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ABSTRAK

Culex quinquefasciatus merupakan vektor utama penyakit
filariasis yang masih menjadi masalah kesehatan di daerah
tropis. Penyakit ini dapat menyebabkan kecacatan permanen
seperti pembengkakan jaringan (lymphedema) yang berdampak
signifikan terhadap kualitas hidup penderitanya. Penggunaan
Bacillus thuringiensis (Bt) sebagai larvasida hayati menjadi
alternatif ramah lingkungan dibandingkan insektisida kimia.
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan toksisitas dua
isolat Btlokal asal Semarang yaitu BTS1 (asal wilayah perkotaan)
dan BTS2 (asal wilayah kabupaten dengan larvasida komersial
Bactivec (BAC) terhadap larva Culex quinquefasciatus instar III.
Uji toksisitas dilakukan pada dua waktu pengamatan yakni 20
jam dan 24 jam. Isolat Bt lokal diuji dengan variasi dosis 0,1 ml;
0,3 ml; 0,5 ml; 0,7 ml; 1 ml; dan 3 ml, sedangkan Bactivec diuji
dengan dosis lebih rendah, yaitu 0,0001 ml; 0,0005 ml; 0,0007
ml; 0,001 ml; 0,003 ml; dan 0,01 ml. Nilai LCso dan LCqq dianalisis
menggunakan regresi probit. Hasil menunjukkan bahwa pada
pengamatan 20 jam, nilai LCso berturut-turut adalah Bactivec =
0,000624 ml; BTS1 = 00,816 ml; dan BTS2 = 1,210 ml. Adapun
nilai LCgp-nya adalah Bactivec = 0,00171 ml; BTS1 = 1,161 ml;
dan BTS2 = 2,692 ml. Sementara pada 24 jam, nilai LCso adalah
Bactivec = 0,000612 ml; BTS1 = 0,788 ml; dan BTS2 = 1,007 ml.
Nilai LCgp-nya adalah Bactivec = 0,00142 ml; BTS1 = 1,148 ml;
dan BTS2 = 1,907 ml. Urutan efektivitas dari yang paling toksik
adalah Bactivec > BTS1 > BTS2. Selain itu, perlakuan Bt juga
menyebabkan perubahan morfologi larva seperti warna tubuh
yang lebih gelap, kerusakan pada abdomen, dan pembengkakan,
terutama setelah 24 jam. Isolat lokal BTS1 menunjukkan potensi
sebagai biolarvasida alternatif meskipun masih di bawah
efektivitas Bactivec.

Kata Kunci: Bacillus thuringiensis, Bactivec, Biolarvasida, Culex
quinquefasciatus, Isolat lokal, LCso, LCoo
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ABSTRACT

Culex quinquefasciatus is the primary vector of filariasis, a
disease that remains a significant public health problem in
tropical regions. This disease can cause permanent disabilities
such as tissue swelling (lymphedema), which severely impacts
the quality of life of affected individuals. The use of Bacillus
thuringiensis (Bt) as a biological larvicide offers an
environmentally friendly alternative to chemical insecticides.
This study aims to compare the toxicity of two local isolates Bt
from Semarang BTS1 (from urban areas) and BTS2 (from rural
areas) with the commercial larvicide Bactivec (BAC) against
third instar Culex quinquefasciatus larvae. Toxicity tests were
conducted at two observation periods 20 hours and 24 hours.
The local isolates Bt were tested at doses of 0,1 ml; 0,3 ml; 0,5 ml;
0,7 ml; 1 ml; and 3 ml, while Bactivec was tested at lower doses:
0,0001 ml; 0,0005 ml; 0,0007 ml; 0,001 ml; 0,003 ml; and 0,01
ml. LCso and LCqq values were analyzed using probit regression.
The results showed that at the 20-hour observation, the LCsg
values were: Bactivec = 0,000624 ml; BTS1 = 0,816 ml; and BTS2
= 1,210 ml. The corresponding LCoo values were: Bactivec =
0,00171 ml; BTS1 = 1,161 ml; and BTS2 = 2,692 ml. At 24 hours,
the LCsq values were: Bactivec = 0,000612 ml; BTS1 = 0,788 ml;
and BTS2 = 1,007 ml, while the LCoo values were: Bactivec =
0,00142 ml; BTS1 = 1,148 ml; and BTS2 = 1,907 ml. The order of
effectiveness from the most toxic to the least was: Bactivec >
BTS1 > BTS2. In addition, Bt treatments caused morphological
changes in the larvae, including darkened body color, abdominal
damage, and swelling, especially after 24 hours. The BTS1 local
isolate demonstrated potential as an alternative biolarvicide,
although its effectiveness remains lower than that of Bactivec.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Bactivec, Biolarvicide, Culex
quinquefasciatus, Local isolate, LCsg, LCqo
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BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Filariasis adalah penyakit kaki gajah yang disebabkan

oleh infeksi cacing filaria yang menyerang saluran limfatik
dan jaringan subkutan (Saeed et al.,, 2016). Penyakit ini
tergolong dalam kategori Penyakit Tropis Terabaikan
(Neglected Tropical Diseases) dan menjadi salah satu fokus
utama dalam Program Pembangunan Kesehatan di
Indonesia periode 2015-2019 (Depkes RI, 2018).
Meskipun filariasis jarang menyebabkan Kkematian,
penyakit ini  berdampak terhadap  penurunan
produktivitas penderitanya. Pada tahap kronis, infeksi
dapat menimbulkan rasa nyeri dan kecacatan berupa
lymphedema (pembengkakan jaringan), yang bisa terjadi
pada kaki, lengan, payudara, atau skrotum (Fitriyana et al.,
2018). Siklus hidup parasit ini berlangsung dalam dua
inang, yaitu manusia dan nyamuk. Makrofilaria hidup di
saluran dan kelenjar getah bening, sedangkan mikrofilaria
beredar di aliran darah tepi dan dapat bertahan hidup
selama 5-10 tahun (Infodatin Kemenkes, 2018).

Salah satu vektor utama penularan filariasis di wilayah
tropis adalah nyamuk Culex quinquefasciatus, yang
berperan dalam menularkan infeksi Wuchereria bancrofti

(Arsin, 2016). Culex termasuk nyamuk yang aktif menggigit
1



pada malam hari dan sering dianggap sebagai nyamuk
pengganggu. C. quinquefasciatus, yang dikenal secara
global sebagai the southern house mosquito, memiliki tubuh
berwarna coklat kemerahan dengan ukuran sedang dan
tersebar luas di wilayah tropis (Centre of Agriculture and
Biosciences International, 2019). Nyamuk ini termasuk ke
dalam kelas Insekta, ordo Diptera, famili Culicidae, dan
genus Culex. Habitat perkembangbiakannya umumnya
berada di air kotor, seperti genangan air, rawa-rawa,
persawahan, kolam bervegetasi, semak belukar, dan
kandang ternak (Nurjazuli & Santjaka, 2020).

Menurut Astuti (2017), C. quinquefasciatus adalah
vektor utama penyebaran filariasis di Indonesia yang telah
teridentifikasi di berbagai wilayah seperti Aceh, Jawa
Barat, Jakarta, Jawa Tengah, serta Papua. Berdasarkan data
Profil Kesehatan Indonesia tahun 2014, nyamuk ini
menjadi vektor filariasis utama di Pulau Jawa, terutama di
daerah endemis filariasis di Jawa Tengah. Pada tahun 2015,
tercatat 508 kasus filariasis di Provinsi Jawa Tengah. Kota
Semarang mengalami peningkatan kasus sejak tahun 2011
hingga 2018, mencapai 33 kasus (Dinkes Kota Semarang,
2018), dan berdasarkan portal data Jawa Tengah tahun
2024, pada tahun 2020 tercatat 4 kasus filariasis di kota

Semarang.
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Disisi lain, kabupaten Semarang di Provinsi Jawa
Tengah ditetapkan sebagai daerah endemis filariasis oleh
Kementerian Kesehatan pada tahun 2015, dengan jumlah
penderita hingga tahun 2017 sebanyak 9 kasus. Kabupaten
Semarang merupakan salah satu dari sembilan
kabupaten/kota endemik filariasis di Provinsi Jawa
Tengah (Dinkes Provinsi Jateng, 2016). Kondisi lingkungan
dan perilaku masyarakat setempat mendukung
perkembangan vektor nyamuk, mengingat habitat
perkembangannya berada di sekitar permukiman
(Rahanyamtel et al., 2019; Ramadhani et al., 2019).

Kota Semarang dan kabupaten Semarang memiliki
kondisi geografis serta lingkungan yang tidak sama,
sehingga berpotensi memengaruhi keberadaan maupun
perkembangan vektor nyamuk. Kota Semarang terletak di
kawasan pesisir utara Jawa Tengah dengan ketinggian
rendah sekitar 0-340 meter di atas permukaan laut (mdpl)
dan suhu udara relatif lebih panas (Susanto, 2017). Situasi
ini membuat beberapa wilayah, khususnya daerah padat
penduduk dan rawan banjir, menjadi tempat yang sesuai
bagi perkembangbiakan C. quinquefasciatus (Pertiwi et al.,
2019). Sementara itu, kabupaten Semarang berada pada
dataran yang lebih tinggi (+318-1.450 mdpl) dengan suhu

lebih sejuk serta curah hujan yang cukup tinggi, lingkungan



tersebut menyediakan berbagai habitat potensial bagi
nyamuk, seperti sawah, rawa, maupun genangan air di
sekitar permukiman (Dewi et al., 2018).

