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Abstrak

Jeruk sambal merupakan salah satu tanaman keluarga Rutaceae yang banyak digunakan dalam industri
makanan sebagai penambah rasa dan aroma. Tanaman tersebut dikenal mengandung senyawa metabolit
sekunder seperti terpenoid, flavonoid, dan fenolik. Sementara itu, informasi bioaktivitas khususnya
antirayap dari senyawa kimia pada biji jeruk sambal belum pernah dilaporkan. Oleh karena itu,
dilakukan penelitian mengenai aktivitas anti rayap ekstrak metanol dan fraksi-fraksi dari biji jeruk
sambal terhadap rayap tanah Coptotermes curvignathus Holmgren. Penelitian dilakukan dengan
beberapa tahapan dimulai dari maserasi, partisi, uji fitokimia, dan diakhiri dengan uji aktivitas anti rayap
selama 7 hari. Hasil pengujian mortalitas rayap tanah dilihat berdasarkan nilai LCso, dengan nilai terkecil
hingga terbesar secara berturut-turut yaitu fraksi kloroform 1,689%, fraksi metanol 1,783%, fraksi n-
heksana 1,788 %, dan ekstrak metanol 2,324%. Hasil mortalitas rayap yang mencapai 100% pada
masing-masing sampel uji disebabkan karena ekstrak dan fraksi-fraksi dari biji jeruk sambal bersifat
antifeedant.

Kata kunci: antirayap, Coptotermes curvignathus Holmgren, Citrus microcarpa Bunge, mortalitas,
metabolit sekunder

Abstract

Citrus microcarpa is one of the Rutaceae family plants which is commonly used for food industries to
enhance aroma and flavor. This plant contains secondary metabolites such as terpenoids, flavonoids,
and phenolics. Unfortunately, bioactivity information, specifically anti-termites from citrus seeds is
unreported. The aim of this study was to determine anti termite activity of the methanol extract and
fractions of the citrus seeds against Coptotermes curvignathus Holmgren. The research was carried out
in several stages, starting from maceration, partitioning, phytochemical testing, and termite activity
testing for 7 days. The results of the subterranean termite mortality test were justified based on the LCs
values, from the smallest to the largest values, respectively, chloroform fraction 1.689%, methanol
fraction 1.783%, n-hexane fraction 1.788%, and methanol extract 2.324%. The results of termite
mortality which reached 100% for each tested sample were due to the extract and fractions of the citrus
seeds have antifeedant activities.

Keywords: antitermite, Coptotermes curvignathus Holmgren, Citrus microcarpa Bunge, mortality,
secondary metabolites.
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1 Pendahuluan

Rayap merupakah salah satu jenis serangga
yang bermanfaat untuk menjaga keseimbangan
alam. Akan tetapi seiring berjalannya waktu telah
banyak juga kerusakan dan kerugian yang
ditimbulkan oleh rayap. Makanan utama rayap
adalah kayu atau bahan yang mengandung
selulosa. Salah satu jenis rayap yang paling
banyak ditemukan dan merugikan secara ekonomi
karena merupakan hama tanaman kelapa sawit,
pohon karet, coklat, dan pohon adalah rayap tanah
(C. curvignathus Holmgren) [1].

Beberapa peneliti telah melaporkan beberapa
tumbuhan yang mengandung senyawa metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, fenolik, dan
terpenoid berpotensi menyebabkan kematian pada
rayap [2,3]. Meidianto, et al [4] menyatakan
bahwa tanaman kayu gaharu buaya yang memiliki

kandungan senyawa tersebut di atas dapat
digunakan sebagai pembasmi rayap tanah
(Coptotermes sp).

Selain dikenal menghasilkan buah-buahan,
beberapa bagian dari tumbuhan genus Citrus
seperti kulit buah jeruk pontianak (C. nobilis
Lour) [5] dan daun jeruk sambal (C. microcarpa
Bunge) [6] juga memiliki potensi sebagai
antirayap atau biotermitisida alami. Kandungan
utama senyawa metabolit sekunder pada genus
Citrus adalah limonoid yang termasuk dalam
golongan terpenoid [7].

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
golongan senyawa metabolit sekunder pada biji
jeruk sambal (C. microcarpa Bunge) dengan uji
fitokimia [8,9] dan menguji aktivitas antirayap
dengan metode umpan paksa [10] pada ekstrak
metanol dan fraksi-fraksinya, termasuk limonin
(1) sebagai senyawa murni yang telah diperoleh
sebelumnya dari biji jeruk sambal C. microcarpa

[7].

