 minggu (Setyaningrum, 2020).

. Stadium Larva
Setelah menetas, larva Anopheles sp. mengalami empat instar (I-

IV) sebelum bermetamorfosis menjadi pupa. Lama fase ini sangat
dipengaruhi oleh suhu; pada kondisi tropis optimal (sekitar 25-30
°C), perkembangan larva berlangsung 7-14 hari, sedangkan pada
suhu rendah pertumbuhan menjadi lebih lambat dan risiko
kematian meningkat. Selain suhu, faktor lain seperti ketersediaan
nutrisi (fitoplankton dan detritus), kepadatan populasi (kompetisi
intraspesifik), serta salinitas (pada spesies pesisir seperti An.
merus atau An. sundaicus) turut menentukan laju perkembangan
dan kelangsungan hidup (Christiansen-Jucht et al., 2015;
Agyekum et al., 2021).

Secara morfologis, larva memiliki mulut dengan struktur
menyerupai sikat untuk mengambil makanan. Bagian toraks
tampak lebih besar dibandingkan segmen lainnya, sedangkan
abdomen berbentuk tersegmentasi tanpa kaki. Tidak seperti larva
nyamuk lain, larva Anopheles sp. tidak memiliki sifon pernapasan
sehingga saat beristirahat tubuhnya sejajar dengan permukaan air.
Proses pernapasan dilakukan melalui spirakel pada segmen
kedelapan abdomen. Larva mencari makan di permukaan air
dengan sumber utama berupa ganggang, bakteri, dan
mikroorganisme lain. Jika mengalami gangguan, larva akan
menyelam ke bagian bawah air. Faktor lingkungan seperti suhu,
nutrisi, dan keberadaan predator juga memengaruhi
perkembangan larva hingga mencapai tahap pupa (Setyaningrum,
2020).
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Larva instar 111 Anopheles sp. dipilih sebagai organisme uji
karena pada stadia ini terjadi perkembangan morfologi yang
signifikan dengan struktur internal yang telah terdiferensiasi,
sehingga memungkinkan analisis morfologi dan histopatologi
dilakukan secara lebih akurat dan konsisten (Emami et al. (2007).
Studi histopatologi pada larva instar ketiga Anopheles stephensi
yang dipaparkan dengan ekstrak air Lagenaria siceraria dan
nanopartikel ZnO menunjukkan kerusakan pada lapisan epitel
kutikula luar, serta kerusakan pada midgut dan caeca, yang dapat
diamati dengan jelas pada tahap ini (Kalpana et al., 2020). Selain
itu, penelitian oleh Banumathi et al. (2017) juga menunjukkan
bahwa larva instar ketiga Aedes aegypti yang dipaparkan dengan
nanopartikel perak mengalami kerusakan struktural yang
signifikan, termasuk keruntuhan total struktur larva, yang lebih

mudah diamati pada tahap ini.

. Stadium Pupa
Pupa merupakan tahap akhir perkembangan yang berlangsung di

lingkungan air dan tidak memerlukan asupan makanan. Pada fase
ini terjadi pembentukan organ tubuh nyamuk, termasuk alat
kelamin, sayap, dan kaki. Durasi stadium pupa pada nyamuk
jantan lebih singkat sekitar 1-2 jam dibandingkan pupa betina.
Secara umum, tahap ini berlangsung selama 2 hingga 4 hari

(Setyaningrum, 2020).

. Stadium Dewasa
Nyamuk dewasa berpindah dari lingkungan akuatik ke daratan

setelah menyelesaikan siklus hidupnya. Pada tahap ini, betina
Anopheles berperan sebagai vektor malaria. Umur nyamuk betina
di alam berkisar 1-2 minggu, tetapi dapat mencapai sebulan atau

lebih dalam penangkaran.
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Tubuh nyamuk Anopheles berukuran kecil (4-13 mm) dan rapuh,
terdiri dari kepala, toraks, dan abdomen yang meruncing di
bagian ujung. Kepala relatif lebih kecil dibandingkan toraks dan
abdomen, dengan sepasang antena di depan mata yang tersusun
atas 14-15 ruas. Antena jantan memiliki rambut lebat (tipe

plumose), sedangkan betina berambut lebih pendek dan jarang.

Mulut memanjang membentuk probosis. Pada betina, probosis
berkembang sempurna untuk menusuk kulit dan mengisap darah,
sehingga hanya betina yang berperan dalam penularan malaria.
Sebaliknya, jantan menggunakan probosis untuk mengisap cairan
tumbuhan, buah, atau keringat (Setyaningrum, 2020).

2.5.4 Peran Anopheles sp. sebagai Vektor Malaria

Nyamuk Anopheles sp. merupakan vektor utama penularan malaria,
yaitu penyakit infeksi yang disebabkan oleh parasit Plasmodium yang
berada di dalam eritrosit atau jaringan tubuh. Spesies Plasmodium
yang umum menginfeksi manusia meliputi P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, dan P. ovale (Sinum dkk., 2023). Untuk dapat berperan
sebagai vektor, nyamuk Anopheles harus memiliki kebiasaan
menggigit manusia serta umur hidup yang cukup panjang, sehingga
parasit malaria dapat menyelesaikan siklus hidupnya hingga mencapai
bentuk infektif sebelum ditularkan kembali. Faktor lingkungan,
terutama suhu, sangat memengaruhi kecepatan perkembangan

Plasmodium dalam tubuh nyamuk (Setyaningrum, 2020).

Berdasarkan World Malaria Report 2024, tercatat sekitar 263 juta
kasus malaria di seluruh dunia pada tahun 2023, meningkat sekitar 11
juta kasus dibanding tahun sebelumnya, dengan jumlah kematian
mencapai 597.000 jiwa. Sebagian besar, yaitu 94% kasus dan 95%
kematian, terjadi di wilayah WHO Afrika, dan anak-anak di bawah

usia lima tahun menyumbang hingga 76% dari seluruh kematian
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tersebut (WHO, 2024). Namun, hanya sekitar 30-40 spesies Anopheles
yang berperan penting sebagai vektor malaria secara epidemiologis.
Distribusi dan adaptasi lokal setiap spesies bervariasi, mencakup
preferensi menggigit manusia (antropofilik), kebiasaan menggigit
malam hari, serta ketahanan terhadap insektisida. Contohnya, An.
gambiae, An. funestus, dan An. nili mendominasi penyebaran malaria
di Afrika Barat. Di wilayah Gbéké, Pantai Gading, An. gambiae
bertanggung jawab atas sekitar 84,8% transmisi malaria, dengan
puluhan gigitan infeksius per individu per tahun pada musim hujan
(Koffi et al., 2023).

