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ABSTRAK 

 

UJI EFEKTIVITAS EKSTRAK ETANOL BUAH LADA HITAM  

(Piper nigrum)                 TERHADAP MORTALITAS DAN  

PERUBAHAN MORFOLOGI MIDGUT  

LARVA Aedes aegypti 

 
 

Oleh 

 

SABRINA NAILA DASTIANA 

 
Nyamuk Aedes aegypti merupakan vektor penyebab Demam Berdarah 

Dengue (DBD). Pengendalian vektor DBD biasanya bergantung pada 

larvasida sintetik. Tetapi hal ini berisiko menyebabkan resistensi  

serangga dan meninggalkan residu polutan kimiawi. Sehingga 

dibutuhkan larvasida alami yang ramah lingkungan dan tidak 

menyebabkan resistensi. Buah lada hitam (Piper nigrum) diduga 

mengandung metabolit sekunder yang berpotensi sebagai biolarvasida 

Aedes aegypti. Tujuan penelitian ini adalah menguji efektivitas ekstrak 

etanol buah lada hitam terhadap mortalitas larva Aedes aegypti dan 

mengetahui pengaruh paparan ekstrak terhadap perubahan midgut larva. 

Penelitian menggunakan metode rancangan acak lengkap dengan lima 

kelompok percobaan dan empat pengulangan sebagai berikut: K 

(Aquades + 0% ekstrak), P1 (0,25% ekstrak), P2 (0,50% ekstrak), P3 

(0,75% ekstrak), P4 (1% ekstrak). Data dianalisis dengan One-way 

ANOVA dan efektivitas ekstrak dilanjutkan ke uji Post hoc LSD 

sehingga diperoleh konsentrasi efektif. Perubahan morfologi midgut 

larva diamati                            secara deksriptif dan ditampilkan dalam bentuk tabel dan 

gambar. Hasil penelitian menunjukkan setelah paparan 24 jam 

efektivitas ekstrak tertinggi pada konsentrasi 1% sebesar 93% 

mortalitas dan efektivitas terendah pada konsentrasi 0,25% sebesar 43% 

mortalitas. Ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) 

mempengaruhi perubahan morfologi midgut larva Aedes aegypti 

ditandai dengan kerusakan membran perifer, adanya penipisan 

mikrovili, pembengkakan sel epitel dan vakuolasi sel, serta kerusakan 

membran basalis. 

 

Kata kunci: Piper nigrum, biolarvasida, mortalitas,           midgut  

Aedes aegypti. 



ABSTRACT 

 

EFFECTIVITY TEST OF BLACK PEPPER (Piper nigrum) ETHANOL 

EXTRACT ON Aedes aegypti LARVAL MORTALITY  

AND ITS MIDGUT MORPHOLOGICAL CHANGES 

 

 

By 

 

 

SABRINA NAILA DASTIANA 

 
Aedes aegypti is the vector of Dengue Hemorrhagic Fever (DHF). 

Dengue vector management usually depends on synthetic larvicides. 

However, it can lead to insect resistance and leave chemical pollutant 

residues. Therefore natural larvicides are needed for their 

environmentally friendly and do not induce insect resistance. Black 

pepper (Piper nigrum) fruit is expected to contain secondary 

metabolites beneficial as larvicides to Aedes aegypti. This study aims to 

test the effectivity of the ethanol extract of black pepper fruit on the 

mortality of Aedes aegypti larvae and determine the effect of extract 

exposure on larval midgut morphological changes. The study used a 

completely randomized design with five experimental groups and four 

repetitions as follows: K (aquades + 0% extract), P1 (0.25% extract), P2 

(0.50% extract), P3 (0.75% extract ), P4 (1% extract). The data were 

analyzed using One-way ANOVA and continued with the Post hoc LSD 

test to obtain an effective concentration. Changes in the morphology of 

larval midgut were observed descriptively and presented in the form of 

tables and figures. The results showed that after 24 hours of exposure, 

the highest effectiveness of the extract at a concentration of 1% was 

93% mortality and the lowest effectiveness was at a concentration of 

0.25% at 43% mortality. The ethanol extract of black pepper  

(Piper nigrum) fruit affected midgut morphological changes of  

Aedes aegypti larvae characterized by peripheral membrane damage, 

microvilli thinning, epithelial cell swelling and vacuolation, and 

basement membrane damage. 

 

 

Keywords:  Piper nigrum, biolarvicide, mortality,           midgut of 

Aedes aegypti.
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1  Latar Belakang dan Masalah 

Nyamuk merupakan vektor dari banyak penyakit menular yang disebabkan 

oleh sejumlah besar patogen dan parasit. Di antara spesies nyamuk vektor, 

nyamuk dari genus Aedes, terutama Aedes aegypti adalah vektor penyakit 

menular yang sangat diwaspadai. Nyamuk Aedes aegypti merupakan 

vektor pada berbagai penyakit seperti demam berdarah dengue (DBD), 

demam chikungunya, dan demam zika. Nyamuk Aedes aegypti memiliki 

penyebaran global yang luas di seluruh dunia. Umumnya Aedes aegypti 

hidup dan berkembang biak di daerah tropis dan subtropis, terutama di 

daerah perkotaan dan semi perkotaan menyebabkan penyakit Demam 

Berdarah Dengue (DBD) (Ryan et al., 2019). 

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit yang 

disebabkan oleh infeksi virus Dengue yang ditularkan kepada manusia 

melalui gigitan nyamuk Aedes aegypti betina (Kemenkes, 2022). 

Penyebaran DBD telah menjadi penyakit endemik di lebih dari 100 negara 

beriklim tropis dan subtropis seperti Afrika, Amerika, Pasifik Barat, dan 

Asia Tenggara. Kasus DBD paling banyak ditemukan di Asia. Asia 

menyumbang sebanyak 67 juta kasus infeksi atau mencakup 70% total 

kasus DBD global (Bhatt et al., 2013). Asia Tenggara menjadi wilayah 

yang paling rentan mengalami penyebaran penyakit DBD.

Kasus DBD pertama kali dilaporkan terjadi di Indonesia pada 1968 

(Maula         et al., 2018). Selama 50 tahun terakhir angka kejadian DBD di 
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Indonesia menunjukkan siklus memuncak kira-kira setiap 6-8 tahun. Pulau 

Jawa menyumbang rata-rata jumlah kasus DBD tertinggi setiap tahunnya. 

Dalam beberapa  tahun terakhir, Bali dan Kalimantan memiliki kejadian 

DBD tertinggi sementara  Papua, wilayah paling timur kepulauan 

Indonesia, memiliki kejadian DBD  terendah (Harapan et al., 2019). Pada 

2021, dilaporkan terjadi 73.518 kasus DBD dengan jumlah kematian 

sebanyak 705 kasus (Kemenkes, 2022). 

Berbagai upaya terus dilakukan untuk mengurangi jumlah kasus penyakit 

DBD. Pengobatan DBD melalui vaksin untuk anak-anak sudah mulai 

dikembangkan di Amerika Serikat. Kendati demikian efektivitas serta efek 

proteksinya masih dalam tahap riset dan perkembangan (CDCP, 2022). 

Hingga saat ini upaya penanggulangan DBD utamanya masih sangat 

bergantung pada pengendalian vektornya (Sudarmaja et al., 2022). 

Pengendalian nyamuk Aedes aegypti secara efektif dilakukan dengan cara 

memutus siklus hidup vektor, salah satunya melalui penggunaan larvasida. 