Gambar 1. Struktur limonin (1)

2 Metode Penelitian
2.1  Preparasi Sampel

Biji segar jeruk sambal dicuci menggunakan
air hingga bersih, kemudian di keringkan di dalam

oven pada suhu 40°C sehingga diperoleh biji
kering. Sebanyak 200 g biji kering diblender
hingga menjadi serbuk. Senyawa limonin (1) yang
diperoleh dari penelitian Widayanti, et al. [7]
dipreparasi dalam pelarut diklorometana dengan
konsentrasi 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1%.

2.2 Alatdan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu maserator kaca, autoklaf, bulb, blender,
berbagai macam peralatan gelas, desikator, kain
hitam, neraca analitik, oven (Memmert), pipet
ukur 5 mL dan 10 mL, rotary evaporator merk
DLAB (RE100-Pro), dan wadah plastik.

Bahan yang digunakan adalah asam klorida
(HCI), asam sulfat (H2SO4), FeCl; 5%, limonin
(1), kertas Whatman, kloroform p.a, metanol p.a,
n-heksana p.a, pereaksi Liebermann Burchard,
pereaksi Dragendroff, serbuk Mg, rayap tanah,
dan fipronil (kontrol positif).

2.3 Ekstraksi Biji Jeruk Sambal

Sebanyak 200 g serbuk biji jeruk sambal
dimaserasi dalam metanol selama 3x24 jam
(masing-masing 500 mL), hingga diperoleh
maserat metanol. Maserat dievaporasi pada 40°C
sampai diperoleh ekstrak metanol, lalu di timbang
untuk mengetahui berat dan persen rendemennya.
Ekstrak dilarutkan dalam 100 mL metanol dan
dipartisi secara bergantian dengan pelarut 100 mL
n-heksana dan 100 mL kloroform sehingga
diperoleh tiga fraksi. Masing-masing fraksi

dievaporasi pada 40°C hingga kering dan
ditimbang.
2.4 Uji Fitokimia

Uji alkaloid (Dragendorff), flavonoid

(Shinoda), fenolik (FeCls 5%), dan terpenoid
(Liebermann  Burchard) dilakukan  dengan
menambahkan masing-masing reagen tersebut
pada ekstrak metanol dan 3 fraksi. Hasil positif
ditandai dengan perubahan warna spesifik pada
masing-masing sampel uji [8,9].

2.5 Preparasi Kertas Umpan Rayap

Kertas Whatman dipanaskan dalam oven
pada 105°C selama 3 jam kemudian disimpan
dalam desikator selama 24 jam. Selanjutnya,
kertas Whatman direndam dalam masing-masing
larutan uji (larutan ekstrak, larutan 3 fraksi, dan
larutan limonin) selama satu jam dengan
konsentrasi masing-masing 0,2%, 0,4%, 0,6%,
0,8%, dan 1%. Kontrol negatif dari masing-
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masing sampel uji hanya berupa pelarut dengan
0% (tidak ada penambahan ekstrak, 3 fraksi, dan
limonin) sedangkan kontrol positif digunakan
fipronil 0,25%.

Kertas Whatman yang telah direndam dalam
masing-masing laruran uji kemudian dikering
anginkan hingga kering lalu ditimbang berat
awalnya. Selanjutnya masing-masing kertas uji
diletakkan dalam gelas uji yang telah berisi pasir
dan kasa.

2.6 Uji Toksisitas

Pengujian  aktivitas anti rayap C.
curvignathus dilakukan dengan metode umpan
paksa (forced feeding test) yang telah dilakukan
Ohmura, et al. [10] dengan beberapa modifikasi.
Sejumlah 45 ekor rayap kasta pekerja dan 5 ekor
rayap kasta prajurit yang dipelihara selama 1 bulan
yang sebelumnya diambil dari dalam kayu karet
dimasukkan ke dalam gelas uji dan ditutup
menggunakan kain hitam. Gelas uji diletakkan di
dalam wadah uji dan disimpan di tempat gelap
selama 7 hari. Kemudian rayap yang mati dihitung
dan dilakukan pengulangan 3 kali (triplo).