Pola Habitat dan Perilaku Ekologis Anopheles sp.

Pola habitat dan perilaku ekologis Anopheles sp. sangat dipengaruhi
oleh faktor lingkungan serta karakteristik spesies itu sendiri. Beberapa
spesies, seperti An. gambiae, An. rufipes, dan An. pharoensis,
ditemukan di berbagai habitat perkembangbiakan, termasuk sumur
gali, rawa, dan parit, dengan distribusi yang bervariasi di berbagai
zona ekologi, misalnya di Ghana (Hinne et al., 2021). Faktor
lingkungan seperti suhu, kelembapan, dan vegetasi juga turut
memengaruhi distribusi serta prevalensi parasit malaria pada larva
maupun nyamuk dewasa (Vantaux et al., 2021). Perbedaan perilaku
ekologi antar spesies terlihat dari pola makan dan pemanfaatan habitat
misalnya, An. gambiae lebih sering ditemukan di lingkungan
domestik, sedangkan An. funestus lebih dominan di habitat liar
(Bouafou dkk., 2024).

Selain itu, perubahan iklim global turut memengaruhi pola distribusi
dan risiko penularan malaria. Menurut World Malaria Report (2023),
peningkatan suhu dan perubahan pola cuaca berdampak pada
kesehatan, keamanan, dan mata pencaharian masyarakat. Cuaca
ekstrem, seperti banjir akibat curah hujan tinggi, berperan dalam

meningkatkan risiko penularan malaria. Contohnya, pada musim
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monsun yang lebih intens di Pakistan, banjir besar memicu epidemi
malaria dengan lonjakan kasus hingga lima kali lipat pada tahun 2022
dibanding tahun sebelumnya. Kejadian cuaca ekstrem diperkirakan
akan semakin sering dan parah seiring dampak perubahan iklim
(WHO, 2024).

2.6 Scanning Electron Microscope (SEM) dalam Analisis Morfologi

2.6.1 Prinsip dan Mekanisme Kerja Scanning Electron Microscope
(SEM)

Scanning Electron Microscope (SEM), yang dapat dilihat pada
Gambar 4, merupakan jenis mikroskop elektron yang memindai
permukaan spesimen menggunakan berkas elektron berenergi tinggi

dalam pola pemindaian raster (Wijayanto dan Bayuseno, 2013).

Gambar 4. Scanning Electron Microscope

SEM terdiri dari beberapa komponen utama, yaitu pistol elektron yang
biasanya terbuat dari filamen tungsten untuk menghasilkan elektron,
lensa elektron berbentuk lensa magnetik yang berfungsi memfokuskan
berkas elektron, dan sistem vakum untuk mencegah hamburan
elektron oleh molekul udara. Prinsip kerja SEM dimulai dari

pembangkitan berkas elektron oleh pistol elektron, percepatan dengan
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anoda, pemfokusan melalui lensa magnetik, dan pengarahannya oleh
koil pemindai agar menyapu permukaan spesimen. Saat berkas
elektron mengenai sampel, terjadi interaksi yang menghasilkan
elektron sekunder, elektron pantul (backscattered), dan sinar-X
karakteristik. Sinyal-sinyal ini diterima detektor dan diubah menjadi
citra pada layar, sehingga memberikan informasi detail mengenai
struktur, topografi, dan komposisi permukaan spesimen (Wijayanto
dan Bayuseno, 2013).

Aplikasi Scanning Electron Microscope (SEM) pada Larva
Nyamuk

Scanning Electron Microscope (SEM) telah banyak digunakan untuk
mengamati morfologi dan topologi berbagai jenis bahan di berbagai
disiplin ilmu. Dalam bidang biologi seluler, pemanfaatan
kriomikroskopi resolusi tinggi memungkinkan pengamatan struktur
membran sel dan morfologi sub-seluler tanpa menimbulkan perubahan
akibat metode preparasi konvensional, sehingga sel tetap dalam
kondisi terhidrasi penuh. Di bidang biologi jaringan, kemampuan
SEM untuk menghasilkan citra resolusi tinggi dari ultrastruktur pada
area luas dan volume jaringan yang besar sangat bermanfaat untuk
memahami hubungan fungsional antarbagian sistem biologis yang
tersebar pada jarak tertentu. Sementara itu, dalam penelitian
biomaterial, sifat fisik dan kimia material maupun nanopartikel sangat
bergantung pada strukturnya, yang dapat diperiksa secara detail

menggunakan mikroskop elektron (Karolina dkk., 2022).

Dalam penelitian entomologi, SEM memungkinkan pengamatan rinci
terhadap permukaan larva nyamuk, termasuk bagian kepala, antena,
sifon, spirakel, serta sensilla yang berperan dalam sistem sensorik.
Schaper et al. (2006) menggunakan SEM untuk mengkaji perubahan
morfologi pada empat instar larva Aedes aegypti, dan menemukan

perbedaan signifikan pada struktur pecten dan spirakel selama
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perkembangan larva. Penelitian oleh Kirti and Shipali (2014) juga
menerapkan SEM untuk mendeskripsikan morfologi larva dan pupa
Anopheles stephensi, khususnya pada sikat mulut dan spirakel, yang
berguna dalam identifikasi taksonomi spesies. Yamany et al. (2024)
meneliti larva instar IV Aedes albopictus menggunakan SEM dan
berhasil mengidentifikasi karakter diagnostik seperti comb scales dan

sensilla dengan resolusi tinggi.

Selain untuk tujuan identifikasi morfologi, SEM juga digunakan untuk
menilai efek agen biolarvasida terhadap struktur permukaan larva
nyamuk. De Torres et al. (2020) memanfaatkan SEM untuk
memvisualisasikan kerusakan integumen, deformasi sifon, dan ruptur
permukaan tubuh larva Aedes aegypti setelah perlakuan insektisida,
sehingga memberikan bukti visual mekanisme toksisitas senyawa
bioaktif. Penelitian serupa oleh Pereira et al. (2025) menggunakan
SEM untuk mengamati kolonisasi jamur entomopatogen pada
permukaan tubuh nyamuk setelah infeksi, yang menegaskan
efektivitas agen hayati tersebut. Dey et al. (2023) juga menggunakan
SEM untuk menilai efek ekstrak tanaman terhadap larva Anopheles
stephensi, menemukan kerusakan pada kutikula dan organ pernapasan
sebagai indikator efektivitas senyawa tersebut. Beberapa penelitian
lain membuktikan bahwa SEM efektif untuk menilai efek toksik
senyawa terhadap larva nyamuk, termasuk pengamatan kerusakan
pada kutikula, midgut, dan organ pernapasan setelah perlakuan dengan

nanopartikel maupun ekstrak tumbuhan (Kumar et al., 2016).