Penanganan populasi nyamuk C. quinquefasciatus
memiliki urgensi yang tinggi, karena perannya sebagai
vektor utama filariasis. Secara umum, pengendalian
dilakukan dengan insektisida kimia, namun
penggunaannya menunjukkan dampak negatif terhadap
lingkungan, kesehatan manusia, serta organisme non-
target (Handayani, 2016). Meskipun insektisida masih
diperlukan, penerapannya harus sesuai dengan regulasi
yang berlaku, terutama terkait konsentrasi dan frekuensi
penggunaan (Kemenkes, 2012). Demikian, diperlukan
insektisida ramah lingkungan serta berpengaruh dalam
eliminasi larva nyamuk dengan memanfaatkan organisme
hidup, seperti bakteri, yang dikenal sebagai bioinsektisida.
Salah satu bakteri yang terbukti mampu mengendalikan
larva Ordo Diptera adalah B. thuringiensis (Yulian, 2016).

Bacillus thuringiensis (Bt) adalah bakteri Gram-positif
memiliki bentuk bacil yang bisa hidup dalam kondisi aerob
maupun anaerob fakultatif. Bt mampu memproduksi
kristal protein selama fase sporulasi. Kristal protein dari Bt
berfungsi sebagai racun yang menyerang sistem

pencernaan larva (Blondine & Yuniarti, 2001). Saat larva
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memakan toksin ini, dinding usus larva mengalami
kerusakan, yang menyebabkan kematiannya. B.
thuringiensis efektif membunuh berbagai jenis larva
nyamuk seperti Aedes, Culex, dan Anopheles, akan tetapi
tidak berbahaya bagi organisme non-target (WHO, 1999).
Oleh karena itu, B. thuringiensis diprioritaskan untuk
dikembangkan sebagai bioinsektisida (Yunus, 2017).
Namun, dalam penelitian ini istilah yang digunakan lebih
difokuskan pada biolarvasida, mengingat target utama
pengendalian adalah fase larva C. quinquefasciatus.
Beberapa penelitian telah membuktikan efektivitas B.
thuringiensis sebagai agen hayati dalam pengendalian
larva C. quinquefasciatus, vektor utama penyakit filariasis
limfatik. Subekti et al.,, (2024) menyimpulkan bahwa Bt
merupakan larvasida yang efektif membunuh larva C
quinquefasciatus. Meski efektivitasnya masih sedikit di
bawah larvasida kimia temephos, Bt memiliki keunggulan
berupa ramah lingkungan dan risiko resistensi yang lebih
rendah, sehingga menjadi alternatif pengendalian yang
lebih aman dan berkelanjutan. Meskipun penggunaan
temephos selama ini masih dominan dalam pengendalian
larva C. quinquefasciatus, pemakaian jangka panjang
larvasida kimia ini berpotensi menimbulkan dampak

negatif pada lingkungan serta meningkatkan risiko



resistensi pada populasi nyamuk. Penelitian Salamun
(2021) juga menjelaskan bahwa toksin Bt dapat
mengganggu sistem pencernaan larva serta merusak
struktur abdomen dan toraks, yang menyebabkan
kematian larva dalam waktu relatif singkat. Bt
menghasilkan kristal protein (endotoksin) yang bersifat
spesifik dan toksik terhadap larva nyamuk, tetapi aman
bagi organisme non-target. Oleh karena itu, pengembangan
larvasida hayati seperti Bt semakin mendapatkan
perhatian sebagai solusi alternatif yang lebih
berkelanjutan dan ramah lingkungan.

Penelitian mengenai perbandingan tingkat toksisitas B.
thuringiensis hasil isolasi di kota dan kabupaten Semarang
dengan Bactivec terhadap larva C. quinquefasciatus instar
III belum pernah dilakukan sebelumnya. Sebagian besar
penelitian sebelumnya hanya menguji isolat tunggal atau
produk komersial tanpa membandingkan isolat Bt dari
wilayah geografis berbeda. Penelitian Subekti et al., (2024),
Bello et al., (2022) dan Elqowiyya (2015) lebih fokus pada
uji efikasi isolat tunggal atau produksi komersial secara
umum tanpa membandingkan isolat dari berbagai daerah.
Hingga saat ini, belum ada studi yang membandingkan
tingkat toksisitas isolat Bt hasil isolasi dari kota dan

kabupaten Semarang dengan produk biolarvasida
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komersial seperti Bactivec terhadap larva C
quinquefasciatus instar 1IIl, karena penggunaan B.
thuringiensis kurang direkomendasikan untuk larva instar
[ atau I (Manimegalai, 2014).

Perbedaan Kkarakteristik lingkungan kota dan
kabupaten Semarang dapat memengaruhi kemampuan
adaptasi sekaligus tingkat toksisitas isolat B. thuringiensis
dari kedua wilayah, sehingga perbandingan isolat kota dan
kabupaten Semarang penting untuk dilakukan dengan
produk biolarvasida komersial Bactivec sebagai kontrol
positif perbandingan. Penelitian ini diharapkan mampu
menggali potensi isolat lokal yang lebih adaptif dan efektif

dalam mengendalikan larva nyamuk.



Rumusan Masalah

1.

Bagaimana tingkat toksisitas B. thuringiensis hasil
isolasi dari kota dan kabupaten Semarang serta
Bactivec terhadap larva C. quinquefasciatus instar 1117
Bagaimana perbandingan tingkat toksisitas B.
thuringiensis hasil isolasi dari kota dan kabupaten
Semarang dengan Bactivec terhadap larva C

quinquefasciatus instar 1117

Tujuan Penelitian

1.

Mengetahui tingkat toksisitas B. thuringiensis hasil
isolasi dari kota dan kabupaten Semarang serta
Bactivec terhadap larva C. quinquefasciatus instar II1I.

Mengetahui  perbedaan tingkat toksisitas B.
thuringiensis hasil isolasi dari kota dan kabupaten
Semarang dengan Bactivec terhadap larva C

quinquefasciatus instar II1.

. Manfaat Penelitian
1.

Manfaat Teoritis
Penelitian ini memberikan pemahaman lebih

mendalam terkait toksisitas B. thuringiensis terhadap
larva C. quinquefasciatus instar III, sehingga
berkontribusi pada pengembangan teori mengenai
efektivitas biolarvasida berbasis mikroorganisme.

Dengan membandingkan isolat lokal dari kota dan
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kabupaten Semarang dengan produk biolarvasida
komersial Bactivec, penelitian ini juga dapat
memperkaya pemahaman mengenai perbedaan
toksisitas  antar isolat dan  faktor yang
memengaruhinya, serta hasilnya dapat mendukung
pengembangan teori mengenai efektivitas biolarvasida
berbasis mikroorganisme dalam Pengendalian vektor
penyakit.

2. Manfaat Praktis
a. Bagi Peneliti
Penelitian ini bermanfaat untuk menambah

wawasan terkait B. thuringiensis baik tentang
toksisitas dan aplikasinya dalam pengendalian
vektor nyamuk, terutama C. quinquefasciatus.
Peneliti juga memperoleh pengalaman praktis
dalam isolasi, kultur mikroba, serta pengujian
bioassay yang merupakan keterampilan penting
dalam bidang mikrobiologi, serta menjadi
kesempatan secara langsung untuk mempraktekan
ilmu yang sudah didapat selama perkuliahan dalam
bidang riset mikrobiologi dan fisiologi hewan.

b. Bagi Masyarakat
Penelitian ini berpotensi memberikan solusi

pengendalian populasi nyamuk C. quinquefasciatus,

yang merupakan vektor penyakit filariasis, dengan
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cara yang lebih ramah lingkungan. Penggunaan B.
thuringiensis sebagai biolarvasida dapat menjadi
alternatif yang efektif dan lebih aman
dibandingkan dengan insektisida kimia, sehingga
membantu mengurangi risiko penyebaran
penyakit tanpa mencemari lingkungan atau
membahayakan kesehatan manusia. Selain itu,
hasil penelitian ini juga dapat mendukung program
pengendalian vektor di masyarakat dengan
melakukan pengembangan lebih lanjut dapat
difokuskan pada pemanfaatan isolat Bt lokal yang
paling toksik sebagai kandidat biolarvasida, uji
lapangan untuk mengonfirmasi efektivitasnya,
serta formulasi produk yang dapat diaplikasikan.

Bagi Instansi
Penelitian ini bermanfaat bagi Universitas

Islam Negeri Walisongo Semarang dengan
meningkatkan reputasi akademik dan ilmiah dalam
bidang mikrobiologi, fisiologi hewan serta
pengendalian vektor penyakit. Penelitian ini dapat
menjadi referensi bagi mahasiswa lain dan
mendorong riset serupa yang relevan dengan isu
kesehatan dan lingkungan. Penelitian ini juga

memperkaya data terkait isolat lokal Bt.