Umumnya larvasida sintetik seperti bubuk temephos (abate) digunakan 

untuk membunuh larva nyamuk di tempat perindukannya di bak mandi 

maupun genangan air jernih. Namun penggunaan larvasida sintetik                   dalam 

jangka panjang dapat menyebabkan efek resistensi. Selain itu resiko dalam 

dosis tinggi bersifat racun bagi manusia dan menimbulkan pencemaran 

lingkungan (Solihat dkk., 2021). Oleh karenanya diperlukan alternatif 

larvasida alami yang efektif dan lebih aman.  

Biolarvasida atau larvasida hayati umumnya terbuat dari bahan dasar 

bioaktif pada metabolit sekunder tumbuhan yang dapat berperan sebagai 

pengendali vektor karena bersifat toksik terhadap serangga. Kandungan 

metabolit sekunder tanaman seperti steroid, alkaloid, fenolik, terpenoid, 

dan minyak atsiri telah terbukti memiliki aktivitas insektisida, penolak 

nyamuk, dan adultisida pengendali nyamuk (Senthil-Nathan, 2020). 

Biolarvasida tidak menimbulkan pencemaran lingkungan karena 

mengandung bahan yang mudah terurai oleh alam serta memiliki toksisitas 

yang rendah terhadap serangga non-target (Silvério et al., 2020). 
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Salah satu tanaman yang telah diakui selama ribuan tahun sebagai tanaman 

yang memiliki banyak manfaat adalah lada hitam (Piper nigrum) 

(Tamokou et al., 2017). Tanaman lada hitam memiliki kandungan 

fitokimia potensial yang bermanfaat secara farmakologis. Pemanfaatan 

tanaman lada hitam (Piper nigrum) dapat dilakukan mulai dari akar, daun, 

batang, dan buahnya. Adapun kandungan fitokimia pada buah lada hitam  

(Piper nigrum) diduga memiliki aktivitas insektisida yang berpengaruh 

terhadap mortalitas   larva Aedes aegypti sehingga berpotensi digunakan 

sebagai biolarvasida. 

Midgut (usus tengah) adalah bagian tubuh yang sangat mewakili 

interkoneksi antara larva dan lingkungannya. Memahami histologi dan 

fisiologi midgut sangat penting untuk memahami mekanisme kerja dan 

efektivitas larvasida dalam kontrol                    serangga (Lemos et al., 2018). 

Senyawa bioaktif tanaman bersifat racun dengan mengganggu sistem 

pencernaan dan mengakibatkan kerusakan bagian midgut. Senyawa 

tersebut dapat masuk ke saluran pencernaan dan mengkorosi lapisan 

mukosa usus. Bagian midgut (usus tengah) larva nyamuk merupakan 

tempat utama proses pencernaan yang menjadi salah satu organ target 

larvasida (Susilowati & Sari, 2022). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, perlu dilakukan penelitian ― Uji 

Efektivitas Ekstrak Etanol Buah Lada Hitam (Piper nigrum) terhadap 

Mortalitas dan Perubahan Morfologi Midgut Larva Aedes aegypti” sebagai 

upaya pencegahan DBD melalui alternatif biolarvasida yang efektif dan 

aman bagi manusia. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mengetahui efektivitas ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) 

terhadap mortalitas larva Aedes aegypti. 

2. Mengetahui pengaruh ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) 
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terhadap perubahan morfologi midgut larva Aedes aegypti setelah 

paparan 24 jam. 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Sebagai informasi tambahan terhadap manfaat buah lada hitam  

(Piper                          nigrum) terutama dalam pengendalian Aedes aegypti. 

2. Meningkatkan penggunaan buah lada hitam (Piper nigrum) sebagai 

biolarvasida untuk menurunkan angka penyakit Demam Berdarah 

Dengue (DBD). 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 

Pemanfaatan ekstrak tanaman sebagai biolarvasida ditujukan untuk 

mengurangi ketergantungan pada larvasida sintetik. Kandungan senyawa 

fitkomia pada ekstrak tanaman dipercaya memiliki sifat larvasida yang 

toksik terhadap Aedes aegypti. Kandungan fitkomia dan kegunaan 

tanaman lada hitam (Piper nigrum) tidak terbatas  pada akar, batang, dan 

daun saja. Adapun buah lada hitam (Piper nigrum) juga dipercaya 

memiliki aktivitas larvasida terhadap Aedes aegypti. 

Midgut larva merupakan organ pencernaan yang menjadi salah satu target 

biolarvasida. Kerusakan  midgut larva dapat menjelaskan mekanisme dan 

efektivitas suatu biolarvasida. Diharapkan pada penelitian ini buah lada 

hitam memiliki aktivitas biolarvasida yang tinggi dibuktikan dengan uji 

kualitatif kandungan fitokimia ekstrak etanol buah lada hitam  

(Piper nigrum L.) dan pengamatan jumlah mortalitas larva serta 

perhitungan efektivitas ekstrak melalui analisis Post-hoc LSD. 

Pengamatan kerusakan morfologi luar dan midgut larva Aedes aegypti 

dilakukan untuk mengetahui mekanisme kerja biolarvasida.  

Penelitian ini dilakukan menggunakan ekstrak buah lada hitam 
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(Piper nigrum) dengan lima unit percobaan: 0% (kontrol); 0,25%; 0.50%; 

0.75%; dan 1%. Tiap percobaan dilakukan empat kali pengulangan 

sehingga didapatkan 20 unit. Objek pengamatan adalah larva Aedes 

aegypti instar III. Uji dilakukan terhadap 25 larva per unit percobaan 

sehingga digunakan total 500 ekor larva. Mortalitas larva diamati selama 

24 jam, dengan tabulasi data pada 30 menit, 60 menit, dan 24 jam. Data 

yang diperoleh dianalisis dengan one way ANOVA                         dan efektivitas 

aktivitas biolarvasida ekstrak diketahui melalui uji Post hoc LSD.  

Pengamatan dilakukan terhadap badan luar larva dan morfologi midgut 

setelah paparan ekstrak selama 24 jam. Pembuatan preparat midgut 

dilakukan dengan metode blok parafin yang dipotong melintang 

menggunakan mikrotom dengan ketebalan 4-6 μm dan diwarnai 

Hematoxylin-Eosin. Preparat diamati bagian membran pertiropik, sel epitel 

dan membran basalis menggunakan mikroskop cahaya  

(Nikon, Jepang). Data observasi midgut larva ditampilkan dalam bentuk 

tabel dan gambar. 

 

1.5 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) efektif terhadap                                    

larva Aedes aegypti. 

2. Ekstrak etanol lada hitam (Piper nigrum) menyebabkan perubahan 

morfologi midgut larva Aedes aegypti.  
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 II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Aedes aegypti 

Aedes aegypti berasal dari Afrika. Aedes aegypti adalah spesies nyamuk 

liar yang berkembang biak di hutan. Pembukaan lahan untuk pemukiman 

mengakibatkan Aedes aegypti beradaptasi dengan  lingkungan sekitar 

habitat manusia (peridomestik) dengan berkembang biak di wadah 

penyimpanan                       air di wilayah Afrika. Aktivitas perdagangan global pada 

abad ke-17 hingga ke-19 menyebabkan penyebaran spesies ini hingga ke 

Amerika dan                                   Asia Tenggara (Ryan et al., 2019). Aedes aegypti adalah 

vektor utama transmisi penyakit DBD di Indonesia. Aedes aegypti hidup 

dan berkembang biak di daerah beriklim tropis dan subtropis, terutama di 

daerah perkotaan dan semi perkotaan. Aedes aegypti memiliki ukuran 

tubuh yang kecil namun mudah dikenali dari morfologinya yang khas 

berupa tubuh berwarna hitam dengan belang putih (Boesri dkk., 2015). 