Kain Hitam

Wadah Uji

Gelang Karet
4

L 1) GelasUji

» Pasir Steril

Kapas basah

Gambar 2. Wadah uji antirayap

2.7 Uji Penghambatan makan (Antifeedant
Test)

Antifeedant test merupakan parameter yang
digunakan untuk menunjukkan tingkat laju
konsumsi rayap terhadap kertas umpan.
Pengamatan dilakukan selama 7 hari dan
penurunan berat kertas dihitung pada hari terakhir.
Penurunan berat kertas umpan dihitung dengan
menggunakan rumus di bawabh ini:

B1- B2
B1
B1= berat kertas umpan sebelum uji (g)

B2= berat kertas umpan setelah uji (g)

% Penurunan berat kertas umpan = X 100%

2.8  Perhitungan Mortalitas Rayap

Mortalitas rayap diamati selama satu minggu
dengan menghitung secara akumulatif jumlah
rayap yang mati pada hari ke-7. Mortalitas rayap
pada masing-masing gelas uji dihitung dengan
menggunakan rumus sebagai berikut [11].

Jumlah rayap yang mati

% Mortalitas (A) = x100%

Jumlah rayap awal

2.9 Analisis Data

Persentase mortalitas dan penurunan berat
kertas umpan yang diperoleh dilakukan analisis
dengan menggunakan Analisis Varians (Anova)
pada taraf kepercayaan 95%. Jika didapatkan hasil
yang berbeda nyata dilanjutkan dengan uji Least
Significance Difference (LSD) untuk mengetahui
perbedaan antar perlakuan. Data mortalitas rayap
kemudian ditentukan dengan analisis probit untuk
mengetahui nilai LCsy (Lethal concentration)
menggunakan program IBM statistik 20 [12].

3 Hasil dan Diskusi
3.1  Ekstraksi dan fraksinasi

Ekstrak metanol yang diperoleh dari 3x24
jam maserasi sebesar 23,449 gram sedangkan
massa 3 fraksi hasil partisi selengkapnya dapat
dilihat pada Tabel 1 berikut ini.

Tabel 1. Massa dan Rendemen Zat Ekstraktif

Jenis Sampel Massa Rendemen
(gram) (%)
Ekstrak metanol 23,449 11,724 %
Fraksi n-heksana 4,643 2,325 %
Fraksi kloroform 1,040 0,671 %
Fraksi metanol 1,342 0,520 %

3.2 Skrining Fitokimia
Hasil uji fitokimia dari ekstrak metanol dan 3
fraksi biji jeruk sambal dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia

. Ekstrak Fraksi
Uji -
metanol kloroform  metanol
heksana
Alkaloid + + + +
Fenolik + + + +
Flavonoid + - - +
Terpenoid + + + +
Saponin - - - -
Ket:
+ : mengandung senyawa metabolit sekunder yang
diuji

- :tidak mengandung senyawa metabolit sekunder
yang diuji
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Berdasarkan uji fitokimia diketahui bahwa
kandungan metabolit sekunder biji jeruk sambal
yaitu alkaloid, fenolik, flavonoid, dan terpenoid
sama seperti kandungan biji jeruk manis (C.
sinensis) [13]. Pada penelitian ini golongan
flavonoid tidak terkandung pada fraksi n-heksana
dan kloroform.

3.3 Mortalitas Rayap

Pada penelitian ini digunakan insektisida
regent 50EC yang mengandung fipronil dari
produsen BASF The Chemical Company. Fipronil
berfungsi sebagai kontrol positif memiliki
mortalitas 100%. Adapun fungsi kontrol positif
adalah sebagai pembanding untuk melihat apakah
sampel-sampel uji memiliki efek yang sama kuat
seperti fipronil.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
selama 7 hari, kontrol negatif dari masing-masing
sampel uji memiliki mortalitas terkecil yaitu 7-
10%. Hal ini menunjukkan bahwa masing-masing
pelarut yang digunakan tidak memiliki pengaruh
signifikan terhadap mortalitas rayap. Adapun
terdapat rayap yang mati selama pengujian
kemungkinan disebabkan beberapa hal seperti
rayap yang belum terbiasa dengan lingkungan
wadabh uji sehingga tidak dapat beradaptasi dengan
lingkungan yang diberikan [14]. Kemungkinan
lain disebabkan oleh rayap memiliki sifat
kanibalistik yaitu memakan setiap individu rayap
yang lemah atau sakit, dan rayap juga memiliki
sifat necrophagy (memakan bangkai sesamanya)

a 120 Mortalitas Rayap
100 -

L

=== Ekstrak Metanol
=== Fraksi Metanol

80 4

60 Fraksi Kloroform

Mortalitas (%)

e Fraksi n-Heksana

==L imonin

0 02 0.4 0.6 0.8 1

Konsentrasi (%)

Kontrol Positif (0,25%)

[1]. Untuk kontrol positif dengan konsentrasi
0,25% sudah terjadi kematian rayap mencapai
100% pada hari kedua. Grafik hubungan
mortalitas rayap dengan konsentrasi sampel uji
dapat dilihat pada Gambar 3.