BAB 11
LANDASAN PUSTAKA

A. Kajian Teori

1. Toksisitas
Toksisitas adalah kemampuan suatu toksikan atau

bahan kimia untuk menimbulkan kerusakan atau
kelainan terhadap fungsi suatu sistem biologis dimana
uji toksisitas ini berguna untuk mendeteksi efek toksik
dengan memperoleh data dosis-respon yang khas dari
sediaan uji (Wulandarietal, 2024). Uji toksisitas
adalah pengujian yang bertujuan untuk mengetahui
dampak berbahaya suatu bahan terhadap sistem
biologis dan memperoleh data mengenai hubungan
antara dosis dan respons. Uji ini penting dalam
memperkirakan tingkat kerusakan yang mungkin
terjadi jika bahan tersebut terpapar pada manusia,
sehingga bisa ditentukan dosis aman untuk
penggunaannya (Parasuraman, 2011).

Uji toksisitas bertujuan untuk menilai potensi
dampak negatif dari bahan terhadap kesehatan
manusia, hewan, atau lingkungan. Secara umum, uji
toksisitas dilakukan pada berbagai spesies hewan.
Hasil dari uji ini diasumsikan bahwa jika dosis tinggi
suatu bahan menyebabkan efek merugikan pada

hewan, maka efek serupa bisa terjadi pada manusia,

11
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meskipun dalam dosis lebih rendah atau dengan
metode pemberian yang berbeda (Worth, 2018). Efek
toksik biasanya mempengaruhi karakteristik, organ
target, serta mekanisme Kkerjanya, yang umumnya
hanya memengaruhi satu atau beberapa organ saja,
tergantung pada sensitivitas organ tersebut dan
konsentrasi bahan kimia yang terkandung di
dalamnya. Pengujian toksisitas dibagi menjadi dua
kategori utama, yaitu pengujian toksisitas umum yang
mencakup uji akut, uji subakut, uji subkronis, dan uji
kronis. Selain itu, ada pengujian toksisitas khusus yang
diantaranya uji mutagenik, teratogenik, dan
karsinogenik (Lu, 1994).

Pengujian toksisitas untuk membunuh larva
nyamuk biasanya menggunakan uji toksisitas akut oral,
uji ini dilakukan untuk mendapatkan informasi tentang
pengaruh toksis yang muncul dalam waktu singkat
setelah pemberian dosis tunggal atau berulang secara
oral dalam 24 jam, dengan interval pengulangan
minimal 3 jam. Uji ini dilakukan dengan memberikan
bahan uji dalam berbagai dosis kepada hewan
percobaan. Parameter yang diamati meliputi efek
toksik atau racun serta kematian. Hewan yang

menunjukkan gejala sakit atau stres dapat segera
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dimatikan, sementara hewan yang mati selama
pengujian akan dianalisis untuk mendeteksi tanda-
tanda toksisitas. Hewan yang bertahan hidup selama
14 hari setelah pengujian juga akan dimatikan untuk
dilakukan pemeriksaan lebih lanjut (Denny et al,
2017).

Pengujian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
organ target, sensitivitas spesies, serta risiko yang
muncul setelah paparan akut. Selain itu, pengujian ini
membantu dalam menentukan dosis yang tepat,
merencanakan uji toksisitas lanjutan, dan menghitung
nilai LDso, yaitu dosis yang diperkirakan membunuh
50% dari hewan percobaan. Semakin kecil nilai LDsy,
semakin tinggi tingkat toksisitas suatu zat, sementara
semakin besar nilai LDsg, semakin rendah tingkat
toksisitasnya (BPOM, 2020). Pengujian ini dilakukan
untuk mengevaluasi efek toksik dalam waktu singkat,
biasanya 24 jam hingga beberapa hari setelah paparan
tunggal atau berulang dalam waktu singkat. Tujuannya
adalah untuk menentukan dosis mematikan (seperti
LDso) atau konsentrasi mematikan (seperti LCso) yang
membunuh 50% subjek uji. Biasanya digunakan untuk
mendeteksi risiko langsung dari paparan suatu agen

berbahaya (Chinedu et al., 2015).
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2. Lethal Concentration

Lethal Concentration (LC) adalah Kkonsentrasi
senyawa suatu zat di udara atau air yang dapat
menyebabkan kematian pada populasi hewan uji. Daya
racun (toksisitas) dari bahan uji yang terdapat pada
hewan uji dihitung berdasarkan nilai Median Lethal
Concentration (LCso). Nilai LC diperlukan untuk
penelitian guna mengetahui batasan konsentrasi yang
aman di lingkungan penelitian (Sprague, 1969).
Median LCso merupakan konsentrasi suatu zat uji yang
secara statistik diperkirakan dapat menyebabkan
kematian 50% dari populasi hewan uji. LCso diterapkan
ketika organisme terpapar pada konsentrasi bahan
tertentu dalam air, dimana dosis belum diketahui
(Priyanto, 2010).

A’kyunin (2008) menyatakan nilai LCso merupakan
salah satu parameter penting dalam pengujian
toksisitas. LCso diartikan sebagai konsentrasi yang
diperlukan untuk membunuh 50% dari populasi yang
diuji. Semakin tinggi nilai LCso, semakin rendah
toksisitas insektisidanya, sedangkan semakin rendah
nilai LCso, semakin tinggi toksisitas insektisidanya.
Selain mengetahui nilai LCso, nilai LCqp perlu diketahui.

LCoo adalah konsentrasi insektisida yang dibutuhkan
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untuk mematikan 90% dari populasi larva uji setelah

jangka waktu tertentu (Tyas et al,, 2014).

3. Culex quinquefasciatus

a. Klasifikasi Culex quinquefasciatus
Menurut Myers et al, (2024) Klasifikasi C.

quinquefasciatus adalah:

Kingdom : Animalia

Filum : Arthropoda

Kelas : Insecta

Ordo : Diptera

Famili : Culicidae

Genus : Culex

Spesies : Culex quinquefasciatus

b. Siklus Hidup Culex quinquefasciatus
Nyamuk ini merupakan insekta yang

mengalami metamorfosis sempurna dengan siklus
yang terdiri dari empat tahap yaitu, telur, larva,
pupa dan nyamuk dewasa (Tri et al, 2019). Tahap
telur, larva, dan pupa terjadi di lingkungan air,
sementara tahap dewasa dapat ditemukan di darat
atau udara (Sutanto, 2008). Nyamuk betina mampu
menghasilkan hingga 400 telur, yang diletakkan di
atas permukaan air kotor dalam bentuk kelompok
yang menyerupai rakit. Biasanya, mereka bertelur

pada malam hari di genangan air, bukan di aliran
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air. Dalam siklus hidupnya, nyamuk betina bisa
bertelur setiap tiga hari (Manimegalai & Sukanya,
2014). Telur-telur akan menetas menjadi larva
setelah 2-3 hari di dalam air dan kemudian
berkembang dari larva instar I hingga IV dalam

waktu sekitar 6-8 hari (Sembel, 2009).

Gambar 2. 1 Siklus Hidup C. quinquefasciatus
(Agoes, 2009)

Setelah larva instar IV mengalami proses ganti
kulit (molting), ia akan berubah menjadi pupa.
Proses transformasi ini berlangsung optimal pada

suhu lingkungan antara 27-30°C. Perbedaan utama
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larva dan pupa terletak pada fasenya, tetapi larva
yang memerlukan asupan makanan dari lokasi
perindukannya (breeding site). Sebaliknya, pupa
tidak memerlukan makanan, membutuhkan
oksigen yang diperoleh melalui tabung pernapasan
(respiratory trumpet). Pupa akan berkembang
selama 2-3 hari hingga mencapai tahap sempurna,
kemudian kulit pupa akan pecah, dan nyamuk
dewasa akan keluar serta mulai terbang (Sembel,

2009).

Morfologi Culex quinquefasciatus
Telur dari C. quinquefasciatus memiliki bentuk

yang mirip dengan peluru, dengan panjang sekitar
6 mm dan lebar 3 mm (Sutanto, 2008). Nyamuk ini
meletakkan telur secara berkelompok di atas
permukaan air, membentuk struktur yang disebut
rakit (raft) agar dapat mengapung. Telur yang baru
diletakkan dan berwarna putih, tetapi setelah
hitungan jam bersentuhan dengan air, warnanya
akan berubah menjadi cokelat kehitaman. Setiap
telur mengandung larva yang akan menetas dalam
waktu 24 hingga 48 jam (Prianto, Tjahaya, &
Darwanto, 2006).
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Gambar 2. 2 Telur Nyamuk C. quinquefasciatus
(Harrold, 2013)

Larva C. quinquefasciatus memiliki struktur
tubuh yang terdiri dari tiga bagian utama: kepala,
thoraks, dan abdomen. Abdomen larva ini terdiri
dari delapan segmen, dengan pita berbentuk M
yang terlihat jelas pada segmen IV dan V, serta sifon
yang terletak di bagian dorsal abdomen. Sementara
itu, bagian saddle berada di bagian ventral
abdomen. Sifon pada C. quinquefasciatus memiliki
panjang empat kali lipat dibandingkan dengan
spesies larva lain dan dilengkapi dengan lebih dari

sepasang bulu (Hills & Conrelly, 2013).
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Siphon Abdomen Thorax Head

Gambar 2. 3 Bagian-bagian Larva C. quinquefasciatus
(Mathews et al., 2017)
Larva adalah fase awal dalam siklus hidup

nyamuk. Dalam tahap ini, larva mengkonsumsi
mikroorganisme yang terdapat dalam air, yang
masuk ke mulutnya melalui aliran yang dihasilkan
oleh rambut-rambut halus di maksila, dan
menyaring air saat dikeluarkan. Untuk bernapas,
larva memanfaatkan sifon atau saluran posterior
yang membantunya menggantung di permukaan
air, serta dilengkapi dengan insang anal. Tubuh
larva C. quinquefasciatus terdiri dari tiga bagian
utama: kepala, thoraks, dan abdomen. Kepala larva
ini pendek dan lebar, dengan rambut halus di
bagian bawah yang memiliki lima atau lebih

cabang. Sikat mulut larva berwarna kuning dan
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dilengkapi dengan filamen panjang yang digunakan
untuk menyaring bahan organik. Larva yang baru
menetas memiliki panjang sekitar 1,5 mm dan
mengalami empat kali pergantian kulit selama
proses pertumbuhannya (Cutwa & George, 2008).
Menurut Manimegalai & Sukanya (2014)
larva C. quinquefasciatus mengalami 4 instar, yaitu:
1) Larva instar I muncul pada hari ke-1 dan 2
setelah telur menetas, dengan ukuran sekitar
1 hingga 2 mm. Pada tahap ini, duri-duri pada

thoraks belum terlihat jelas dan corong

pernapasan pada sifon juga belum terbentuk.