 

2.1.1 Taksonomi Aedes aegypti 

Klasifikasi Aedes aegypti adalah sebagai berikut:  

Kerajaan : Animalia 

Filum : Arthropoda 

Subfilum : Uniramia 

Kelas : Insecta

Ordo : Diptera  

Subordo : Nematocera 
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Famili : Culicidae 

Subfamili : Culicinae 

Genus : Aedes 

Spesies : Aedes aegypti 

(Borror dkk., 1996) 

 

2.1.2 Siklus Hidup dan Morfologi Aedes aegypti 

Aedes aegypti mengalami empat tahap perkembangan dan 

memiliki  ciri morfologi yang khas. Perkembangan Aedes aegypti 

dibagi menjadi  stadium telur – jentik – pupa – nyamuk dewasa. 

Perkembangan pada stadium telur, larva, dan pupa terjadi di air, 

sedangkan nyamuk dewasa berkembang dan  beraktivitas di udara. 

Umumnya usia nyamuk berkisar selama 2 minggu, namun ada 

pula yang mencapai 2 – 3 bulan. Siklus hidup Aedes aegypti dapat 

dilihat pada gambar 1. 

 
Gambar 1. Siklus hidup Aedes aegypti (Coon et al., 2014) 

 

A. Stadium Telur 

Telur Aedes aegypti berbentuk elips, berwarna hitam dan 

berukuran 5 – 6,6 mm (Marlik, 2017). Saat telur dikeluarkan dari 

tubuh induk nyamuk (oviposisi), telur berwarna putih dan lunak. 

Lama-kelamaan telur mengalami pigmentasi dan berubah menjadi 
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hitam dan bertekstur keras (Susanti & Suharyo, 2017). Telur 

Aedes aegypti berbentuk oval meruncing, bersimetri bilateral, 

memiliki permukaan yang mengkilap, dan permukaan sisi rata 

serta sedikit cembung (Mundim-Pombo et al, 2021). 

 

 

 

B. Stadium Larva 

Telur nyamuk akan menetas menjadi larva setelah 1-3 hari. Larva 

nyamuk atau biasa disebut jentik berukuran 0,51 cm, tidak 

berlengan dan memiliki abdomen lebih lebar dari kepala. 

Kepalanya berkembang baik dilengkapi dengan sepasang antena 

dan mata majemuk. Jentik selalu bergerak aktif di air. Sesekali 

jentik bergerak ke permukaan air untuk bernapas dengan 

mengarahkan corong udara (sifon) ke permukaan air. Pada waktu  

istirahat, posisi jentik tegak lurus dengan permukaan air. Jentik 

mengalami 4 stadium perkembangan larva (instar) sebelum 

berubah menjadi pupa. Perkiraan waktu perubahan ini sekitar 6-8 

hari (Marlik, 2017). Menurut Theodora (2018) instar nyamuk 

memiliki ciri sebagai berikut. 

1) Instar I, memiliki tubuh dan sifon yang masih transparan, 

duri- duri (spinae) pada dada belum jelas, berukuran paling 

kecil dengan panjang 1 – 2 cm, serta membutuhkan waktu 

perkembangan selama 1 hari. 

Gambar 2. Telur nyamuk Aedes aegypti (Marlik, 2017) 
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2) Instar II, ditandai dengan perkembangan sifon berwarna 

kecoklatan namun duri-duri dada belum nampak jelas, 

memiliki ukuran tubuh  sekitar 2,5 – 3,9 cm, serta 

membutuhkan waktu perkembangan selama 1-2 hari. 

3) Instar III, memiliki duri-duri dada yang jelas dan sifon 

berwarna                  coklat, ukuran tubuh berkembang mencapai 4-5 cm. 

Instar III nyamuk memiliki ukuran tubuh yang lebih besar 

daripada instar I dan II sehingga mudah diamati. Larva instar 

III memiliki struktur anatomi yang lebih jelas dan ketahanan 

fisik terhadap pengaruh eksternal. Instar III membutuhkan  

waktu 2 hari untuk berkembang menjadi instar IV  

(Nurhaifah & Sukesi, 2015).  

1) Instar IV, merupakan tahap akhir perkembangan larva 

ditandai                            dengan struktur anatomi bagian tubuh yang lengkap 

terdiri atas kepala (cephal), dada (thorax), dan perut 

(abdomen). Bagian kepala dilengkapi sepasang mata dan 

antena yang gelap. Ukuran larva mencapai 5-7 cm. Instar IV 

akan berkembang menjadi pupa dalam waktu 2-3 hari. 

 

Karakteristik morfologi larva Aedes aegypti memiliki struktur 

kepala, antena, toraks, abdomen, sifon, dan papila anal. Abdomen 

larva terbagi atas 8 segmen. Segmen kedelapan abdomen larva 

memiliki deretan duri sisir dan saluran pernapasan (sifon). Pada 

bagian terminal abdomen larva terdapat papila anus yang 

berfungsi untuk eksresi. Larva nyamuk Aedes aegypti mempunyai 

ciri khas sifon yang pendek, besar dan hitam  

(Supriyono dkk., 2023). 
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Keterangan: 1. Antena, 2. Mata, 3. Leher, 4. Protoraks,  

5. Mesotoraks, 6. Metatoraks, 7. Papila anal, 8. Sifon,  

9. Sisir ekor, 10. Duri pekten. 

 

Salah satu spesies Aedes spp. yang erat kaitannya dengan  

Aedes aegypti adalah Aedes albopictus. Aedes albopictus 

merupakan vektor sekunder penyakit DBD. Berbeda dengan 

Aedes aegypti yang dijumpai di perkotaan, Aedes albopictus 

sering dijumpai mencari makan dan bertelur di kebun atau lahan 

kosong dengan vegetasi yang cukup rapat (Fatmawati dkk., 

2014). Cara membedakan Aedes aegypti dan Aedes albopictus 

pada stadium larva adalah dengan melihat gigi sisir yang berada 

pada segmen kedelapan abdomen. Identifikasi morfologi oleh Teo 

et al. (2017), mengungkapkan bahwa larva Aedes aegypti 

memiliki gigi sisir berbentuk seperti mahkota dan memiliki duri 

lateral, sedangkan Aedes albopictus memiliki gigi sisir berbentuk 

seperti trisula dan tidak berduri lateral. 

 

Gambar 4. Identifikasi gigi sisir (comb scales) larva Aedes spp.  

  A) Aedes aegypti; B) Aedes albopictus  

Gambar 3. Morfologi Larva Aedes aegypti (Rao, 2020) 



11 
 

C. Stadium Pupa 

Pupa atau kepompong merupakan periode puasa yang ditandai 

dengan struktur kepala dan toraks menyatu menjadi bentuk seperti                                      

koma. Pada periode ini pupa tetap bernafas namun tidak makan. 

Tubuh pupa terdiri dari sepalotoraks, abdomen, sifon, dan ekor. 

Suhu optimum untuk perkembangan pupa adalah sekitar  

27
°
-30

°
 C.                      Dalam waktu 1-2 hari kulit kepompong akan pecah dan 

pupa siap berkembang menjadi nyamuk dewasa (Marlik, 2017). 

 

 

D. Stadium Nyamuk Dewasa 

Nyamuk dewasa memiliki tubuh berwarna cokelat tua kehitaman. 

Tubuh nyamuk terdiri atas tiga bagian: kepala, dada, dan perut. 