Hasil dari penggunaan SEM juga dapat dilihat pada penelitian
Supriyono dkk. (2022), yang memvisualisasikan morfologi Anopheles

aconitus sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 5.
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Gambar 5. Scanning Electron Microscope (SEM) dari Anopheles
aconitus: A. kepala nyamuk betina, skala 200 um; B. kepala nyamuk
janta, skala 200 um; C. ujung palp maksila, skala 100 pum; D. ujung

probosis, skala 50 um; E. bagian dorsal probosis, skala 20 um; F.

antenna, skala 20 um (Supriyono dkk., 2022).

2.6.3 Kelebihan Scanning Electron Microscope (SEM) dalam Penelitian
Larvasida

Scanning Electron Microscope (SEM) memiliki berbagai kelebihan
yang menjadikannya alat penting dalam penelitian larvasida. Menurut
Karolina dkk. (2022), kelebihan Scanning Electron Microscope
(SEM) adalah sebagai berikut.

1. Resolusi. Instrumen ini mampu menghasilkan citra digital dengan
resolusi hingga 15 nanometer, sehingga sangat efektif untuk
mengamati struktur mikro seperti retakan, korosi, butiran kristal,

maupun batas antargraen.

2. Standar pembesaran yang terkalibrasi. Setiap citra yang dihasilkan
telah dikalibrasi terhadap standar yang dapat dilacak, sehingga
memudahkan analisis lanjutan terhadap gambar yang tersimpan,
seperti pengukuran ketebalan lapisan, ukuran butiran, maupun

ukuran partikel.
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3. Analisis kimia. Dengan dukungan sistem Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDS), SEM mampu melakukan analisis unsur baik
secara kualitatif maupun kuantitatif, termasuk pemetaan elemen
dan pemindaian garis sinar-X. Informasi ini bermanfaat untuk
mengidentifikasi penyebab cacat pada produk, menentukan unsur
dalam bahan asing, menilai ketebalan lapisan, serta

memperkirakan ukuran butiran dan partikel.

4. Preparasi sampel yang sederhana. Meskipun setiap sampel perlu
dipersiapkan sebelum dimasukkan ke ruang vakum, proses
preparasi untuk kebanyakan sampel SEM relatif sederhana dan

tidak memerlukan perlakuan yang kompleks.

Secara keseluruhan, kemampuan resolusi tinggi, akurasi pengukuran,
analisis unsur, dan kemudahan preparasi menjadikan SEM sebagai
instrumen yang sangat andal untuk mendukung analisis morfologi
serta perubahan struktural pada larva dalam penelitian aktivitas

larvasida.

2.7 Histopatologi Larva Anopheles sp.

2.7.1 Konsep Dasar Histopatologi pada Jaringan Serangga

Histopatologi adalah cabang ilmu patologi yang mempelajari
perubahan-perubahan jaringan yang disebabkan oleh penyakit. Teknik
ini melibatkan pemeriksaan jaringan biopsi atau jaringan bedah yang
telah dipotong dan diwarnai dengan pewarnaan khusus di bawah

mikroskop (Digambiro dan Parwanto, 2024).

Histopatologi pada serangga adalah studi mengenai perubahan
struktural dan fungsional jaringan akibat pengaruh eksternal seperti
infeksi, toksin, atau senyawa bioaktif. Pada serangga, histopatologi

digunakan untuk menilai efek toksik senyawa, termasuk larvasida,
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dengan mengamati perubahan pada jaringan seperti midgut, epidermis,
dan otot. Metode ini memungkinkan identifikasi kerusakan seluler
seperti vakuolisasi, nekrosis, dan degenerasi, yang penting untuk
memahami mekanisme aksi senyawa dan menilai potensi toksisitasnya.
Penelitian oleh Senthil-Nathan (2020) menunjukkan bahwa paparan
senyawa sintetik dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan midgut
dan kutikula larva nyamuk, yang dievaluasi melalui analisis

histopatologi.

Prinsip Pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) pada Preparat Larva

Pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) merupakan teknik histologis
standar yang paling umum digunakan untuk menilai struktur dan
morfologi jaringan. Teknik ini menggunakan dua jenis pewarna
dengan sifat kimia berbeda, yaitu hematoxylin dan eosin. Hematoxylin
merupakan pewarna basa yang memberikan warna biru pada struktur
sel yang bersifat asam (basofilik), seperti nukleus dan ribosom,
sedangkan eosin merupakan pewarna asam yang memberikan warna
merah pada struktur sel yang bersifat basa (eosinofilik), seperti

sitoplasma (Digambiro dan Parwanto, 2024).

Menurut Digambiro dan Parwanto (2024), prinsip dasar dari proses

pewarnaan histologi meliputi beberapa tahapan sebagai berikut:

1. Pemilihan Pewarna
Pewarna yang digunakan harus mampu menunjukkan perbedaan
antara berbagai struktur dan komponen sel serta jaringan. Dalam
pewarnaan HE, hematoxylin yang merupakan pewarna basa
digunakan untuk menstain inti sel yang kaya asam nukleat,
sedangkan eosin sebagai pewarna asam digunakan untuk

menstain sitoplasma dan komponen ekstraseluler.
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2. Preparasi Sampel

Sebelum proses pewarnaan dilakukan, jaringan harus melalui
tahap deparafinisasi dan rehidrasi untuk menghilangkan parafin

serta mengembalikan kondisi jaringan ke keadaan alami.

. Aplikasi Pewarna
Tahap ini dilakukan dengan cara merendam slide ke dalam
larutan pewarna atau meneteskan pewarna langsung pada

permukaan preparat agar jaringan dapat terwarnai secara merata.

Diferensiasi dan Pencucian

Setelah pewarnaan, dilakukan proses diferensiasi untuk
menghilangkan kelebihan pewarna dan memperjelas gambaran
struktur histologis. Biasanya dilakukan dengan merendam
preparat dalam alkohol atau larutan asam, kemudian dicuci untuk

menghilangkan sisa pewarna.

Dehidrasi dan Mounting

Setelah pencucian, preparat didehidrasi menggunakan alkohol
bertingkat dan xylene untuk menghilangkan sisa air. Selanjutnya,
preparat ditutup dengan cover slip menggunakan media mounting,

lalu dibiarkan mengering sebelum diamati di bawah mikroskop.