Gambar 2. 4 Larva Instar I C. quinquefasciatus
(Elgowwiya, 2015)
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Larva instar Il berkembang pada hari ke-2
dan 3 setelah penetasan telur, dengan
ukuran 2,5 hingga 3,5 mm. Duri-duri
thoraks masih belum terlihat, tetapi corong

di bagian kepala mulai menunjukkan

warna hitam.

3)

Gambar 2. 5 Larva Instar Il C. quinquefasciatus
(Elgowwiya, 2015)

Larva instar Il muncul pada hari ke-3 dan
4 setelah telur menetas dan memiliki
ukuran 4 hingga 5 mm. Duri-duri pada
thoraks mulai terlihat dengan jelas, dan
corong pernapasan berwarna cokelat

kehitaman.
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Gambar 2. 6 Larva Instar 1l C. quinquefasciatus
(Elumalai et al,, 2015)

4) Larva instar IV muncul pada hari ke-4 dan
6 sesudah telur menetas, berukuran 5
hingga 6 mm, dengan warna kepala yang

sedikit lebih gelap.

Gambar 2. 7 Larva Instar IV C. quinquefasciatus
(Bhujel & Saha, 2023)
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Gambar 2. 8 Pupa C. quinquefasciatus (Bhujel & Saha, 2023)

Pupa adalah stadium akhir calon nyamuk yang
ada di air, instar ini menjadi tahap akhir pemberian
pakan karena organ-organ tubuh sudah mulai
berkembang (Tri et al., 2019). Pada stadium ini, telah
terbentuk sayap. Stadium pupa memiliki waktu +1-2
hari. Pada fase ini, membutuhkan waktu 2-5 hari
untuk menjadi nyamuk, selama fase ini tidak akan
makan apapun dan akan keluar dari kepompong
menjadi nyamuk yang dapat terbang serta keluar
dari dalam air (Mulyatno, 2012).

Pupa C. quinquefasciatus memiliki bentuk
tubuh melengkung dengan kepala besar menyerupai
tanda koma, kepala dan dada terintegrasi

(cephalothorax dan abdomen). Warna cephalothorax



bervariasi sesuai dengan habitatnya, sementara
bagian belakang lebih gelap. Terompet berfungsi
sebagai organ pernapasan, berbentuk tabung
melebar dan warnanya menjadi semakin cerah
seiring dengan lebar yang bertambah dari tubuh.
Abdomen pupa terdiri dari delapan segmen, dimana
empat segmen pertama memiliki warna yang lebih
gelap, sementara warna semakin terang menuju
bagian posterior. Pelana di puncak abdomen
transparan dan kuat, dengan dua setae kecil di ujung

posterior (Sucipto, 2011).

Gambar 2. 9 Nyamuk Dewasa C. quinquefasciatus
(Cutwa & O’Meara, 2008)

Nyamuk dewasa memiliki organ tubuh yang
sudah lengkap, dan proses reproduksinya sangat

penting untuk pertumbuhan populasi nyamuk di
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lingkungan. Setelah melewati fase kepompong,
nyamuk akan berhenti di permukaan air untuk
mengeringkan tubuh, terutama bagian sayapnya.
Setelah sayap mengembang, mereka mulai terbang
mencari makanan (Sembel, 2009). Nyamuk memiliki
sepasang antena panjang serta ramping, yang terdiri
atas 15 segmen. Antena berfungsi untuk membedakan
jenis kelamin nyamuk (Lestari, 2010). Pada jenis Culex,
antena jantan memiliki bulu lebat dan panjang dikenal
sebagai plumose, sedangkan antena betina memiliki
bulu yang lebih pendek dan jarang, dikenal sebagai
pilose (Ideham et al, 2014).
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Gambar 2. 10 Sruktur Tubuh Nyamuk Dewasa Secara
Umum (Soedarto, 2006)



26

Antena pada nyamuk jantan dan betina
memiliki perbedaan yang mencolok. Antena jantan
lebih lebat dibandingkan antena betina dan
berfungsi untuk mendeteksi keberadaan nyamuk
betina melalui aroma yang dihasilkan. Selain itu,
terdapat perbedaan lain pada panjang palpus dan
proboscis. Proboscis adalah mulut yang dimodifikasi
untuk menusuk. Pada nyamuk jantan, palpus
memiliki panjang yang sama atau lebih panjang

dibandingkan proboscis, sedangkan pada nyamuk

betina, palpus cenderung lebih pendek (Harrold,
2013).

Female C.quiquefasciatus

Male C.quiguefasciatus

Gambar 2. 11 Antena Nyamuk C. quinquefasciatus Jantan
dan Betina (Tataro & Tubago, 2015)
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d. Habitat Culex quinquefasciatus
C. quinquefasciatus berkembangbiak di

tempat-tempat yang memiliki air kotor atau keruh,
seperti selokan, got, sungai yang tercemar, dan
lokasi lainnya dengan tingkat pencemaran tinggi
(Molaei et al., 2007). Larva dari nyamuk ini lebih
suka bersembunyi di area yang ditumbuhi rumput
atau tanaman air, yang memberikan perlindungan
dari predator seperti ikan. Nyamuk ini bersifat
hematofagik, yang berarti mereka menghisap
darah sebagai sumber makanan, baik antrofilik
maupun zoofilik. C. quinquefasciatus lebih aktif
mencari darah di malam hari setelah matahari
terbenam, dan mereka sering beristirahat di siang
hari. Oleh karena itu, nyamuk ini tergolong sebagai
nyamuk nokturnal, bersifat endofagik (tinggal di
dalam rumah) dan eksofagik (Prianto, 2000).

C. quinquefasciatus paling umum ditemui di
daerah pemukiman, di mana lebih dari 98% dari
populasi nyamuk ini terperangkap pada malam
hari di area tersebut. Ketika tidak aktif mencari
makanan, nyamuk ini terbiasa beristirahat di
tempat yang gelap dan sejuk, seperti di pakaian

yang digantung, dinding rumabh, tirai, lemari, dan di
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bawah tempat tidur. Nyamuk ini biasanya hinggap
beristirahat di lokasi-lokasi tersebut sebelum dan
sesudah menggigit, pada ketinggian antara 30 cm

hingga 2 meter dari lantai (Maharani et al., 2005).

4. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) populer di bidang
bioteknologi, dalam bidang bioteknologi modern Bt
digunakan untuk berbagai aplikasi. Salah satunya
pengembangan tanaman transgenik yang memiliki
ketahanan terhadap serangga atau hama melalui
teknologi rekayasa genetik (Herman, 2002). Banyak
tanaman transgenik dapat dikembangkan melalui
teknologi Genetically Modified Organism (GMO). Salah
satu contohnya adalah penggunaan gen Cry dari B.
thuringiensis untuk menghasilkan tanaman yang tahan
terhadap serangan hama. Gen Cry ini mengkode sifat
resistensi terhadap serangga kelompok Lepidoptera,
Coleoptera dan Diptera (Bakhsh et al., 2015).

Selain perannya dalam rekayasa genetik, B.
thuringiensis juga dimanfaatkan untuk aplikasi
pengendalian vektor penyakit yang dikenal sebagai
bioinsektisida. Bt memiliki kemampuan menghasilkan
kristal insektisida parasporal yang terdiri dari protein

Cry dan Cyt, dikenal sebagai endotoksin (Palma et al,,
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2014). Spesifisitas Bt terhadap inang berkaitan erat
dengan bentuk dan jenis §-endotoksin yang dihasilkan
selama sporulasi (Mukhija & Khanna, 2018).

Produk bioinsektisida berbasis Bt merupakan 90-
95% dari mayoritas bioinsektisida yang
dikomersialkan digunakan secara global untuk
mengendalikan serangga dalam sektor pertanian dan
kesehatan masyarakat. Beberapa subspesies, seperti
kurstaki, aizawai, sotto, entomocidus, berliner dan
israelensis, serta strain seperti HD-1 dan HD-5, telah
banyak dipelajari dan digunakan untuk pengembangan
bioinsektisida yang lebih efektif dalam pengendalian
hama secara ramah lingkungan (Wahyuni & Wirawan,
2017; Fernandez-chapa et al., 2019).