Morfologi nyamuk Aedes aegypti ditandai dengan badan 

berwarna dasar hitam disertai corak putih keperakan pada dada, 

abdomen, kaki, dan sayap. Bercak putih pada tungkai kaki dan 

dua garis keperakan melengkung berbentuk siku berhadapan 

(lyre-shaped) di punggungnya merupakan ciri utama nyamuk 

Aedes aegypti. Umumnya ukuran nyamuk jantan relatif lebih kecil 

dari nyamuk betina, yaitu sekitar 4-5 mm dan 4-6 mm. Nyamuk 

Aedes betina mempunyai abdomen yang berujung lancip dan 

Gambar 5. Morfologi Pupa Aedes aegypti (Rao, 2020)  
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mempunyai cerci yang panjang (Theodora, 2018). Antena 

nyamuk Aedes jantan dan betina memiliki 13 segmen (flagella), 

dengan panjang 1-1,5 mm dengan rambut-rambut kecil 

(funiculus) pada setiap segmen. Antena nyamuk jantan disebut 

plumose berbulu lebih lebat, sedangkan antena nyamuk betina 

yang disebut pilose berbulu jarang (Supriyono dkk., 2023). 

 

 

 
Keterangan: 1. Kepala, 2. Thoraks, 3. Abdomen, 4. Kaki,  

5. Mesepimeron, 6. Sayap, 7. Antena, 8. Probosis, 9. Lyre form,  

10. Garis melengkung, 11. Garis lurus. 

 

2.1.3 Saluran Pencernaan Aedes aegypti 

Nyamuk Aedes aegypti memiliki susunan tubuh berupa kepala, 

toraks, dan abdomen. Segmentasi tubuh ini sudah nampak sejak 

stadium larva                           berupa adanya kepala, toraks, dan delapan segmen 

abdomen (gambar 7). Susunan organ pencernaan nyamuk sudah 

jelas sejak stadium larva. Sehingga pengamatan terhadap saluran 

pencernaan nyamuk Aedes aegypti dapat dilakukan melalui 

pengamatan jaringan saluran pencernaan larva. Adapun sistem 

pencernaan larva terbagi atas tiga bagian berupa foregut, midgut, 

dan hindgut. 

Gambar 6. Nyamuk Aedes aegypti (Berri dkk., 2020). 
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Gambar 7. Segmen tubuh larva Aedes aegypti  

  (Lemos et al., 2018). 

 

Foregut (usus depan) atau stomodeum merupakan bagian usus 

yang paling dekat dengan mulut. Pada usus depan, struktur yang 

paling khas adalah proventrikulus, yang muncul sebagai 

invaginasi  esofagus yang dikelilingi oleh lapisan epitel 

kolumnar, mirip dengan sel-sel usus tengah. Sel-sel ini 

bertanggung jawab atas sekresi membran peritrofik. Selain itu 

sekresi enzim dan zat kimiawi oleh usus depan berperan dalam 

pertahanan mekanik terhadap patogen yang mungkin yang 

tertelan larva (Lemos et al., 2018). 

Midgut (usus tengah) atau mesenteron terbentang dari segmen  

I-V abdomen yang mencirikan karakter morfologis yang khas. 

Area midgut Aedes agypti berupa kompartemen pencernaan 

yang berperan dalam absorbsi nutrisi dan melumat infeksi 

patogen pencernaan. Midgut juga berperan sebagai organ 

endokrin terbesar yang mensekresikan enzim-enzim pencernaan. 

Area midgut larva Aedes aegypti memiliki lapisan epitel 

kolumnar selapis yang terdiri atas membran basal dan lapisan  

otot. Sel epitel berbentuk pipih dan memanjang, beberapa 

berbentuk gada, juga ditemukan sel berbentuk piramid. Sel-sel 

tersebut memiliki nukleus berbentuk bulat dan besar yang 

terletak di bagian basal dan apikal lapisan epitel. Permukaan 
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basal sel-sel epitel tidak rata dan memiliki banyak lekukan 

membran plasma membentuk labirin basal yang memiliki 

banyak mitokondria (Lemos et al., 2018). Pengamatan jaringan 

dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin (gambar 8) 

menunjukkan area sekitar midgut larva Aedes aegypti tersusun 

atas membran basal, sel epitel, membran peritropik, dan sel- sel 

regeneratif epitel (Jeno & Nakkeeran, 2022).  

 

 

 

 

Hindgut atau proktodeum terletak setelah segmen kelima 

abdomen. Daerah transisi antara midgut dan hindgut ditandai 

dengan adanya  kontras perubahan pada jaringan epitel. Lapisan 

epitel hindgut memiliki sel-sel berbentuk epitel kolumnar dan 

kubik yang tidak beraturan. Pada hindgut dapat ditemukan 

pilorus, irisan tubulus malpighi, serta bagian anterior ileum  

(Lemos, et al., 2018). 

 

 

Gambar 8.  Sayatan area midgut larva Aedes aegypti 

diwarnai Hematoksilin-Eosin 

(Jeno & Nakkeeran, 2022) 
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2.1.5 Pengendalian Aedes aegypti 

Pengendalian nyamuk Aedes aegypti merupakan langkah penting 

dalam memutus rantai penularan demam berdarah dengue (DBD). 

Pengendalian nyamuk bertujuan untuk meminimalkan jumlah 

populasi, atau menguranginya ke tingkat yang dapat ditoleransi 

atau tidak mengancam (Hamid dkk., 2022). Pengendalian nyamuk 

dapat dilakukan mulai dari stadium telur, larva dan dewasa. 

Pengendalian nyamuk dapat dilakukan melalui tiga cara, yakni 

secara               mekanis, kimiawi, dan biologis. 

Pengendalian nyamuk secara mekanis dilakukan dengan 

mengurangi populasi nyamuk melalui pengelolaan lingkungan 

dan sanitasi yang baik. Pengubahan lingkungan dilakukan agar 

nyamuk tidak dapat berkembang biak, istirahat, ataupun 

menggigit. Misalnya dengan program pembersihan sarang 

nyamuk untuk pengendalian vektor DBD yang terkenal dengan 

sebutan 3M yaitu menguras tempat penampungan  air (TPA), 

menutup TPA dan menimbun barang-barang yang dapat 

menampung air hujan sebagai tempat berkembang biak nyamuk 

Aedes aegypti. Pengasapan (fogging) merupakan salah satu 

metode pengendalian secara mekanik. Pengasapan menggunakan 

thermal fogging menunjukkan bahwa fogging secara signifikan 

dapat menurunkan jumlah populasi Aedes aegypti selama 20 hari  

(Ponlawat et al., 2017). 

Alternatif lain yang dapat dilakukan adalah pengendalian secara 

biologi melalui pemanfaatan agen hayati seperti bakteri  

Bacillus thuringiensis dan Bacillus sphaericus.  

Bacillus thuringiensis dapat memproduksi insecticidal crystal 

protein (ICP) atau delta-endotoksin di dalam sel                         spora ketika 

mengalami sporulasi. ICP menyebabkan aktivitas proteolisis pada 

usus serangga sehingga terbentuk pori dalam sel membran 

pencernaannya menyebabkan terganggunya keseimbangan 
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osmotik sel menyebabkan serangga akan berhenti makan dan mati 

(Gurung & Manivannan, 2020).  

Pengendalian nyamuk secara kimiawi masih menjadi pilihan 

utama       dalam mengendalikan populasi nyamuk Aedes aegypti. 

Cara ini dilakukan dengan mengaplikasikan insektisida. 

Insektisida yang umumnya dipakai adalah abate yang 

mengandung organoklorin, organofosfat, karbamat, dan piretroid 

(Sumekar & Nurmaulina, 2016). Namun, penggunaan insektisida 

secara terus menerus dapat menyebabkan resistensi pada serangga 

sasaran. Oleh karenanya saat ini dikembangkan alternatif 

bioinsektisida dari bahan dasar tanaman yang aman dan ramah 

lingkungan. Biolarvasida mengandung senyawa metabolit 

sekunder yang bersifat bioaktif yaitu flavonoid, terpenoid, 

saponin, dan steroid. Senyawa metabolit  ini bersifat sebagai racun 

terhadap serangga dan larva sehingga dapat digunakan sebagai 

larvasida. 