Tahap deparafinisasi merupakan langkah awal penting dalam

pewarnaan jaringan. Tujuan utamanya adalah menghilangkan parafin

dari jaringan dan kaca objek agar penyerapan pewarna menjadi

maksimal. Karena parafin merupakan campuran hidrokarbon yang

bersifat hidrofobik dan tidak larut dalam air, maka pelarut nonpolar
seperti xylene digunakan untuk melarutkannya (Apriani dkk., 2023).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2

Penelitian ini dilaksanakan pada September 2025 — April 2026. Determinasi
tumbuhan dilakukan di Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam (FMIPA), Jurusan Biologi, Universitas Lampung.
Pembuatan ekstrak dan uji aktivitas larvasida dilakukan di Laboratorium
Zoologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), Jurusan
Biologi, Universitas Lampung. Uji fitokimia dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam (FMIPA),
Jurusan Kimia, Universitas Lampung. Uji Scanning Electron Microscope
(SEM) dilakukan di Laboratorium Riset, Fakultas Kedokteran, Universitas
Islam Negeri Raden Intan Lampung. Pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE)
serta pengamatan menggunakan mikroskop cahaya dilakukan di

Laboratorium Patologi, Balai Veteriner Lampung.

Alat dan Bahan

3.21. Alat

Beaker glass, alumunium foil, batang pengaduk, kertas saring, kertas
wrap, corong, labu erlenmeyer, gelas ukur, polybag, toples kaca,
toples plastik, tabung plastik, timbangan analitik, timbangan biasa,
spatula, kertas label, tabung reaksi, rak tabung, thinwall, rotary
evaporator, micropipet, Scanning Electron Microscope (SEM),

hotplate, stub aluminium, spesimen stub, perekat karbon, pinset, pipet
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tetes, kulkas, fumehood, saringan kecil, inkubator, mikrotom, sputter
coater, waterbath, cetakan embedding (mould), object glass, cover
glass, dan Mikroskop Cahaya.

3.2.2. Bahan

Rumput laut Gracilaria sp. segar diambil dari Pantai Merak yang
terletak di Kampung Berangbang, Desa Lontar, Kecamatan Tirtayasa
Serang, Banten, Jawa Barat. Larva Anopheles sp. instar 111 yang di
dapat dari Desa Hanura, Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung.
Pelarut yang digunakan untuk maserasi adalah metanol dan etil asetat.
Bahan-bahan yang digunakan untuk skrining fitokimia yaitu akuades,
asam klorida (p)/ HCI, asam sulfat (p)/ H2SO4, FeCI3 (Besi IlI

chlorida) 10%, asam asetat glacial, reagen Mayer, kristal magnesium.

Bahan yang digunakan untuk preparasi Scanning Electron Microscope
(SEM) yaitu akuades steril, larutan glutaraldehida 2,5% dalam buffer
fosfat 0,1 M (pH 7,2), etanol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 96%,
dan 100%), silika gel, dan emas (Au). Bahan yang digunakan dalam
uji histopatologi, yaitu akuades steril, larutan formalin buffer 10%,
etanol (30%, 50%, 70%, 96%, 100%), alkohol absolut, toluena (xylol),

paraffin cair, dan Hematoxylin-Eosin (HE).

3.3 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan
rancangan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Perlakuan yang diberikan
berupa ekstrak metanol Gracilaria sp. dan ekstrak etil asetat Gracilaria sp.
dengan lima taraf konsentrasi, yaitu kontrol (0%), 0,5%, 0,75%, 1%, dan
1,2%. Penentuan konsentrasi perlakuan berdasarkan pada metode Marcellia
dkk. (2024). Variabel terikat meliputi mortalitas larva Anopheles sp. instar Ill,

serta perubahan morfologi dan histopatologi larva. Pengamatan morfologi
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larva menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) dan histopatologi
jaringan usus tengah larva menggunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)
dilakukan untuk mendeskripsikan perubahan struktur larva pada masing-

masing perlakuan.

Setiap level perlakuan diulang lima kali dan setiap ulangan menggunakan 25
ekor larva Anopheles sp. instar I11 dalam volume larutan uji 100 mL.
Pengamatan mortalitas dilakukan setelah 24 jam perlakuan sesuai acuan
WHO (2005). Larva Anopheles sp. instar 111 yang mati dari tiap perlakuan
dipilih untuk pengamatan morfologi permukaan tubuh menggunakan SEM
dan pengamatan histopatologi dengan pewarnaan HE yang diamati di bawah

mikroskop cahaya untuk melihat kerusakan jaringan internal.

Perlakuan ekstrak metanol Gracilaria sp. terhadap larva Anopheles sp. Instar
I11 dapat dilihat pada Tabel 1. Sedangkan perlakuan ekstrak etil asetat
Gracilaria sp. terhadap larva Anopheles sp. Instar |11 dapat dilihat pada Tabel
2.

Tabel 1. Perlakuan Ekstrak Metanol Gracilaria sp. Terhadap Larva
Anopheles sp. Instar 111

Jenis Ekstrak Kode Perlakuan Konsentrasi
Metanol PM1 0%

Metanol PM2 0,5%
Metanol PM3 0,75%
Metanol PM4 1%

Metanol PM5 1,2%
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Anopheles sp. Instar 111
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Jenis Ekstrak Kode Perlakuan Konsentrasi
Etil Asetat PEA1 0%

Etil Asetat PEA2 0,5%

Etil Asetat PEA3 0,75%

Etil Asetat PEA4 1%

Etil Asetat PEAb 1,2%

3.4 Pelaksanaan Penelitian

34.1

3.4.2

3.4.3

Pengumpulan Tumbuhan

Bahan tumbuhan yang digunakan adalah rumput laut Gracilaria sp.
sebanyak 15 kg yang diperoleh dari Pantai Merak yang terletak di
Kampung Berangbang, Desa Lontar, Kecamatan Tirtayasa Serang,
Banten, Jawa Barat. Rumput laut Gracilaria sp. dipilih yang masih
segar dengan ciri tidak terdapat bercak putih, tidak terkelupas, segar,
elastis, sehat (Cyntya dkk., 2018).

Determinasi Tumbuhan

Determinasi tumbuhan dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Jurusan Biologi
Universitas Lampung

Pembuatan Simplisia

Tumbuhan yang digunakan pada penelitian ini adalah rumput laut
Gracilaria sp. Gracilaria sp. dibersihkan dari kotoran yang melekat
dan dicuci dengan air hingga bersih, kemudian ditiriskan. Selanjutnya,
Gracilaria sp. yang sudah ditiriskan dikeringkan di bawah sinar
matahari dengan cara ditutup dengan kain berwarna gelap. Gracilaria

sp. tersebut dijemur sampai kering. Simplisia yang telah kering
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diblender menjadi serbuk lalu dimasukkan ke dalam toples plastik

bertutup untuk mencegah pengaruh lembab dan pengotor seperti debu.