Unity of Science dari penelitian ini mengambil salah

satu ayat suci Al-qur’an pada surah Ali-Imran: 191.

-
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" (vaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan
mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan

bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah
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Engkau menciptakan ini dengan sia sia. Maha Suci
Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka”
(Departemen Agama RI, 2008: 75).

Menurut tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa ayat
tersebut memuji orang-orang yang selalu mengingat
Allah dalam berbagai keadaan. Mereka berdzikir
dengan hati dan lisan serta merenungkan penciptaan
langit dan bumi sebagai tanda keagungan,
kebijaksanaan, dan kekuasaan Allah. Mereka meyakini
bahwa alam semesta ini diciptakan dengan tujuan yang
benar, bukan sia-sia. Mereka menyucikan Allah dari
segala kekurangan dan memohon perlindungan-Nya
dari siksa neraka, seraya berharap diberikan kekuatan
untuk melakukan amal shalih yang membawa mereka
ke surga dan menjauhkan dari adzab-Nya (Al-Sheikh,
2003).

Ayat di atas mengingatkan manusia untuk
merenungi ciptaan Allah dan memetik hikmah dari
alam. Penelitian ini berupaya menjaga ekosistem
melalui penggunaan B. thuringiensis sebagai
biolarvasida ramah lingkungan, sekaligus
mengeksplorasi potensi mikroorganisme. Pendekatan
agen hayati dianggap penting untuk mengurangi

dampak pestisida kimia (Anggraeni, 2020; Handayani,
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2019). Hal ini sejalan dengan etika islam yang
menekankan tanggung jawab menjaga alam dan

memanfaatkan ilmu tanpa merusak (Nasution, 2017).

a. Klasifikasi Bacillus thuringiensis
Klasifikasi B. thuringiensis menurut Wick

(2013) yang dikutip dalam Yulian (2016) sebagai

berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus thuringiensis

b. Morfologi Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis merupakan bakteri

Gram-positif yang memiliki bentuk batang mampu
membentuk rantai-rantai yang terdiri dari 5 hingga
6 sel. Bakteri ini bersifat anaerob fakultatif dan
dapat ditemukan secara alami di tanah, permukaan
tanaman, serta di saluran pencernaan serangga
(Pray et al, 2002; Madigan et al, 2009). Bt
termasuk dalam kelompok bakteri patogen bagi

serangga. Bakteri ini memiliki sel vegetatif yang
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berbentuk batang dengan ukuran panjang antara 3
hingga 5 pm dan lebar 1,0 hingga 1,2 pm,
dilengkapi dengan flagella. B. thuringiensis dapat
tumbuh di berbagai media dengan rentang suhu
antara 15°C hingga 40°C (Blondine & Susanti, 2013;
Putriawati et al, 2018). Secara morfologi, sel B.
thuringiensis ~ berbentuk  batang,  mampu
membentuk endospora subterminal hingga
terminal, serta menghasilkan kristal protein
paraspora yang khas. Kristal protein inilah yang
membedakan B. thuringiensis dari spesies lain
dalam kelompok Bacillus (Rahardianingtyas &
Wianto, 2014).

Spore

Crystal

Gambar 2. 12 Morfologi B. thuringiensis yang diamati
dengan mikroskop fase kontras perbesaran 1000x
(Balasubramanian et al., 2013)
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Bt adalah organisme saprofit yang
mendapatkan nutrisi dari bahan organik atau
organisme sudah mati. Terdapat 67 subspesies Bt,
salah satunya adalah Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti). Perbedaan utama antara Bti dan
subspesies lainnya terletak pada jenis antigen pada
flagelnya, yaitu H-14. Dalam hal bentuk, Bti mirip
dengan subspesies lain (Cetinkaya, 2002). Ketika B.
thuringiensis tumbuh di media yang kaya nutrisi, ia
akan berfokus pada fase vegetatif. Namun, jika
pasokan makanan berkurang, bakteri ini akan
mulai memproduksi spora yang terdapat satu atau
lebih jenis kristal protein. Kristal tersebut
mengandung protein yang dikenal sebagai §-
endotoksin, berfungsi untuk mematikan jika
dikonsumsi oleh larva yang rentan (Bahagiawati,
2013).

Bt memiliki morfologi serupa dengan B. cereus,
namun dapat dilihat perbedaan keduanya melalui
keberadaan kristal protein yang beracun bagi
serangga, khususnya kelompok Lepidoptera,
Coleoptera dan Diptera (Rahardianingtyas &
Wianto, 2014). Kristal ini terbentuk pada proses

sporulasi dan letaknya terpisah dari spora (Yulian,
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2016). Bt dapat bersifat non-motil (tidak bergerak)
atau motil (bergerak) dengan flagella peritrik,
yaitu flagella berjumlah banyak dan terdistribusi di
seluruh tubuh (Broderick et al., 2006).

Ketika diinokulasi pada media, bakteri ini
membentuk koloni bulat, permukaan datar tampak
kasar, tepi halus, dan berwarna krem (Nasution

2018; Rocha et al.,, 2023).

Gambar 2. 13 Morfologi Koloni B. thuringiensis (Rocha et al., 2023)
Bt termasuk dalam kategori mesofil dengan
suhu pertumbuhan antara 15-45°C, dengan suhu
optimal berada pada kisaran 26-37°C. pH
pertumbuhan yang sesuai berkisar 5,5 hingga 8,5
dengan pH optimal 6,5 hingga 7,5 (Zeigler, 1999
dalam Jani et al., 2023).
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Kristal Protein Bacillus thuringiensis
Ciri khas yang ada pada Bt yaitu

kemampuannya membentuk Kkristal protein
bersamaan dengan spora selama fase sporulasi.
Kristal-Kristal protein ini memiliki bentuk berbeda
berdasarkan subspesiesnya. Kristal protein dengan
bentuk bulat (Gambar 2.14) ditemukan pada
subspesies israelensis toksik terhadap Diptera,
kristal protein bentuk pipih empat persegi panjang
(flat rectangular) terdapat pada subsp. tenebriosis
yang toksik terhadap Coleoptera, kristal protein
bentuk kuboid (Gambar 2.15) pada subsp. kurstaki
toksik terhadap Diptera tertentu dan Lepidoptera,
sedangkan kristal protein dengan bentuk
bipiramidal (Gambar 2.15) pada subsp. kurstaki
toksik terhadap Lepidoptera (Addiniyah, 2019).
Spora Bacillus thuringiensis berfungsi sebagai
perlindungan terhadap kondisi lingkungan yang
tidak mendukung sebab dinding bakteri yang
impermeabel, dan proses pembentukan kristal ini
terjadi bersamaan dengan endospora dalam proses

sporulasi (Sansinenea, 2012).
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Gambar 2. 14 Hasil Scanning Mikroskop Elektron
morfologi kristal protein B. thuringiensis israelensis,
keterangan: (S) spora yang dihasilkan strain, (ss) kristal
bulat halus (Nair et al,, 2018)

Gambar 2. 15 Pengamatan spora dan kristal strain B.
thuringiensis pada Scanning Electron Microscopy
(SEM), keterangan: Panah hijau menunjukkan bentuk
kristal bipiramidal dan panah biru bentuk kristal
kuboid (Al-thani et al., 2022)
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Menurut Wahyuni dan Heni (2019) lebih dari
satu jenis kristal protein yang ditemukan pada
strain gen pengkode kristal protein yang dihasilkan
oleh Bt setelah diisolasi dan dikarakterisasi dikenal
dengan sebutan gen cry yang berasal dari kata
crystal. Kristal endotoksin Bt telah dikelompokkan
menjadi delapan kelas utama, yaitu crylA sampai
cryX berdasarkan homologi sekuen asam amino di
terminalnya, berat molekulnya, dan aktivitas
insektisidalnya. Delapan kelas tersebut adalah
sebagai berikut:

1) Cryl toksik pada Lepidoptera

2) Cryll beracun bagi Lepidoptera dan Diptera
3) Crylll berbahaya bagi Coleoptera

4) CrylV toksik bagi Diptera

5) CryV efektif pada Lepidoptera dan Coleoptera
6) CryVI mempengaruhi Nematoda

7) CrylIXF beracun bagi Lepidoptera

8) CryX toksik pada Lepidoptera

Siklus Hidup Bacillus thuringiensis
B. thuringiensis melalui dua fase hidup utama,

yaitu fase germinasi dan fase sporulasi. Fase
germinasi berlangsung ketika berada di lingkungan

yang kaya nutrisi, di mana sel-selnya berkembang
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dengan cara membelah diri. Fase sporulasi dimulai
ketika pasokan nutrisi di lingkungan mulai menipis
atau saat bakteri mengalami tekanan yang tidak
mendukung pertumbuhannya. Selama fase ini, B.
thuringiensis memproduksi endospora yang
mampu bertahan dalam kondisi ekstrem dalam
suhu tinggi hingga 80°C (Dini, 2005). Apabila
kondisi lingkungan kembali mendukung, seperti
suhu optimal 26-37°C, spora akan mengalami
germinasi kembali (Khetan, 2000).