 

2.2 Lada Hitam (Piper nigrum) 

Lada hitam (Piper nigrum) dikenal sebagai ―Raja Rempah‖ merupakan 

salah satu rempah yang paling tua di dunia. Lada hitam (Piper nigrum) 

adalah anggota famili Piperaceae. Keluarga Piperaceae memiliki 3600 

spesies dan 13 genus. Spesies yang paling terkenal adalah Piper nigrum, 

yang banyak digunakan sebagai bumbu, termasuk merica dan lada hitam 

(Tamokou et al., 2017). 

Tanaman Lada hitam merupakan tanaman berbunga yang memiliki banyak 

manfaat. Buah lada hitam dapat dikeringkan menjadi biji merica dan 

digunakan sebagai bumbu dan rempah. Lada hitam adalah jenis tanaman 

tahunan yang tumbuh merambat di daerah tropis. Lada hitam berasal dari 

Malabar, daerah tropis di Pantai Barat India Selatan (saat ini disebut 

sebagai Kerala). Saat ini lada hitam tersebar dan dibudidayakan di banyak 
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daerah tropis seperti Vietnam, Indonesia, Brazil, dan Sri Lanka 

(Goswami  & Malvia, 2020). 

Indonesia adalah salah satu produsen lada terbesar di dunia. Lada pertama 

kali dibawa ke Indonesia oleh penjajah Portugis pada abad ke -16 dan 

menjadi rempah-rempah prioritas hingga saat ini. Lada varietas lokal mulai 

dikembangkan pada zaman kolonialisme Belanda oleh petani lokal di Jawa 

Barat. Produksi lada di Indonesia utamanya terdapat di Provinsi Bangka 

Belitung dan Lampung dengan estimasi panen delapan pukuh dua ribu ton 

pada 2017 (Bermawie et al,. 2019). 

 

2.2.1 Morfologi Lada Hitam (Piper nigrum) 

Lada hitam secara morfologi merupakan jenis tumbuhan 

memanjat  dengan batang berkayu. Tanaman lada hitam memiliki 

urat daun campylodromous, ujung daun runcing, warna daun hijau 

tua, warna batang muda hijau tua, warna batang masak hijau 

kecoklatan, warna buah muda hijau tua, sifat berbunga musiman, 

bentuk buah bulat, dan tipe tumbuhan memanjat. Varietas lada 

hitam di Indonesia sebagian besar memiliki bentuk  lamina daun 

bulat telur, bentuk pangkal daun bulat, dan tipe tepi  daun genap 

(Bermawie et al., 2019). 

Lada hitam adalah tanaman tahunan dengan tipe batang merambat 

ke atas, batang halus dan percabangan melingkar, berakar 

tunggang                           namun mirip serabut, dan berwarna keabu-abuan. Daun 

lada hitam memiliki panjang 4 –6,5 inci dengan lebar 1,5 –2 inci, 

berbentuk bulat telur atau lonjong, memiliki ujung runcing dan 

permukaan yang sangat halus, serta memiliki bunga yang tersusun 

berkelompok pada batang tegak (Prayoga dkk., 2020). Lada akan 

menghasilkan buah setelah 3-4 tahun masa tanam. Buah lada 

berukuran 5-6 mm, wangi harum, buah berbentuk beri, berbiji 

keras dan berkulit buah yang lunak. Lada ada yang berwarna 

putih,                             hijau, dan hitam. 
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Perbedaan warna buah lada ini mencirikan perbedaan masa panen 

buah pada fase yang berbeda. Kulit buah yang masih muda 

berwarna hijau, sedangkan yang tua berwarna kuning. Buah yang 

sudah masak berwarna merah, berlendir dan be rasa manis. 

Sesudah dikeringkan lada berwarna hitam. Lada hitam memiliki 

rasa yang lebih kuat dan pedas daripada lada putih, sedangkan 

lada hijau dicirikan oleh aromanya yang lembut  

(Goswami & Malvia, 2020). 

 

Gambar 9.Tanaman Lada (Piper nigrum L.)    
Keterangan: A. Tumbuhan lada; B. Daun dan buah majemuk 

lada; C. Buah lada hitam, putih, dan hijau;  
D. Lada yang sudah diproses. 

 

 

2.2.2 Taksonomi Lada Hitam (Piper nigrum) 

Klasifikasi tanaman lada hitam (Piper nigrum) menurut 

Tjitrosoepomo (1988), adalah sebagai berikut. 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Magnoliophyta 

Class : Magnoliopsida 

Order : Piperales 

Family : Piperaceae 

Genus : Piper 

Species : Piper nigrum L. 

 

Gambar 9. Tanaman Lada (Piper nigrum)   (Ahmad et al., 2012) 

A B C D 
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2.2.3 Kandungan Biokimia Lada Hitam (Piper nigrum) 

Lada hitam (Piper nigrum) memiliki banyak kandungan fitokimia 

yang bermanfaat farmakologis. Penelitian          tentang kandungan 

fitokimia lada mengungkapkan potensinya sebagai antioksidan, 

antikanker, antimikroba, anti-inflamasi, melancarkan pencernaan, 

penurun   kolesterol, antidiare, antidepresan, dan antidiabetes 

(Goswami & Malvia, 2020). Lada hitam mengandung bahan aktif 

alkaloid, fenol, tanin, kumarin, saponin, flavonoid, glikosida, dan 

minyak atsiri. Kandungan minyak atsiri lada hitam mencapai 

3,5% dan mengandung bahan seperti sabinene, pinene, 

phellandrene, linalool dan limonene. Lada hitam                          juga 

mengandung alkaloid khas piperin yang memberikan rasa pedas 

(Tamokou et al., 2017). Senyawa metabolit sekunder seperti 

steroid, alkaloid, fenolik, terpenoid, dan minyak atsiri telah 

terbukti memiliki aktivitas insektisida, penolak nyamuk, dan 

adultisida pengendali nyamuk (Senthil-Nathan, 2020).  

Penelitian oleh Solihat dkk. (2021), menyatakan beberapa 

kandungan pada  lada hitam (Piper nigrum) berpotensi digunakan 

sebagai larvasida, diantaranya: 

1.  Saponin 

Saponin merupakan senyawa glikosida kompleks yang 

tersusun atas rantai glikon larut air dan struktur aglikon larut 

dalam lemak (Gambar 8). Bagian  glikon  terdiri  dari  gugus  

gula seperti glukosa, fruktosa, dan jenis gula lainnya. Bagian 

aglikon merupakan sapogenin yang tersusun atas steroid atau 

triterpenoid (Moghimipour & Handali, 2015). Sifat kimia semi 

polar yang dimiliki saponin membuat senyawa ini mudah larut 

dalam air dan lemak. Saponin membentuk  busa  koloidal 

dalam air dan dapat menurunkan tegangan permukaan. 

Saponin memiliki sifat amfipatik yang memudahkannya 

menembus membran sel organisme. Struktur saponin 
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ditentukan oleh jumlah kerangka gula dan komposisi cincin 

steroid. Jumlah kandungan saponin pada tumbuhan 

dipengaruhi oleh usia pertumbuhan. Umumnya tumbuhan 

muda mengandung lebih banyak senyawa saponin daripada 

tumbuhan tua (Putri dkk., 2023). Kandungan saponin bersifat 

toksik terhadap mahluk hidup pada konsentrasi yang tinggi. 