3.4.4 Pembuatan Ekstrak
Pembuatan ekstrak dilakukan dengan cara berikut :

a. Ekstrak Metanol Gracilaria sp.
Sejumlah 500 g serbuk simplisia kering Gracilaria sp. diekstraksi

dengan 5000 mL metanol (perbandingan 1 : 10) dengan metode
maserasi selama 7 hari, kemudian disaring. Filtrat diambil dan
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C hingga
diperoleh ekstrak kental (Sianipar dkk., 2020).

b. Ekstrak Etil Asetat Gracilaria sp.
Sejumlah 500 g serbuk simplisia kering Gracilaria sp. diekstraksi

dengan 5000 mL etil asetat (perbandingan 1 : 10) dengan metode
maserasi selama 7 hari, kemudian disaring. Filtrat diambil dan
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C hingga
diperoleh ekstrak kental (Sianipar dkk., 2020).

3.45 Pembuatan Konsentrasi

Pembuatan larutan uji dilakukan untuk memperoleh konsentrasi
perlakuan yang sesuai dengan rancangan penelitian, yaitu 0,5%,
0,75%, 1%, 1,2%, serta kontrol negatif (0%). Larutan uji dibuat dari

larutan stok ekstrak metanol dan ekstrak etil asetat Gracilaria sp.
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Perhitungan konsentrasi ekstrak metanol dan ekstrak etil asetat

Gracilaria sp. menggunakan rumus sebagai berikut.

M1.V1 = M2 V2

Keterangan:

M. = konsentrasi larutan awal (%)

Vi = volume larutan awal (mL)

M: = konsentrasi larutan setelah pengenceran (%)

V. = volume larutan setelah pengenceran (mL)

Volume akhir setiap larutan uji (V2) ditetapkan 100 mL sesuai dengan
protokol uji larvasida WHO (2005). Berdasarkan persamaan di atas,
volume larutan stok (V1) yang dibutuhkan untuk setiap konsentrasi
dihitung, kemudian dicampurkan dengan akuades steril hingga

mencapai volume akhir 100 mL.

Konsentrasi dan volume ekstrak metanol dan ekstrak etil asetat

Gracilaria sp. yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 3. Konsentrasi dan VVolume Ekstrak Metanol dan Ekstrak Etil
Asetat Gracilaria sp. yang Digunakan.

M, V2 M: Vi=(V2x M)/ Volume
(%) (mL) (%) M;: (mL) Akuades (mL)
2 100 0 (Kontrol) 0 100
2 100 0,5 25 75
2 100 0,75 37,5 62,5
2 100 1 50 50
2 100 12 60 40

Berdasarkan Tabel 3, pembuatan larutan uji dilakukan dengan

menggunakan larutan stok ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria
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sp. dengan konsentrasi awal 2% (M:). Volume larutan stok yang
digunakan pada setiap perlakuan disesuaikan dengan konsentrasi akhir
yang diinginkan (M2), dengan volume akhir larutan tetap sebesar 100

mL.

Pada perlakuan kontrol (0%), tidak digunakan larutan stok, sehingga
seluruh volume akhir terdiri dari 100 mL akuades. Pada konsentrasi
0,5%, digunakan 25 mL larutan stok yang kemudian diencerkan
dengan 75 mL akuades. Untuk konsentrasi 0,75%, digunakan 37,5 mL
larutan stok dan ditambahkan 62,5 mL akuades. Pada konsentrasi 1%,
larutan dibuat dengan mencampurkan 50 mL larutan stok dan 50 mL
akuades. Sementara itu, pada konsentrasi 1,2%, digunakan 60 mL
larutan stok yang diencerkan dengan 40 mL akuades hingga mencapai

volume akhir 100 mL.

Penggunaan persamaan pengenceran |M1.V1 = |\/|2.V2| memastikan

bahwa perbandingan jumlah larutan stok dan akuades pada setiap
konsentrasi tetap proporsional, sehingga konsentrasi larutan uji yang
diperoleh akurat dan sesuai standar. Penentuan volume akhir 100 mL
pada setiap perlakuan mengacu pada pedoman uji larvasida WHO
(2005), yang bertujuan menjaga keseragaman kondisi uji dan

meminimalkan bias.

Seluruh larutan uji dibuat secara terpisah untuk masing-masing
konsentrasi dan jenis pelarut ekstrak, lalu disiapkan sesaat sebelum
dilakukan pengujian untuk memastikan stabilitas dan aktivitas

senyawa bioaktif di dalam ekstrak.

Uji Fitokimia Metabolit Sekunder

Skrining Fitokimia terhadap ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria

sp. dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan metabolit sekunder
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yang meliputi saponin, steroid, terpenoid, tanin, alkaloid, flavonoid,
dan fenolik. Uji dilakukan berdasarkan metode Kartikasari, dkk.
(2022) dengan tahapan sebagai berikut:

a. Uji Alkaloid
Sebanyak 50 mg sampel dilarutkan dalam 10 mL pelarut. Dari

larutan ini, diambil 2 mL, kemudian ditambahkan 1 mL HCI 2N
dan 9 mL air. Campuran dipanaskan di atas penangas air selama 2
menit, didinginkan, dan disaring. Tiga tetes ekstrak ditempatkan
pada plat tetes, lalu ditambahkan pereaksi Mayer. Adanya alkaloid

ditandai dengan terbentuknya endapan putih.

Sampel yang ditambahkan asam klorida kemudian diberi pereaksi
Dragendorff menghasilkan endapan oranye kecoklatan atau merah

bata sebagai indikasi alkaloid.

Penambahan pereaksi Wagner pada sampel akan menimbulkan
endapan coklat bila alkaloid ada.

b. Uji Flavonoid
Sampel 50 mg dilarutkan dalam 10 mL pelarut, kemudian diambil

2 mL, ditambahkan serbuk magnesium dan 3 tetes HCI pekat.
Campuran dikocok kuat, dibiarkan memisah, dan perubahan warna
pada lapisan dicatat: orange menunjukkan flavon, merah muda

flavanol, merah 2,3-dihidroflavanol, dan ungu xantone.