B. thuringiensis memiliki empat tahap
pertumbuhan, diantaranya fase lag, fase
eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian.
Pertumbuhan paling cepat terjadi di fase
eksponensial, sekitar 16 hingga 18 jam setelah
diinokulasi. Selama fase stasioner, bakteri mulai
membentuk endospora dan kristal protein, dengan
proses sporulasi sempurna terjadi setelah waktu
20 sampai 24 jam. Setelah kultur mencapai usia 32
sampai 42 jam, endospora dan kristal protein mulai
keluar. Dengan demikian, fase stasioner dipilih
sebagai tahap optimal dalam perbanyakan B.
thuringiensis melalui kultur fermentasi, karena

pada kondisi nutrien terbatas dalam medium yang
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difermentasi, sel B. thuringiensis akan membentuk

endospora dan kristal protein (Gamil et al., 2008).

Habitat Bacillus thuringiensis
B. thuringiensis umumnya berada di tanah,

yang adalah habitat alaminya. Rahardianingtyas
dan Wianto (2014) menunjukkan Bt berhasil
diisolasi dari berbagai jenis tanah, seperti yang ada
di bawah pohon beringin (Ficus benjamina), kebun
salak (Salacca zalacca), lubang pada pohon
rambutan (Nephelium lappaceum), dan beberapa
jenis  pohon lainnya, termasuk jengkol
(Pothecellobium jiringa) dan suren mati (Toona
sinensis). Selain itu, Bt juga sering diisolasi dari
serangga yang sudah mati dari ordo Coleoptera,
Diptera, dan Lepidoptera, dimana bangkai
serangga seringkali memberikan isolat dalam
jumlah yang lebih besar. Bt dapat ditemukan di
berbagai lokasi di seluruh dunia karena
merupakan organisme yang hidup secara alami,
terutama di tanah. B. thuringiensis dapat diisolasi
dari tanah pertanian, perkebunan, sisa-sisa
serangga, serta dedaunan. Habitat utama Bt tetap
berada di dalam tanah, tumbuh secara alami

sebagai saprofit (Sudigdoadi et al., 2017).
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f.

Mekanisme Kerja Kristal Protein Bacillus
thuringiensis
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Gambar 2. 16 Skema aksi toksin B. thuringiensis
(Vachon etal., 2012)
Cara kerja toksin Bt dimulai dengan Cry-

protoksin harus diubah menjadi toksin aktif oleh
enzim protease yang kemudian mengikat reseptor
spesifik di usus serangga, membentuk pori yang
mengganggu integritas membran usus serangga
dan akhirnya menyebabkan kematian serangga.
Spesifisitas  toksin untuk serangga tertentu
disebabkan oleh fakta bahwa toksin tersebut hanya
mengikat reseptor yang ditemukan di usus
serangga tersebut, yang membuat toksin ini secara
selektif beracun bagi inang (Liao et al, 2022).
Kristal ini, sering dikenal sebagai §-endotoksin,
memiliki sifat insektisidal. Kristal ini adalah bentuk
protoksin saat terlarut dalam usus serangga, akan
terurai menjadi polipeptida yang lebih pendek
dengan berat molekul antara 27-149 kDa. Proses

proteolisis ini memungkinkan Bt-protoksin
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bertransformasi menjadi bentuk toksik. Setelah
aktif, toksin tersebut berinteraksi dengan sel-sel
epitel pada wusus tengah (midgut) serangga,
menyebabkan pembentukan pori-pori kecil pada
membran sel di saluran pencernaan. Interaksi ini
mengganggu keseimbangan osmotik sel, yang
mengakibatkan sel menjadi bengkak hingga
akhirnya pecah, sehingga mengakibatkan kematian
serangga tersebut (Bahagiawati, 2013).

Toksin yang terdapat dalam larvasida B.
thuringiensis diambil oleh larva dan kemudian
masuk ke sistem pencernaan. Setelah itu, toksin
diserap oleh dinding usus menyebar ke seluruh
tubuh larva melalui aliran darah, yang
menyebabkan gangguan pada metabolisme larva.
Akibatnya, larva mengalami kekurangan energi
yang dibutuhkan untuk bertahan hidup, yang pada
akhirnya dapat menyebabkan kematian. Fragmen
toksin ini diakui oleh reseptor khusus yang ada
dalam sel epitel usus larva serta terdapat
perubahan pada organel dalam sitoplasma,
termasuk disintegrasi sitoplasma, pembengkakan
mitokondria, dan pelebaran ruang perinuklear.

Perubahan tersebut dapat menyebabkan hipertrofi
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yang merusak jaringan usus, terutama di bagian
sekum dan kolon. Akibatnya, larva mengalami
ketidakseimbang yang pada akhirnya mengalami

kematian (Utami, 2010).

Efek Samping Bacillus thurigiensis
B. thuringiensis adalah bakteri tanah Gram-

positif yang diketahui dapat menginfeksi
invertebrata, khususnya dari filum Arthropoda.
Karena memiliki rentang inang yang luas, Bt telah
menjadi salah satu produsen utama biopestisida
yang banyak dimanfaatkan dalam bidang
bioteknologi dan pertanian. Bt dianggap aman bagi
organisme non-target karena memiliki spesifisitas
inang yang tinggi, penelitian yang berkembang
menunjukkan adanya potensi dampak jangka
panjang dari aplikasinya terhadap komunitas alami
(Mukhija & Khanna, 2018; Malovichko et al., 2019).
Semua protein insektisida Bt dilaporkan tidak
memiliki efek negatif pada hewan non-target,
manusia, tumbuhan, dan bakteri menguntungkan
lainnya (Liu et al., 2021).

Sebagai contoh, setelah B. thuringiensis
diaplikasikan di habitat tanah, bakteri ini dapat

memengaruhi mikroorganisme setempat, seperti
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jamur dan bakteri selain Bt, serta menjalin
hubungan kompleks dengan tumbuhan di
sekitarnya. Hubungan ini dapat bervariasi, mulai
dari memberikan manfaat hingga menyerupai
kolonisasi patogenik. Selain memberikan dampak
langsung pada serangga target, perolehan faktor
virulensi yang tidak selalu terkait dengan toksin
insektisida utama memungkinkan Bt memperluas
rentang inangnya, termasuk pada vertebrata
seperti mamalia (Ammons et al., 2009; Ghelardi et
al, 2007; Hernandez et al, 1998). Bt dapat
memberikan dampak tidak langsung pada
organisme lain dalam rantai makanan dengan
mengurangi jumlah mangsa dan menurunkan
kualitas nutrisinya, sehingga memperlambat
pemulihan ekosistem (Belousova et al, 2021).
Potensi dampak samping yang ditimbulkan
oleh B. thuringiensis terhadap organisme non-
target dan ekosistem secara keseluruhan masih
jarang dibahas secara mendalam. Sebagai sistem
yang kompleks dan terdiri atas ratusan spesies
yang beragam, ekosistem dapat dikaji pada
berbagai tingkatan organisasi dan tahap rantai

makanan. Hal ini mencakup tingkat mikroskopis



yang melibatkan komunitas mikroba, tingkat
hewan kecil seperti cacing dan serangga, tingkat
hewan besar seperti mamalia dan burung, hingga
kajian ekosistem secara menyeluruh (van

Zyletal., 2014).

5. Bactivec Sebagai Biolarvasida Komersial
a. Definisi dan Komposisi
Bactivec SL® merupakan produk biolarvasida

komersial berbasis B. thuringiensis var. israelensis
yang diformulasikan khusus untuk membunuh
larva nyamuk dari genus Culex, Aedes, dan
Anopheles. Produk ini mengandung spora dan
kristal Bti 0,6 % serta Inert ingredient 99,4% yang
telah distandarisasi (Graha Esa Termurah, 2024).

' BACTIVEC

SL

Gambar 2. 17 Bactivec SL® (Graha Esa Termurah, 2024)
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b. Penggunaan dalam Pengendalian Nyamuk
Penggunaan Bactivec dirancang agar mudah

diaplikasikan di berbagai tempat perindukan
nyamuk, baik skala rumah maupun lingkungan.
Berdasarkan keterangan PT Graha Esa Termurah
(2024), 1 tetes Bactivec direkomendasikan untuk
dicampurkan ke dalam 2,5 L air, sedangkan 1 ml
Bactivec (setara dengan #20 tetes) digunakan
untuk 50 L air. Contoh penggunaannya dalam
kehidupan sehari-hari antara lain adalah 1 tetes
untuk vas bunga, 2 ml (sekitar 40 tetes) untuk bak
mandi berkapasitas 100 L, serta 3 tetes (sekitar
0,15 ml) untuk wadah penampungan air kecil
seperti dispenser atau ember. Dosis ini telah
disesuaikan dengan kebutuhan praktis di lapangan
dan memperhatikan efektivitas terhadap larva

nyamuk dari genus Culex, Aedes, dan Anopheles.

c. Bactivec Digunakan Sebagai Kontrol Positif
Pada penelitian ini, Bactivec digunakan sebagai

kontrol positif karena merupakan produk
biolarvasida komersial berbasis B. thuringiensis
var. israelensis H-14 yang telah terbukti efektivitas
dan kestabilannya dalam membunuh larva nyamuk

(Graha Esa Termurah, 2024). Selain itu, terbukti



efektif dan stabil dalam uji dosis Laboratorium
maupun lapangan. Menurut Uragayala et al., (2018)
mencatat bahwa dosis 0,25-2 ml/50 L Bactivec
mampu menurunkan populasi larva Culex
quinquefasciatus lebih dari 80% selama 7-17 hari.