Selain itu, saponin dapat menyebabkan penurunan nafsu 

makan serangga (antifeedant) karena rasanya yang pahit 

(Mugford & Osbourn, 2012). 

 

Gambar 10. Struktur kimia saponin  

(Moghimipour & Handali, 2015). 

 

2.  Steroid 

Steroid adalah senyawa organik yang tersusun atas tujuh belas 

kerangka karbon yang berikatan dengan tiga lingkar enam 

cincin sikloheksana perhidro-fenantren (cincin A, B, C) dan  

satu lingkar lima cincin siklopentana (cincin D) (Gambar 9)  

membentuk struktur 1,2 siklopentenoperhidrofenantren 

(Salempa & Muharram, 2016). Struktur biokimia ini 

memungkinkan steroid menembus membran sel dan berikatan 

dengan inti dan reseptor membran (Gomes et al., 2022). 
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Gambar 11. Struktur kimia steroid (Gomes et al., 2022). 

 

3.  Terpenoid 

Terponoid adalah senyawa fitokimia turunan asam mevalonik 

yang tersusun dari isoprena 5-karbon dan polimer isoprena 

yang disebut terpen (Gambar 10). Terpenoid memiliki struktur 

siklik yang bisa berikatan dengan alkohol. Terpenoid 

didefinisikan sebagai modifikasi senyawa terpen karena 

mengandung hidrokarbon yang teroksidasi (Yang et al., 2020). 

Terpenoid bersifat toksik terhadap serangga terutama dalam 

memfasilitasi pergerakan senyawa toksin lain melalui 

pembentukan kompleks non-polar (Yulianti dkk., 2017). 

 

Gambar 12. Struktur kimia terpenoid (Yang et al., 2020). 

 

4.  Tanin 

Senyawa tannin tersusun atas cincin benzena (C6) yang 

berikatan dengan gugus hidroksil (-OH) (Gambar 11). 

Toksisitas senyawa tanin terhadap mahluk hidup bergantung 

pada struktur kimia, konsentrasi, dan faktor lainnya. Tanin 
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dapat membentuk senyawa kompleks dengan protein. Adapun  

penambahan tanin berkonsentrasi tinggi ke dalam makanan 

hewan monogastrik diyakini menghambat penyerapan nutrisi 

dan proses pencernaan (Tong et al., 2022). Selain itu, tanin 

dapat berikatan pada protein di kulit larva dan menyebabkan 

kegagalan molting mengakibatkan larva mati sebelum dapat 

berkembang menjadi pupa (Nurhaifah & Sukesi, 2015). 

 

 

Gambar 13. Struktur kimia tanin (Noer dkk., 2023). 

 

5.  Alkaloid 

Alkaloid adalah senyawa fitokimia turunan asam amino yang 

mengandung satu atau lebih cincin heterosiklik yang 

mengandung nitrogen (Gambar 12). Alkaloid sangat reaktif 

terutama dalam reaksi biokimia. Alkaloid berkonjugasi dengan 

asam dan membentuk garam yang larut dalam air, dan banyak 

di antaranya berbentuk kristal. Hampir semua alkaloid 

memiliki rasa pahit dan kuat (Dey et al., 2020). Sifat dasar 

alkaloid adalah larut dalam air dalam kondisi asam dan larut 

dalam lemak dalam kondisi saraf dan basa. Hal ini sangat 

penting untuk pelarutan dalam bentuk terprotonasi dan 

permeasi membran dalam bentuk terdeprotonasi  

(Heinrich et al., 2021). 
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Gambar 14. Struktur kimia alkaloid (Dey et al., 2020). 

 

6.  Flavonoid 

Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 

15 atom karbon dengan dua cincin benzena (C6) terikat oleh 

rantai propana (C3) (Gambar 13). Pada tumbuhan flavonoid 

dapat ditemukan dalam bentuk bebas (aglikon) atau terikat 

dengan gula. Bentuk flavonoid yang paling umum adalah 

flavonoid terglikosilasi, diantaranya antosianidin terglikosilasi 

dikenal sebagai golongan penting dari flavonoid. Antosianidin 

bersifat peka terhadap cahaya (Dias et al., 2021). Flavonoid 

bertindak sebagai inhibitor protein AeNobo pada Aedes 

aegypti. Flavonoid mencegah sintesis hormon steroid 

(ecdysteroid) yang diregulasi oleh protein AeNobo sehingga 

menyebabkan kegagalan molting (Inaba et al., 2022). 

Flavonoid juga berperan sebagai inhibitor enzim yang 

mengakibatkan kematian pada serangga (Cahyati dkk., 2017).  
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Gambar 15. Struktur kimia flavonoid (Noer dkk., 2023). 

 

  

2.3 Biolarvasida 

Biolarvasida adalah senyawa yang bahan-bahannya didapat dari tumbuhan 

yang mengandung bahan kimia (bioaktif) dan memiliki aktivitas larvasida 

terhadap serangga (Kumara dkk., 2021). Beberapa tanaman yang dapat 

digunakan sebagai biolarvasida pada jentik nyamuk adalah daun sirsak 

(Kolo dkk., 2018), daun pandan wangi (Putri & Yushananta, 2022), daun 

lada (Solihat dkk., 2021), daun jeruk (Rahmayunita dkk., 2022), serai 

wangi (Salaki dkk., 2021), dll. Tanaman ini mengandung bahan bioaktif 

berupa flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid yang toksik terhadap larva 

nyamuk Aedes aegypti. Biolarvasida dapat digunakan sebagai alternatif 

larvasida sintetik karena memiliki beberapa keunggulan, diantaranya 

toksisitasnya spesifik pada serangga tertentu serta tidak menimbulkan efek 

racun pada mamalia. Selain itu biolarvasida tidak meninggalkan residu 

kimiawi dan mudah terurai di alam sehingga ramah lingkungan  

(Solihat dkk., 2021). 
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III.  METODE PENELITIAN 

 

3.1   Waktu dan Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-Juli 2023, di Laboratorium 

Zoologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), 

Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak etanol buah                        lada hitam  

(Piper nigrum) dilakukan di Laboratorium Botani, FMIPA, Universitas 

Lampung. Uji fitokimia dilakukan di Laboratorium Biokimia, FMIPA 

Universitas Lampung . Pembuatan preparat jaringan midgut  

Aedes aegypti dilakukan di Laboratorium Patologi Balai Veteriner 

Lampung. Adapun pengamatan preparat jaringan midgut dilakukan di 

Laboratorium Zoologi, FMIPA, Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat Penelitian 

Ekstraksi etanol buah lada hitam menggunakan alat berupa 

blender,                       kertas saring, rotary evaporator sebagai alat untuk 

menguapkan solven etanol, batang pengaduk, timbangan, botol 

gelap sebagai wadah maserasi, erlenmeyer, corong, botol sebagai 

penampung ekstrak, pipet tetes, dan gelas ukur, nampan 30x15 

cm dan gelas plastik sebagai wadah perlakuan, batang pengaduk, 

pipet tetes, pinset, kamera, jam tangan, dan tabel tabulasi data, 

mikrotom putar sebagai alat pemotong parafin, cover glass, kaca 

preparat, dan mikroskop cahaya. 
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t (r – 1)  15 

3.2.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan berupa buah lada hitam (Piper nigrum) 

yang didapat dari perkebunan di Ulubelu, Kabupaten Tanggamus, 

larutan etanol 96% sebagai pelarut ekstrak buah lada hitam, dan 

aquades sebagai pengencer ekstrak, telur Aedes aegypti yang 

diperoleh dari Laboratorium Fakultas Kedokteran Hewan IPB, 

pelet ikan, aquades, entelan, label, formaldehid 10%, xilol, etanol 

bertingkat, blok parafin dan pewarna Hematoksilin-Eosin. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL). Objek penelitian ini adalah larva  

Aedes aegypti instar III. Serta sebagai perlakuan digunakan ekstrak etanol 

buah lada hitam (Piper nigrum) dalam empat konsentrasi uji. Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan yaitu K, P1 (0,25%), P2 

(0,50%), P3 (0,75%), P4 (1%) serta pengulangan sebanyak 4 (empat) kali. 