Penambahan H2S04 pada sampel menghasilkan larutan kuning
tua, merah kebiruan (kalkon atau auron), atau oranye-merah

(flavanon), yang menandakan keberadaan flavonoid.
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c. Uji Saponin
Sebanyak 0,5 g sampel ditambahkan 2 mL aquades dan dikocok
selama 10 detik. Terbentuknya busa yang stabil minimal selama

10 menit menunjukkan adanya saponin.

d. Uji Triterpenoid dan Steroid
Sampel 50 mg dilarutkan dalam 10 mL pelarut, kemudian diambil

2 mL dan ditetesi pereaksi Liebermann-Burchard. Terbentuknya

warna biru, hijau, atau oranye menandakan keberadaan terpenoid.

Larutkan 1 mg sampel dalam 1 mL kloroform, tambahkan 1 mL
asam sulfat pekat, sehingga terbentuk dua lapisan. Munculnya
lapisan berwarna merah, oranye, atau hijau-biru menunjukkan

keberadaan steroid.

e. Uji Tanin
Sebanyak 0,5 g sampel ditambahkan 2 tetes larutan gelatin 1%
dalam NaCl. Terbentuknya endapan putih menandakan adanya
tanin. Alternatifnya, sampel 0,5 g dapat ditambahkan larutan

FeClI3 5% untuk menguji tannin.

f. Uji Fenol
Sebanyak 0,5 g sampel ditambahkan 3 tetes larutan FeClI3 1%.

Terbentuknya warna ungu atau biru-hitam menunjukkan

keberadaan senyawa fenol.

3.4.7 Uji Aktivitas Larvasida

Uji aktivitas larvasida dilakukan dengan lima perlakuan, yaitu 0,5%,
0,75%, 1%, dan 1,2%, dan akuades sebagai kontrol. Sebanyak 25
larva dimasukkan ke dalam gelas beaker berisi 100 mL larutan uji,
yaitu ekstrak metanol Gracilaria sp. dan ekstrak etil asetat Gracilaria

sp. Kontrol menggunakan akuades tanpa ekstrak. Setiap perlakuan
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dilakukan sebanyak lima kali ulangan. Larva diamati selama 24 jam
dan kematian larva dihitung berdasarkan gejala seperti tidak ada
gerakan, tubuh melengkung, atau warna berubah.

Menurut WHO (2005) pengumpulan data dilakukan dengan
menghitung jumlah rata-rata dan persentase mortalitas larva sebagai
berikut:

M
M== x100%
M

0

Keterangan:
M : Mortalitas larva nyamuk
M; : Jumlah larva mati

Mo : Jumlah larva uji

Mortalitas larva diamati dengan melihat ciri-ciri seperti larva yang
mengambang atau tenggelam pada wadah dan sudah tidak
menunjukkan tanda-tanda kehidupan (Tennyson and Arivoli, 2024).
Menurut WHO (2005), larva yang dinyatakan mati adalah larva yang
tidak menunjukkan pergerakan sama sekali meskipun telah disentuh
menggunakan jarum pada bagian siphon atau daerah leher (cervical
region), sedangkan larva sekarat (moribund) adalah larva yang tidak
mampu naik ke permukaan air atau tidak menunjukkan respons
menyelam ketika air diganggu. Dalam analisis mortalitas, larva mati
dan moribund dihitung bersama untuk menentukan persentase

kematian.

Uji Scanning Electron Microscope (SEM)

Pengamatan morfologi larva Anopheles sp. dilakukan menggunakan
larva instar 111 yang telah dinyatakan mati setelah perlakuan dengan
ekstrak metanol Gracilaria sp. dan ekstrak etil asetat Gracilaria sp.
Sampel larva tersebut merupakan hasil uji larvasida yang juga
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digunakan dalam penentuan nilai LCso, sehingga dapat digunakan
untuk menilai perubahan struktural akibat paparan senyawa bioaktif
pada konsentrasi uji tersebut (Moghazy and EI-Namaky, 2019).

Larva dari kelompok perlakuan dan kelompok kontrol (akuades steril)
diambil setelah 24 jam perlakuan. Setiap sampel larva dibersihkan
dengan akuades steril untuk menghilangkan sisa larutan ekstrak,
kemudian difiksasi primer menggunakan larutan glutaraldehida 2,5%
dalam buffer fosfat 0,1 M (pH 7,2) selama 24 jam pada suhu 4°C
(Supriyono dkk., 2022; Abed and Kareem, 2022).

Setelah fiksasi primer, larva dibilas tiga kali dengan buffer fosfat,
masing-masing selama £15 menit, kemudian dilakukan fiksasi
sekunder menggunakan larutan osmium tetroksida (OsO4) 1% dalam
buffer fosfat selama 2 jam pada suhu ruang. Tahap selanjutnya adalah
dehidrasi bertahap menggunakan seri etanol (30%, 50%, 70%, 80%,
90%, dan 100%), masing-masing selama 10-15 menit, dilanjutkan
dengan dua kali perendaman dalam aseton absolut untuk memastikan
penghilangan air secara sempurna (Molina, 2018; Supriyono dkk.,
2022; Abed and Kareem, 2022).

Sampel larva dikeringkan menggunakan critical point dryer untuk
mencegah kerusakan struktur akibat tegangan permukaan. Setelah
proses pengeringan, larva ditempatkan pada stub aluminium
menggunakan perekat karbon, kemudian dibersihkan dengan udara
bertekanan dari mini compressor untuk menghilangkan partikel halus
yang menempel. Selanjutnya, sampel dilapisi emas dengan ketebalan
sekitar £45 nm menggunakan sputter coater tipe LUXOR Au CT-
2201-0116 guna meningkatkan konduktivitas permukaannya (Yu et
al., 2015).
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Pengamatan dilakukan menggunakan Scanning Electron Microscope
(SEM) tipe Phenom Prox Thermo Scientific 2022 pada voltase
percepatan yang sesuai. Bagian morfologi yang diamati struktur
eksternal antara kepala, toraks, abdomen, dan papila anal. Mikrograf
SEM diambil pada perbesaran berbeda di berbagai bagian tubuh untuk
melihat perubahan ultrastruktur eksternal setelah perlakuan
dibandingkan dengan kontrol yang tidak diberi perlakuan. Data
morfologi larva hasil perlakuan dibandingkan dengan kontrol untuk
mengidentifikasi adanya kerusakan atau aberasi struktural, seperti
perubahan bentuk, kerusakan kutikula, keretakan permukaan, atau

deformasi organ eksternal (Yu et al., 2015).