Bactivec dipilih untuk dibandingkan dengan
isolatlokal B. thuringiensis dari kota dan kabupaten
Semarang karena toksisitasnya yang tinggi dan
konsisten, serta telah distandarisasi oleh produsen.
Penggunaan kontrol positif ini bertujuan
memberikan tolak ukur atau pembanding yang
jelas untuk menilai potensi toksisitas isolat lokal.
Dengan membandingkan nilai LCso dan LCoo dari
Bactivec dengan isolat lokal, penelitian ini dapat
mengevaluasi isolat lokal yang memiliki potensi
aplikatif untuk dikembangkan sebagai biolarvasida

alternative yang efektif dan ramah lingkungan.

6. Parameter Lingkungan Sumber Isolat di Kota dan
Kabupaten Semarang

a. Suhu
Suhu permukaan tanah di Indonesia

maksimum 40°C dan suhu minimum 10°C. Suhu
harian rata-rata di Jawa Tengah berkisar 22°C-
35,2°C. Kota Semarang minimum 24°C dan

maksimum 34,1°C-37,8°C, Sedangkan Kabupaten
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Semarang memiliki suhu minimum 19,8°C dan
suhu maksimum 32,6-35°C (Badan Pusat Statistik,
2023). Suhu tanah biasanya pada lapisan dalam
lebih rendah dari suhu permukaan tanah (Pioh et
al., 2013).

Suhu adalah salah satu parameter yang
mempengaruhi terjadinya proses fermentasi pada
setiap mikrobia yang mempunyai tingkat fluktuasi
yang berbeda. Tingkat fluktuasi yang baik mampu
mempengaruhi pertumbuhan dan reproduksi
organisme. Pada suhu yang optimal suatu
organisme dapat tumbuh dengan baik dan mampu
memperbanyak diri dengan cepat, suhu optimal Bt
26°C-37°C (Khetan, 2001). B. thuringiensis juga
dapat tumbuh di berbagai media dengan suhu
pertumbuhan sekitar 15°C-40°C (Susanti &
Blondine, 2010).

Ketinggian Wilayah Kota dan Kabupaten Semarang
Ketinggian suatu wilayah dapat menjadi salah

satu faktor lingkungan yang mempengaruhi
ekosistem, termasuk distribusi serta aktivitas
mikroorganisme seperti Bt. Kota Semarang yang
terletak pada ketinggian antara 0-340 meter di atas

permukaan laut (mdpl), memiliki suhu rata-rata
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yang lebih tinggi dibandingkan kabupaten
Semarang. Wilayah Semarang yang beriklim
dataran rendah dengan kelembaban relatif lebih
rendah dapat memengaruhi efektivitas toksisitas
Bt karena faktor lingkungan dapat berdampak
pada metabolisme serta kemampuan patogen
dalam menginfeksi inangnya (Susanto, 2017).
Sementara itu, kabupaten Semarang berada di
ketinggian yang lebih tinggi memiliki ketinggian
rata-rata antara 300-1.450 mdpl (Dewi et al,
2018).



B. Kajian Penelitian yang Relevan

Tabel 2. 1 Kajian penelitian yang relevan
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No. Penelitian Hasil Research Gap
1. Efikasi Bacillus thuringiensis Hasil penelitian menunjukkan Penelitian ini hanya
israelensis ~ H-14 Isolat bahwa sediaan bubuk lebih efektif menggunakan satu jenis Bt
Salatiga Sediaan Bubuk dan dari sediaan cair dilihat dari nilai dengan menunjukkan efektivitas
Cair terhadap Jentik Culex LC yang diperoleh, isolat salatiga Bt isolat Salatiga (bubuk/cair)
quinquefasciatus (Anggraeni baik dalam bentuk bubuk atau cair terhadap kematian jentik, namun
etal, 2015) keduanya berpotensi membunuh tidak dijelaskan jentik Culex
jentik Culex quinquefasciatus. quinquefasciatus instar berapa

yang digunakan.

2. Efikasi Larvasida Bacillus Hasil penelitian menunjukkan Penelitian ini  menunjukkan

thuringiensis israelensis
Terhadap Kematian Larva
Culex quinquefasciatus Dari
Daerah Bekasi (Elqowwiya,
2015)

bahwa perbedaan konsentrasi Bti
memiliki pengaruh yang signifikan
pada tingkat kematian larva Culex
quinquefasciatus  instar  III/IV.
Larvasida Bti efektif membunuh
larva Culex quinquefasciatus instar
[II/IV dengan konsentrasi yang
rendah, nilai LCso 0,012 mg/L dan
LCo0 0,024 mg/L.

efektivitas produk komersial Bti
Vectobac WG terhadap Culex
quinquefasciatus instar III/IV,
menghasilkan nilai LCso dan LCoo.
Namun penelitian ini terbatas
pada satu jenis produk komersial,
serta hanya menggunakan satu
titik waktu pengamatan, yaitu 24
jam atau tidak melakukan




50

No. Penelitian Hasil Research Gap
pengamatan dalam beberapa
rentang waktu 24 jam.

3. Efficacy of Bacillus Hasil penelitian ini menunjukan Penelitian ini menggunakan

thuringiensis israelensis (Bti)
and four plant extracts on the
mortality and development
of Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Cullicidae) (Gad &
Dakhil, 2018)

efektifitas Bti dan empat ekstrak
tumbuhan (Cinnamon, Chamomille,
Sasame, dan Black seed) yang diuji
pada larva Culex quinquefasciatus

instar v dalam kondisi
laboratorium menunjukkan
korelasi positif dengan
konsentrasi Bti dan ekstrak

tanaman yang diuji serta durasi
paparan. Meskipun ekstrak
Cinnamon memiliki toksisitas yang
lebih rendah daripada Bti dan
Black seed, ekstrak tersebut
memberikan efek yang kuat pada
periode deperkembangan pupa
dan tingkat kemunculan dewasa.

produk komersial Vectobas AS,
dan empat ektrak tumbuhan yang
mungkin  belum sepenuhnya
belum mencerminkan aspek
keamanan terhadap spesies non-
target. Kurang linier karena
membandingkan mikrobia
dengan tumbuhan dalam
mortalitas kematian larva, hanya
menghitungan nilai LCso pada
masing-masing perlakuan dalam
waktu 24-48 jam. Larva yang
digunakan adalah larva Culex
quinquefasciatus instar v,
sehingga Bti tidak terlalu
memberikan efek yang kuat pada
periode diperkembangan pupa
dan tingkat kemunculan dewasa.
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No.

Penelitian

Hasil

Research Gap

The Effect of Coexistence
Between Larvae of Anopheles

gambiae and Culex
quinquefasciatus on
Larvacidal Efficacy of

Bacillus  thuringiensis var.
israelensis (Derua et al,
2021)

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa lava Culex quinquefasciatus
secara signifikan lebih rentan
terhadap Bacillus thuringiensis
israelensis dariapada Anopheles
gambiae. Selain itu ketika kedua
jenis larva hidup berdampingan
terdapat kecenderungan umum
peningkatan sensitivitas Bti
dengan proporsi Culex
quinquefasciatus yang lebih tinggi.

Penelitian ini menggunakan satu
jenis Bti Becker Microbial Product
(BMP) produk komersial yang
dijikan pada larva Anopheles

gambiae dan Culex
quinquefasciatus instar III/IV.
Penelitian ini memiliki

keterbatasan dalam studi yang
meneliti bagaimana koeksitensi
antara larva Anopheles gambiae
dan  Culex  quinquefasciatus
memengaruhi efektivitas Bti.
Sebagian besar penelitian
sebelumnya hanya berfokus pada
satu  spesies larva, tanpa
mempertimbangkan interaksi
antarspesies yang sering terjadi
di lingkungan alami. Kompetisi
antara dua spesies larva ini
berpotensi mengubah respons
mereka terhadap Bti.
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No. Penelitian Hasil Research Gap

5. Assessment of The Hasil penelitian ini menunjukkan Penelitian hanya menggunakan
Larvacidal = Potential  of potensi larvasida pada isolat satu jenis Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis Isolates Bacillus  thuringiensis ~ dengan yang digunakan merupakan hasil
From Soil Against Culex aktivitas larvasida yang isolasi dari tanah daerah Zaria
quinquefasciatus (Bello et al, menjanjikan terhadap larva Culex (Nigeria), tidak ada kontrol positif
2022) quinquefasciatus instar 111 dari produk komersial. Serta

diperoleh dari sampel tanah kaya hanya menghitung nilai LCso.
organik yang dikumpulkan dari
daerah Zaria.