Pengulangan tiap kelompok dihitung menggunakan rumus Federer (1997): 

 

 

 

Keterangan: t (treatment): jumlah perlakuan  

   r (replication): jumlah ulangan 

Diketahui:  t = 5 

t (r-1) ≥ 15 

5 (r-1) ≥ 15 

5r-5 ≥ 15 

5r ≥ 20 

r ≥ 4 
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Berdasarkan perhitungan tersebut diketahui jumlah pengulangan yang  

harus dilakukan sebanyak 4 kali untuk setiap kelompok kontrol dan 

eksperimen. Adapun denah susunan percoban RAL penelitian ini 

digambarkan sebagai berikut. 

 

 

KU1 PIU3 P3U2 P3U3 P2U2 

P1U1 KU2 P4U3 P4U4 P4U1 

P1U2 P4U2 KU3 PIU4 P2U1 

P2U4 P3U1 P2U3 KU4 P3U4 

Gambar 16. Rancangan Penelitian Acak Lengkap (RAL) 

 

 

Menurut pedoman WHO (2005), jumlah larva yang digunakan pada tiap 

unit percobaan berjumlah 25 ekor. Adapun jumlah larva  instar III  

Aedes aegypti yang dibutuhkan pada percobaan ini berjumlah 500 ekor. 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Penyediaan dan Persiapan Larva Aedes aegypti 

Larva yang digunakan berasal dari telur nyamuk Aedes aegypti 

yang diperoleh dari Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian 

Bogor, Jawa Barat dalam bentuk sediaan kering. Penyediaan larva 

berasal dari telur yang ditetaskan di air pada nampan berukuran 

30x15 cm yang diisi air selama 1-2 hari. Larva yang sudah menetas 

diberi makan pelet ikan yang dihaluskan dan dibiakkan di air 

selama 3-5 hari hingga melewati fase instar I sampai III. Ketika 

larva sudah sampai pada fase instar III, larva dipindahkan ke gelas 

plastik dan siap digunakan sebagai objek uji. 

 

3.4.2  Pembuatan Ekstrak Etanol Buah Lada Hitam                 (Piper nigrum) 

Buah lada yang digunakan adalah buah lada kering berwarna hitam 

berasal dari perkebunan lada di Ulubelu, Kabupaten Tanggamus. 
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Buah lada hitam dihaluskan dengan menggunakan blender hingga 

menjadi serbuk (simplisia) sebanyak 500 gr. Simplisia lada 

kemudian dimasukkan ke dalam botol gelap dan dimaserasi dengan 

perbandingan simplisia:etanol 96% adalah 1:10, ditutup hingga 

rapat dan biarkan selama 24 jam. Ekstrak hasil maserasi disaring 

menggunakan kertas saring sehingga didapatkan endapan dan 

filtrat. Endapan hasil maserasi dapat digunakan untuk remaserasi 

selama 24 jam. Filtrat yang diperoleh diuapkan pelarutnya 

menggunakan rotary evaporator pada suhu 40
°
C untuk 

memisahkan ekstrak dengan pelarut etanol sehingga didapatkan 

ekstrak buah lada hitam dengan konsentrasi 100%  

(Hasrawati dkk.,                         2022). 

 

3.4.3   Pengujian Kualitatif Fitokimia Esktrak Etanol Buah Lada 

Hitam           (Piper nigrum)  

Uji fitokimia dilakukan di Laboratorium Biokimia FMIPA 

Universitas Lampung. Pengujian fitokimia dilakukan untuk 

mengonfirmasi kandungan senyawa aktif dalam ekstrak etanol 

buah lada hitam (Piper nigum) berupa saponin, steroid, terpenoid, 

tanin, alkaloid, dan flavonoid yang berfungsi sebagai biolarvasida. 

Prosedur uji fitokimia secara kualitatif dilakukan menurut metode 

Harborne (1987) dan Robinson (1995) sebagai berikut (tabel 1.) 
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Tabel 1. Prosedur uji fitokimia ekstrak etanol buah lada hitam 

(Piper nigrum) 

No. 

 

Jenis Uji 

 

Perlakuan 

 

Hasil Pengamatan 

Bila hasil (+) 

1. 

 

 

Saponin 

 

 

0,5 mL sampel + 5 mL 

aquades, kemudian 

dikocok selama 30 

detik 

 

Terdapat busa 

(Harborne, 1987). 

 

2. 

 

 

Steroid 

 

 

0,5 mL sampel + 0,5 

mL asam asetat glasial 

+ 0,5 mL H2SO4 

 

Warna sampel 

berubah menjadi 

biru atau ungu 

(Harborne, 1987). 

 

3. 

 

 

 

Terpenoid 

 

 

 

0,5 mL sampel + 0,5 

mL asam asetat glasial 

+ 0,5 mL  H2SO4 

 

 

Warna sampel 

berubah menjadi 

merah atau kuning 

(Harborne, 1987). 

 

4. 

 

 

Tanin 

 

 

1 mL sampel + 3 tetes 

larutan FeCl3 10% 

 

 

Warna larutan hitam 

kebiruan 

(Robinson, 1995). 

 

5. 

 

 

 

 

Alkaloid 

 

 

 

 

0,5 mL sampel + 5 tetes 

kloroform + 5 tetes 

pereaksi Mayer (1 g Kl  

dilarutkan dalam 20 mL 

aquades, ditambahkan 

0,271 g HgCl2 hingga 

larut)  

 

Warna larutan putih 

kecoklatan 

(Robinson, 1995). 

 

 

 

 

 

6. 

 

 

 

Flavonoid 

 

 

 

0,5 mL sampel + 0,5 g 

serbuk Mg + 5 mL HCl 

pekat (tetes demi 

setetes) 

Warna larutan merah 

/ kuning dan 

ditemukan busa  

(Harborne, 1987). 

 

 

3.4.4 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Buah Lada Hitam 

(Piper nigrum) sebagai Larutan Uji 

Larutan stok ekstrak buah lada hitam (Piper nigrum)  konsentrasi 

100% dibuat pengenceran ekstrak dengan konsentrasi 0,25 %; 

0,50%; 0,75%; serta 1% yang disimpan dalam botol penampung. 



30 
 

V1M1 = V2M2 

 

Keterangan: 

V1: volume larutan stok yang harus diencerkan (ml)  

M1: konsentrasi esktrak buah lada yang tersedia (%) 

V2: volume ekstrak yang diinginkan (ml)  

M2: konsentrasi ekstrak buah lada yang dibuat (%) 

 

 

Tabel 2. Volume unit percobaan ekstrak etanol buah lada hitam   

(Piper nigrum) 

 

M1 V2 M2 V1 = V2 M2 
M1 

Pengulangan 
V1 x 4 

100% 200 ml 0,25% 0,5 ml 2 ml 

100% 200 ml 0,50% 1 ml 4 ml 

100% 200 ml 0,75% 1,5 ml 6 ml 

100% 200 ml 1% 2 ml 8 ml 

Total 20 ml 

 

3.4.5  Uji Efektivitas Ekstrak terhadap Mortalitas Larva  

Aedes aegypti 

Mula-mula ekstrak buah lada hitam (Piper nigrum) dibuat dalam 

berbagai konsentrasi: 0,25%; 0,50%; 0,75%; dan 1% dan larutan 

kontrol (0% ekstrak). Unit perlakuan ekstrak buah lada hitam yang 

digunakan terdiri dari 5 perlakuan dan 4 kali pengulangan sehingga 

didapatkan 20 unit percobaan. 