Uji Histopatologi

Uji histopatologi dilakukan untuk mengamati perubahan struktur
jaringan usus tengah (midgut) larva Anopheles sp. mati setelah
perlakuan dengan ekstrak metanol Gracilaria sp. dan ekstrak etil
asetat Gracilaria sp. Larva yang digunakan merupakan instar 111 dan
telah melalui uji larvasida untuk penentuan konsentrasi LCso

(Susilowati dan Sari, 2022)

Larva dari kelompok perlakuan kelompok kontrol (akuades)
dikumpulkan setelah 24 jam paparan. Larva dibersihkan dengan
akuades steril untuk menghilangkan sisa ekstrak, kemudian dilakukan
fiksasi primer menggunakan larutan Bouin atau formalin buffer 10%

selama 24 jam pada suhu ruang (Adrianto et al., 2024).

Setelah fiksasi, larva dibilas dengan akuades, lalu melalui proses
dehidrasi bertingkat menggunakan etanol dengan konsentrasi 30%,
50%, 70%, 80%, 90%, dan 100%, masing-masing selama 10-15
menit. Selanjutnya dilakukan penjernihan (clearing) menggunakan

toluen hingga jaringan menjadi transparan (Adrianto et al., 2024).
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Tahap berikutnya adalah penyisipan (embedding) dalam parafin cair
pada suhu +60°C hingga parafin meresap sempurna ke dalam jaringan.
Setelah mengeras, blok parafin dipotong menggunakan mikrotom
dengan ketebalan 4-5 um. Potongan jaringan ditempelkan pada kaca
objek yang telah dilapisi perekat (adhesive slide) (Adrianto et al.,
2024).

Pewarnaan dilakukan dengan metode Hematoxylin-Eosin (HE).
Pewarnaan hematoxylin digunakan untuk menonjolkan inti sel,
sedangkan eosin mewarnai sitoplasma dan komponen ekstraseluler.
Setelah diwarnai, preparat ditutup dengan cover glass menggunakan

mounting medium (Salerno and Chiaravalli, 2022).

Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400x untuk menilai kondisi histologis jaringan. Bagian
yang diamati meliputi epitel usus tengah (midgut) (Adrianto et al.,
2024).

Hasil pengamatan kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol
untuk menilai tingkat kerusakan jaringan yang diinduksi oleh senyawa
bioaktif ekstrak Gracilaria sp. Metode ini memberikan gambaran
detail kerusakan jaringan yang tidak terlihat dengan pengamatan

morfologi eksternal

3.5 Analisis Data

Data mortalitas larva Anopheles sp. setelah 24 jam paparan pada berbagai
konsentrasi ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. dianalisis secara
kuantitatif. Persentase kematian larva dihitung terlebih dahulu untuk setiap
kelompok perlakuan. Selanjutnya, nilai LCso (Lethal Concentration 50)
ditentukan melalui analisis Probit dengan bantuan perangkat lunak SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versi 30.0, menggunakan tingkat

kepercayaan 95% (Confidence Limit/CL) guna memastikan ketepatan
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estimasi konsentrasi yang mematikan 50% populasi larva (Sangeetha et al.,
2018).

Pengaruh perbedaan konsentrasi ekstrak terhadap mortalitas larva dianalisis
menggunakan analisis varian dua arah (Two-Way ANOVA). Apabila hasil
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p < 0,05) antar
kelompok perlakuan, maka dilanjutkan dengan Tukey Honestly Significant
Difference (Tukey HSD) untuk mengidentifikasi kelompok perlakuan yang
berbeda nyata satu sama lain. Prosedur ini memungkinkan interpretasi yang
lebih rinci terkait konsentrasi ekstrak yang memberikan efek paling signifikan
terhadap mortalitas larva (Agbangba et al., 2024).

Data hasil pengamatan Scanning Electron Microscope (SEM) dianalisis
secara deskriptif kualitatif dengan membandingkan morfologi eksternal larva
pada kelompok perlakuan dan kelompok kontrol, meliputi bagian kepala,
toraks, abdomen, serta papila anal. Perubahan morfologi yang diamati
mencakup adanya deformasi, kerusakan permukaan, perubahan bentuk,
gangguan susunan rambut (setae), serta hilangnya struktur tertentu yang
didokumentasikan dalam bentuk citra mikrograf resolusi tinggi. Pengamatan
morfologi larva mengacu pada penelitian Perumalsamy et al. (2013) yang
melaporkan adanya deformasi struktur tubuh larva, kerusakan kutikula,
gangguan papila anal, dan perubahan susunan rambut akibat paparan

larvisida.

Tingkat kerusakan morfologi diklasifikasikan menjadi lima kategori, yaitu
tidak ada kerusakan, kerusakan ringan, kerusakan sedang, kerusakan berat,
dan kerusakan sangat berat berdasarkan tingkat keparahan perubahan struktur
yang diamati, dimodifikasi dari Perumalsamy et al. (2013) serta Adrianto et
al. (2024).

Pada papila anal, kategori tidak ada kerusakan ditandai oleh struktur papila

yang utuh, memanjang, dan memiliki susunan rambut yang teratur.
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Kerusakan ringan ditandai dengan perubahan awal pada permukaan dan
sebagian rambut mulai tidak teratur, namun struktur masih dapat dikenali.
Kerusakan sedang menunjukkan permukaan yang tidak teratur disertai
gangguan susunan rambut. Kerusakan berat ditandai deformasi papila anal
dan susunan rambut yang tidak jelas, sedangkan kerusakan sangat berat
menunjukkan kerusakan menyeluruh sehingga struktur papila anal tidak dapat
dikenali dengan jelas. Kriteria ini disusun berdasarkan pengamatan kerusakan
anal gills/papila anal pada larva Aedes aegypti yang dilaporkan oleh

Perumalsamy et al. (2013).

Pada bagian abdomen, tidak ada kerusakan ditandai oleh permukaan abdomen
yang utuh dan segmen yang terlihat jelas. Kerusakan ringan ditandai adanya
lipatan pada permukaan namun segmen masih dikenali. Kerusakan sedang
menunjukkan permukaan tidak teratur dan segmen mulai terganggu.
Kerusakan berat ditandai deformasi permukaan sehingga segmen sulit
dikenali, sedangkan kerusakan sangat berat menunjukkan kerusakan
menyeluruh dan struktur abdomen tidak dapat dikenali. Pada toraks, tidak ada
kerusakan ditandai dengan permukaan toraks utuh dan struktur yang jelas.
Kerusakan ringan menunjukkan adanya lipatan pada permukaan toraks
namun struktur masih dikenali. Kerusakan sedang ditandai permukaan tidak
teratur dan struktur mulai terganggu. Kerusakan berat menunjukkan
deformasi toraks sehingga struktur mulai sulit dikenali, sedangkan kerusakan
sangat berat menunjukkan kerusakan menyeluruh pada permukaan toraks

hingga struktur tidak dapat dikenali.