Pada Gambar 3 terlihat bahwa konsentrasi
berbanding lurus dengan mortalitas rayap.
Semakin besar konsentrasi maka mortalitas
rayapnya semakin besar. Kontrol positif (fipronil)
pada konsentrasi 0,25% dan limonin pada
konsentrasi yang sama telah menyebabkan
mortalitas 100%, sedangkan ekstrak metanol,
fraksi n-heksana, fraksi kloroform, dan fraksi
metanol dengan konsentrasi yang berbeda
memiliki nilai mortalitas berbeda namun tidak
signifikan. Hal ini disebabkan oleh kecilnya
rentang variasi konsentrasi yang digunakan dalam
pengujian. Semakin besar konsentrasi yang
digunakan maka kandungan kimia pada ekstrak
juga lebih banyak sehingga daya racun dari
pestisida nabati semakin tinggi dan nilai mortalitas
yang dihasilkan lebih besar.

Limonin yang merupakan senyawa limonoid
telah dikenal memiliki beragam bioaktivitas
termasuk antifeedant dan antirayap [15-18].
Keberadaan gugus epoksida dan cincin furan pada
struktur limonoid bertanggung jawab terhadap
aktivitas antifeedant [16,19,20].

Mortalitas rayap dari tinggi hingga terendah
dapat dilihat dari hasil analisis nilai LCso dengan
menggunakan IBM statistik 20 pada Gambar 4.

-

g

- 2.324

1.788

2

3

1.783 1.689

1,500 - 1270

Nilai LCsy (%)

500 4

Fraksi
Metanol

Ekstrak  Fraksin-
Metanol ~ Heksana

Fraksi
Kloroform

Limonin

Sampel Uji

Gambar 3. (a) Grafik mortalitas rayap C. curvignathus pada tiap ekstrak, fraksi metanol, limonin, dan
kontrol positif setelah pengumpanan selama 7 Hari
(b) Nilai LCsotiap ekstrak, fraksi, dan limonin terhadap rayap dalam 7 Hari

Berdasarkan Gambar 3(b) terlihat nilai LCso
terendah hingga tertinggi berturut-turut yaitu
limonin, fraksi kloroform, fraksi metanol, fraksi n-
heksana, dan ekstrak metanol. Semakin tinggi
nilai LCso yang diperoleh maka semakin rendah
toksisitasnya sebaliknya semakin rendah nilai
LCso suatu sampel uji maka semakin tinggi

toksisitasnya [21]. Kematian rayap terjadi karena
adanya peran senyawa kimia pada ekstrak yang
terdapat di dalam kertas uji yang memiliki sifat
toksik dan antifeedant. Senyawa metabolit
sekunder yang terdapat pada ekstrak metanol biji
jeruk sambal adalah golongan alkaloid, flavonoid,
fenolik, dan terpenoid. Masing-masing senyawa

Nilai LC50
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metabolit sekunder ini memiliki sifat anti rayap,
baik sifat toksik maupun sifat antifeedant nya.
Mekanisme kematian rayap terjadi karena
rayap memakan kertas umpan yang berisi senyawa
aktif yang berasal dari ekstrak/fraksi biji jeruk
sambal sehingga merusak sistem saraf pada rayap
menjadi tidak berfungsi dan secara perlahan rayap
tersebut akan akan mati [22]. Rayap yang telah
terkena racun juga akan terus bergerak tanpa
terkendali sehingga bersentuhan dengan rayap
lainnya menjadi tersebar dan menyebabkan rayap
lain tersebut terkena racun yang sama (sistemik).

3.4 Uji Antifeedant/Penurunan Berat Kertas

Uji

Penurunan berat kertas umpan juga
merupakan salah  satu  parameter  yang
menunjukkan tingkat laju konsumsi rayap

terhadap kertas umpan. Semakin kecil persentase
kehilangan berat kertas umpan mengindikasikan
semakin tinggi penolakan makan rayap terhadap
kertas umpan.