Sebanyak 200 ml larutan ekstrak uji dimasukkan ke gelas plastik 

untuk tiap unit percobaan. Kemudian dimasukkan sebanyak 25 

ekor larva instar III Aedes aegypti ke setiap gelas plastik dan 

direndam selama 24 jam. Mortalitas larva dicatat pada menit ke- 

30, 60, dan 1440 (Susilowati & Sari, 2022). Pengamatan efektivitas 

larvasida diukur dari jumlah mortalitas larva setelah 24 jam pada 

suhu kamar.  Larva yang tenggelam ke dasar gelas plastik, tidak 

bergerak dan tidak merespon terhadap rangsangan ditandai sebagai 

larva yang mati. 
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Persentase mortalitas larva = Jumlah larva yang mati x 100% 

Jumlah larva yang diuji 

Persentase mortalitas larva dihitung dengan rumus berikut  

(Abbot, 1925): 

 

 

3.4.6 Persiapan Pembuatan Preparat Jaringan Midgut Larva 

Aedes aegypti setelah diberi Perlakuan Uji. 

Pemeriksaan histopatologi midgut larva menggunakan metode blok 

parafin (Ustiawaty & Zacharia, 2018) sebagai berikut. 

1. Proses Fiksasi 

Mula-mula diambil larva Aedes aegypti  pada tiap unit 

perlakuan dan dipisahkan dari larutan ekstrak uji. Larva yang 

sudah mati difiksasi dengan larutan formaldehid 10% pada                         

suhu kamar selama 24 jam. 

2. Proses Dehidrasi dan Clearing 

Larva didehidrasi menggunakan etanol bertingkat secara 

berturut-turut pada larutan etanol 70%, 80%, 96% dan etanol 

absolut. Larva dipindahkan ke dalam larutan xilol selama  

24 jam untuk proses clearing alkohol. Larva dipindahkan ke 

dalam parafin cair selama 30 menit untuk proses infiltrasi. 

3. Proses Embedding 

Larva dipindahkan ke dalam parafin bergantian (I, II, III) 

selama 1 jam. Kotak-kotak kertas (cetakan untuk embedding) 

disiapkan dan diisi dengan parafin cair, dan segera dipindahkan 

larva dalam kaset ke dalam parafin    .                  Larva diletakkan dengan 

posisi tegak, bagian kepala berada di bawah dan ekor berada di 

atas. Parafin dibiarkan semalaman agar membeku dan 

membentuk parafin blok. 
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4. Proses Sectioning 

Blok parafin yang berisi larva Aedes aegypti dari 5 unit 

percobaan dipotong melintang dengan menggunakan mikrotom 

dengan ketebalan 4-6 μm. Pemotongan jaringan larva 

(sectioning) dilakukan dengan menempelkan blok pada holder, 

siap untuk dilakukan pemotongan menggunakan mikrotom 

putar                                    secara cross sectional dengan ketebalan 4 μm. Pita 

parafin yang dihasilkan selanjutnya dibuat preparat dengan 

dimasukkan dalam waterbath dan kemudian diletakkan  pada 

object glass. 

5. Proses Staining 

Staining adalah proses pewarnaan preparat jaringan dengan 

Hematoksilin-Eosin. Proses pewarnaan dimulai dengan 

merendam gelas objek berisi sampel dalam xilol sebanyak dua 

kali selama 10 menit agar pita parafin hilang (deparafinasi), 

selanjutnya rehidrasi zat warna yang larut dalam air. Kemudian 

dehidrasi zat warna larut alkohol bertingkat berturut-turut 

(70%, 80%, 96%, 100%) selama 5 menit. Jaringan kemudian 

dipindahkan ke pewarna hematoksilin selama 10 menit. 

Sampel direndam pada xilol agar gelas objek jernih. Sampel 

ditutup dengan cover glass dan direkatkan dengan perekat 

entelan. Preparat kemudian diberi label identitas. 

 

3.5 Pengamatan 

Pengamatan mortalitas larva dilakukan dengan menghitung persentase 

mortalitas pada 30, 60 dan 1440 menit (Susilowati & Sari, 2022). 

Kemudian setelah paparan ekstrak selama 24 jam diamati perubahan pada 

bagian luar tubuh dan midgut larva Aedes aegypti. Bagian luar tubuh 

diamati menggunakan mikroskop binokuler (Nikon, Jepang) dengan lensa 

objektif perbesaran 4x. Sedangkan pengamatan midgut larva menggunakan 
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mikroskop cahaya pembesaran 100x. Indikator pengamatan  meliputi ada 

tidaknya kerusakan pada bagian membran pertiropik, sel epitel dan 

membran basalis (Mading dkk., 2018). 

 

3.6 Analisis Data 

Analisis data pengamatan mortalitas larva dilakukan menggunakan IBM 

SPSS Statistics 29. Data mortalitas larva Aedes aegypti pertama-tama diuji 

analysis of varians (ANOVA). Apabila diperoleh hasil yang signifikan 

dilakukan uji lanjutan dengan uji Post hoc LSD untuk menentukan 

perbedaan pengaruh antar konsentrasi perlakuan terhadap angka mortalitas 

secara statistik sehingga dapat diketahui kosentrasi yang paling efektifm. 

Adapun  pengamatan perubahan jaringan midgut larva Aedes aegypti 

dianalisis secara deskriptif dan data ditampilkan dalam bentuk tabel dan 

gambar. 
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Persiapan telur nyamuk Aedes aegypti 

Laboratorium Zoologi, FMIPA). 

Persiapan dan ekstraksi etanol buah lada 

hitam   (Laboratorium Botani, FMIPA). 

Penetasan dan pemeliharaan telur 

menjadi Larva instar III 

Uji Fitokimia ekstrak etanol buah lada 

hitam  (Laboratorium Biokimia, FMIPA). 

 

25 ekor larva Aedes aegypti instar III dimasukkan ke dalam gelas 

plastik ukuran 250 mL pada setiap kelompok perlakuan 

Fiksasi, dehidrasi, clearing, infiltrasi, embedding, cutting, deparafinasi, 

pewarnaan sampel (Laboratorium Patologi BVET Lampung). 

Analisis data 

Pengamatan preparat jaringan midgut larva 

Aedes aegyppti dengan mikroskop. 

3.7 Diagram Alir Penelitian 
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0,50% 

Ekstrak 
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Pengamatan mortalitas larva Aedes aegypti pada 30, 60, dan 1440 

menit. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 
 

 

5.1 Simpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan 

sebagai berikut. 

 

1. Ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) efektif sebagai  

larvasida Aedes aegypti pada konsentrasi 1%. 

2.  Ekstrak etanol buah lada hitam (Piper nigrum) menyebabkan 

perubahan morfologi midgut ditandai oleh kerusakan sel membran 

perifer, mikrovili, sel epitel, dan membran basalis. 

 

 

5.2 Saran 

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai hal-hal berikut. 

1. Pengamatan jumlah mortalitas larva selama 48 jam dengan variabel 

kontrol positif seperti temephos (abate). 

2. Uji biolarvasida terhadap perubahan histopatologi bagian kepala 

(cephal) dan usus depan (foregut) larva Aedes aegypti. 

3. Uji ekstrak buah lada hitam (Piper nigrum) terhadap organisme 

non-target.
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