Pada bagian kepala, kategori tidak ada kerusakan ditandai dengan permukaan
kepala yang utuh dan bentuk normal. Kerusakan ringan ditandai mulai adanya
deformasi pada permukaan kepala sehingga bentuk kepala mulai berubah
namun masih dapat dikenali. Kerusakan sedang menunjukkan deformasi yang
lebih luas sehingga bentuk kepala tidak lagi normal. Kerusakan berat ditandai
deformasi permukaan kepala dan struktur kepala mulai sulit dikenali,

sedangkan kerusakan sangat berat menunjukkan kerusakan menyeluruh
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sehingga struktur kepala tidak dapat dikenali. Kriteria ini disusun berdasarkan
perubahan morfologi kepala larva yang dilaporkan oleh Perumalsamy et al.
(2013) dan penelitian mengenai kerusakan kutikula larva akibat larvisida..

Hasil pengamatan histopatologi dianalisis secara deskriptif dengan
membandingkan kondisi jaringan usus tengah (midgut) antara larva perlakuan
dan larva kontrol. Pengamatan difokuskan pada perubahan histologis lumen
dan epitel usus tengah. Tingkat kerusakan jaringan dikategorikan menjadi
lima tingkat, yaitu tidak ada kerusakan, kerusakan ringan, kerusakan sedang,
kerusakan berat, dan kerusakan sangat berat berdasarkan luas dan tingkat
keparahan perubahan histologis yang ditemukan. Penentuan kategori
kerusakan histopatologi dimodifikasi dari Adrianto et al. (2024), Susilowati

dan Sari (2022), serta penelitian histopatologi midgut larva nyamuk lainnya.

Kategori tidak ada kerusakan ditandai dengan lumen yang jelas, terbuka, dan
teratur, serta epitel tersusun rapi, utuh, dan normal tanpa adanya kerusakan
jaringan. Kerusakan ringan ditandai dengan lumen yang sedikit melebar dan
mulai tidak teratur, sedangkan epitel masih relatif utuh namun mulai
menunjukkan disorganisasi ringan. Kerusakan sedang ditandai dengan lumen
yang melebar dan tidak beraturan, disertai epitel yang mulai terdisorganisasi,
sebagian sel mengalami kerusakan, dan batas antarsel tampak kabur.
Kerusakan berat ditandai dengan lumen yang tidak teratur dan sebagian sulit
dikenali, sementara epitel mengalami degenerasi dan struktur jaringan tidak
tersusun dengan baik. Kerusakan sangat berat ditandai dengan lumen yang
hampir tidak dapat dikenali serta epitel mengalami disintegrasi dan
kehancuran jaringan secara menyeluruh. Deskripsi kerusakan lumen dan
epitel usus tengah mengacu pada Adrianto et al. (2024), Susilowati dan Sari
(2022), serta penelitian histopatologi midgut larva Aedes aegypti lainnya yang
melaporkan disorganisasi epitel, degenerasi sel, vakuolisasi, dan kerusakan

lumen akibat paparan larvasida.
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Seluruh perubahan jaringan didokumentasikan menggunakan mikrofotografi
untuk memberikan bukti visual terhadap perubahan histologis yang diamati
akibat perlakuan ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp.
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3.6 Bagan Alir Penelitian

Persiapan Sampel
Gracilaria sp.

[ Identifikasi Tumbuhan ]

(Lab. Botani FMIPA Unila)

l

Pembuatan Simplisia
(Pencucian, Pengeringan, Penghalusan)

l

Pembuatan Ekstrak Metanol dan Etil Asetat Gracilaria sp.
(Maserasi & Evaporasi)

|

[ Pembuatan Konsentrasi Uji Aktivitas Larvasida (%)]

(0%, 0,5%, 0,75%, 1%, 1,2%)

I

Pengamatan Aktivitas Larvasida
Larva Anopheles sp.

Ekstrak Metanol Ekstrak Etil Asetat
Gracilaria sp. Gracilaria sp.
Y
Uji Fitokimia Uji Fitokimia
(Tanin, Flavonoid, Steroid, Terpenoid) (Tanin, Flavonoid, Steroid, Terpenoid)

l

Pengamatan SEM & Pengamatan listopatologi Pengamatan SEM & Pengamatan Histopatologi
(Fiksasi, Dehidrasi, Clearing) (Fiksasi, Dehidrasi, Clearing)

A

¢ Analisis Data (ANOVA & Tukey HSD) b ( * Analisis Data (ANOVA & Tukey HSD) )

* Deskriptif Perubahan Morfologi Larva * Deskriptif Perubahan Morfologi Larva
Menggunakan SEM, Menggunakan SEM,

* Deskriptif Perubahan Histopatologi « Deskriptif Perubahan Histopatologi
Pewarnaan HE yang diamati dengan Pewarnaan HE yang diamati dengan
mikroskop cahaya. mikroskop cahaya.

8 o ¢ Y

Gambar 6. Bagan Alir Penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

5.2

1.

Senyawa metabolit sekunder yang teridentifikasi pada ekstrak metanol
Gracilaria sp. menunjukkan keberadaan alkaloid (++), serta flavonoid
(+) dan steroid (+). Sementara itu, ekstrak etil asetat Gracilaria sp.

menunjukkan adanya steroid (++) serta tanin (+).

. Ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. meningkatkan mortalitas

larva Anopheles sp. instar 111 seiring peningkatan konsentrasi, dengan

metanol menunjukkan efek lebih tinggi.

. Ekstrak metanol Gracilaria sp. lebih toksik (LCso = 0,870%)

dibandingkan ekstrak etil asetat Gracilaria sp. (LCso = 0,973%).
Paparan ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. menyebabkan
perubahan morfologi larva Anopheles sp. instar I11 berdasarkan analisis
Scanning Electron Microscope (SEM), yang ditandai dengan deformasi

pada kepala, toraks, abdomen, dan papila anal.

. Paparan ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp. menyebabkan

perubahan histopatologi jaringan usus tengah larva Anopheles sp. instar
I11 berdasarkan pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE), yang ditandai

dengan disorganisasi sel epitel dan gangguan struktur lumen usus.

Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai aktivitas larvasida ekstrak
metanol dan etil asetat Gracilaria sp. pada spesies nyamuk vektor lain

untuk mengetahui spektrum aktivitas yang lebih luas.

. Penelitian selanjutnya disarankan menambahkan kontrol positif sebagai

pembanding.
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