== FEkstrak Metanol
el Fraksi Metanol
==dr=Fraksi Kloroform
==é=TFraksi n-Heksana

Limonin

Penurunan Berat Kertas
Uji (%0)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 Kontrol Positif

Konsentrasi (%)
Gambar 4. Grafik persentase penurunan berat
kertas umpan terhadap rayap C. curvignathus pada
tiap ekstrak, fraksi, limonin, dan kontrol positif
setelah pengumpanan selama 7 Hari.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
penurunan berat kertas umpan terbesar pada
sampel uji terdapat pada kontrol negatif dengan
rentang terkecil hingga terbesar yaitu 11,143%-
16,450%. Penurunan berat kertas umpan ekstrak
metanol sebesar 16,450%, fraksi metanol
13,529%, fraksi kloroform 11,836%, fraksi n-
heksana 11,143%, limonin 11,667%, dan kontrol
positif sangat kecil yaitu sebesar 0,471%. Pada
konsentrasi  0,2%-1% penurunan berat kertas
umpan yang terbesar terdapat pada ekstrak
metanol yaitu berkisar antara 5,573-15,164 %.
Sedangkan penurunan berat kertas umpan terkecil
dimulai dari limonin yaitu 1,384-5,890%, fraksi
kloroform berkisar antara 2,299-9,238 %, fraksi n-
heksana berkisar antara 2,678-8,792 %, dan fraksi
metanol berkisar antara 8,241-12,253 %. Hal ini

menunjukkan bahwa aktivitas terendah pada rayap
di mulai dari limonin, fraksi kloroform, fraksi n-
heksana, fraksi metanol, dan ekstrak metanol.
Grafik hubungan antara tingkat konsentrasi
dengan pengurangan berat kertas dapat dilihat
pada Gambar 4.

Gambar 4 menunjukkan bahwa penurunan
berat kertas umpan bervariasi tergantung pada
jenis sampel dan besarnya konsentrasi yang
terdapat di dalam kertas umpan. Pada Gambar 5
terlihat bahwa semakin besar konsentrasi pada
ekstrak metanol, fraksi metanol, fraksi kloroform,
fraksi n-heksana, dan limonin dapat mengurangi
jumlah konsumsi rayap pada kertas umpan.
Penurunan berat pada kertas umpan disebabkan
adanya senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, fenolik, flavonoid dan terpenoid yang
terkandung dalam masing-masing sampel uiji.
Salah satu golongan senyawa yang paling kuat
sebagai anti serangga atau antifeedant (penolak
makan) adalah limonoid dari golongan terpenoid
yang ditemukan dalam family Rutaceae [23].
Limonoid bersifat racun dan berfungsi sebagai
insektisida, berperan sebagai antifeedant terhadap
serangga dan penghambat reproduksi.

Hasil analisis menggunakan SPSS One-Way
Anova menunjukkan penambahan ekstrak pada
kertas umpan berpengaruh nyata pada penurunan
berat kertas umpan dimana nilai siginifikan dari
masing-masing ekstrak 0,00 lebih kecil dari 0,05
maka nilai Ho ditolak dan H; diterima yang berarti
pengurangan berat kertas umpan yang signifikan
berbeda nyata akibat perbedaan konsentrasi. Hasil
uji LSD dapat dilihat bahwa kontrol negatif pada
ekstrak metanol tidak berbeda nyata pada
konsentrasi 0,2% tetapi memiliki beda nyata pada
konsentrasi 0,4%, 0,6%, 0,8%, dan 1 %. Fraksi
metanol, fraksi n-heksana, dan kontrol negatif
tidak memiliki beda nyata pada konsentrasi 0,2%
dan 0,4% tetapi memiliki beda nyata pada
konsentrasi 0,6%, 0,8%, dan 1 %. Fraksi
kloroform, limonin, dan kontrol negatif memiliki
beda nyata dengan semua variasi konsentrasi. Hal
ini menunjukkan bahwa fraksi kloroform dan
khususnya limonin memiliki sifat antifeedant
yang kuat terhadap rayap [16-18].

4  Kesimpulan

Golongan senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam semua sampel uji (kecuali
limonin) adalah alkaloid, fenolik, terpenoid, dan
flavonoid. Aktivitas anti rayap dilihat dari hasil
nilai LCso dan grafik mortalitas rayap tertinggi
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dari

limonin, fraksi kloroform, fraksi metanol fraksi n-
heksana, dan ekstrak metanol. Hasil mortalitas
rayap yang mencapai 100% pada masing-masing
sampel uji disebabkan karena ekstrak, 3 fraksi, dan
limonin dari biji jeruk sambal bersifat sebagai
antifeedant. Hal tersebut menunjukkan bahwa
aktivitas antirayap ekstrak dan fraksi biji jeruk
sambal berbeda tidak signifikan dengan fipronil.

Ucapan Terima Kasih
Ucapan terima kasih staf Laboran Jurusan Kimia
FMIPA Universitas Tanjungpura.
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