6. Adulticidal and Larvacidal Hasil penelitian menunjukkan Penelitian ini hanya
Impacts of the Mixture of  bahwa penggunaan Toxic Sugar menggunakan satu jenis produk
Bacillus thuringiensis Bait (TSB) dengan Bacillus komersial Vectobac. Selain itu,
israelensis and Boric Acid thuringiensis israelensis  efektif penggunaan Bti dikombinasikan

Sugar Bait (TSB) Againts
Aedes aegypti and Culex
quinquefasciatus (Ballantyne
etal, 2023)

dalam mengendalikan populasi
larva dan nyamuk dewasa. Selain
itu, menjadi pendekatan aksi
ganda larvasida dan adultisida
untuk pengendalian nyamuk Aedes
aegypti dan Culex quinquefasciatus.

dengan TSB terhadap Aedes
aegypti dan Culex
quinquefasciatus. Umumnya efek
lavarsida dan adultisida
dipisahkan, akan tetapi pada
penelitian ini dikombinasikan
sehingga tidak fokus pada
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No. Penelitian Hasil Research Gap
larvasida dari Bti, tidak dijelaskan
instar larva yang digunakan,
fokus pada persentase kematian
selama 24 - 72 jam tanpa
menghitung dosis letal (LCso dan
LCoo).

7. Daya Bunuh Larvasida Daya bunuh larvasida temephos Penelitian ini hanya
Bacillus thuringiensis lebih tinggi dari larvasida Bacillus menggunakan satu jenis  Bti
israelensis dan Temephos thuringiensis israelensis karena Vectobac WG (produk komersial),
Pada Larva Culex sp. mampu membunuh 100% larva lalu membandingkan
(Tanjung et al, 2023) Culex sp. Dalam waktu 24 jam, efektivitasnya dengan temephos

dengan dosis 2,0 gr/m2 dan 1,6 tanpa menghitung dosis letal
gr/m2, sedangkan larvasida Bti (LCso dan LCoo). Tidak
0,0125 gr/m2 mampu membunuh menjelaskan penggunaan instar
91,2% larva Culex sp. Dan 0,0100 pada larva secara spesifik dan
gr/m2 mampu membunuh 77,6% spesies Culex belum diketahui.
larva Culex sp.

8. New formulation of Bacillus Hasil menunjukkan evaluasi dari Penelitian ini hanya

thuringiensis israelensis for
the control of Culex

efektivitas formulasi berbasis Bti
baru untuk mengendalikan

menggunakan satu jenis Bti
AquaBac® XT yang digunakan
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No. Penelitian Hasil Research Gap
quinquefasciatus Say, 1823 nyamuk Culex quinquefasciatus sebagai based untuk formulasi
(Diptera, Culicidae) in an dalam kondisi lapangan. Produk baru mengontrol Culex
effluent treatment pond BR101 menunjukkan kemanjuran quinquefasciatus  (Spora dan
(Bocaleti et al.,, 2024) yang memuaskan hingga lima hari, kristal Bti BR101 yang dibekukan

mencapai puncak pengurangan dikombinasikan dengan eksipien
populasi sebesar 94,97% pada hari khusus dan air suling). Tidak
ketiga pasca-aplikasi, diikuti oleh menghitung nilai LCso dan LCoo,
pemulihan populasi secara hanya menghitung mortalitas.
bertahap. Produk ini terbukti

efektif untuk pengendalian Culex

quinquefasciatus tanpa

memengaruhi faktor abiotik.

9. Efficacy of Bacillus Bacillus  thuringiensis  efektif Penelitian ini hanya
thuringiensis  Biolarvacide membunuh larva Culex menggunakan satu jenis Bacillus
and Temephos Synthetic quinquefasciatus, namun kurang thuringiensis tidak menjelaskan
Larvacide on Culex efektif dibandingkan temephos. sumber isolat yang digunakan
quinquefasciatus Larvae Meski demikian, Bacillus secara spesifik, hanya
(Subekti et al, 2024) thuringiensis  mecapai  100% membandingkan efektivitasnya

kematian larva dalam waktu 24
jam. Konsentrasi Bt 0,03 mg/L
memiliki tingkat toksis lebih cepat

dengan temephos berfokus pada
waktu kematian (LTso dan LToo)
tanpa menghitung dosis letal
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No. Penelitian Hasil Research Gap

dicapai dalam 6 jam pertama (LCso dan LCoo).
dibandingkan konsentrasi 0,01-
0,02 mg/L.

10. Larvicidal activities of Hasil penelitian menunjukkan Penelitian ini hanya
Bacillus thuringiensis (Bt) on bahwa Bacillus thuringiensis telah menggunakan satu jenis Bacillus
larvae of Culex bertindak dengan meracuni larva thuringiensis tidak menjelaskan
quinquefasciatus in instar IV yang tidak dapat sumber isolat yang digunakan

lymphatic filariasis vector
control in Lokossa district in
south-western Republic of
Benin, West Africa (Codjia et
al, 2025)

bernapas dan menjadi pupa.

secara spesifik, menggunakan
larva instar IV, tidak menghitung
dosis letal (LCso dan LCoo), hanya
melihat persentase kematian
(mortalitas) selama 24-72 jam.
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C. Hipotesis
Ho: tidak ada perbedaan toksisitas antara B.

thuringiensis hasil isolasi dari kota dan kabupaten
Semarang dengan Bactivec terhadap larva C
quinquefasciatus instar IIL.

Hi: ada perbedaan toksisitas antara B. thuringiensis
hasil isolasi dari kota dan kabupaten Semarang dengan

Bactivec terhadap larva C. quinquefasciatus instar III.



D. Kerangka Berpikir

B. thuringiensis digunakan sebagai agen biolarvasida
untuk mengendalikan C. quinquefasciatus sebagai vektor
penyakit filariasis

\ 4

Tiap isolat B. thuringiensis diduga memiliki toksisitas
berbeda tergantung asal dan kondisi lingkungan
mikroorganisme

\4

Perbandingan Bt hasil isolasi kota & kabupaten
Semarang yang diduga memiliki toksisitas berbeda
terhadap larva C. quinquefasciatus instar 11

\ 4

Analisis data hasil uji toksisitas menggunakan regresi probit
guna mengetahui perbedaan nilai LCso dan LCoo pada isolat
Semarang (kota dan kabupaten) selama 20 - 24 jam

v
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Perbandingan tingkat toksisitas Bt antara isolat kota dan
kabupaten Semarang dengan Bactivec (produk komersial)
sebagai kontrol positif untuk mengetahui potensi boinsektisida
isolat lokal terhadap larva C. quinquefasciatus instar 111

Gambar 2. 18 Diagram Kerangka Berpikir



BAB III
METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif
deskriptif. Penelitian dilakukan menggunakan angka,
pengolahan statistik, dan percobaan terkontrol dengan
pendekatan  eksperimental laboratorium. Metode
penelitian yang digunakan pada uji ini berupa RAL
(Rancangan Acak Lengkap), dengan rancangan 6 perlakuan
konsentrasi dosis yang diberikan berbeda, dimana setiap
perlakuan diulang sebanyak 4 kali pengulangan untuk
meningkatkan akurasi hasil. Data hasil penelitian akan
dianalisis untuk menentukan pengaruh berbagai
konsentrasi dosis B. thuringiensis terhadap kematian larva

nyamuk C. quinquefasciatus pada instar III.

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Pengambilan sampel tanah dilakukan dengan metode
stratified random sampling berdasarkan kategori wilayah
administratif, yaitu kota Semarang (BTS1) dan kabupaten
Semarang (BTS2). Masing-masing wilayah dianggap
sebagai strata yang memiliki karakteristik lingkungan
berbeda. Penentuan lokasi sampel pada setiap strata
dilakukan secara acak dari daftar alternatif yang telah
disusun sebelum melakukan sampling lapangan. Sebanyak
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tiga lokasi mewakili kota Semarang, yaitu Semarang Barat
(BSB City), Semarang Timur (Bukit Diponegoro
Tembalang), dan Semarang Selatan (Lapangan Pancasila
Simpang Lima), serta tiga lokasi lainnya mewakili
kabupaten Semarang, yaitu Bawen (Kampoeng Kopi
Banaran), Bandungan (Perantunan Camp), dan Ambarawa
(Kampung Pelangi Bejalen).

Proses pemilihan lokasi dilakukan secara acak
menggunakan bantuan aplikasi undian digital (random
picker Google) untuk menjaga objektivitas dan
menghindari bias. Teknik ini mengacu pada prinsip
pengambilan sampel tanah secara acak dalam stratifikasi
lokasi, seperti yang diterapkan oleh Friska et al, (2015),
Dini et al.,, (2020), dan Handayani et al,, (2023) dalam studi
sebelumnya. Pada masing-masing lokasi, sampel tanah
diambil dari beberapa titik, kemudian dikompositkan
menjadi satu sampel representatif. Sampel tanah tersebut
selanjutnya disimpan dalam ice box berisi es untuk
menjaga kestabilan mikroba dan dibawa ke laboratorium
untuk proses isolasi dan analisis lebih lanjut.

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari - Juni
2025, identifikasi sampel tanah untuk mendapatkan B.
thuringiensis isolat kota dan kabupaten Semarang

dilakukan di laboratorium Mikrobiologi UIN Walisongo
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Semarang. Pengujian toksisitas Bt isolat Semarang dengan
Bactivec terhadap larva nyamuk C. quinquefasciatus instar
I[II dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Balai Besar

Laboratorium Kesehatan Lingkungan (BBLKL) Salatiga.
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Gambar 3. 1 Peta lokasi pengambilan sampel tanah Kota dan Kabupaten Semarang (Dokumentasi penelitian,
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C. Alatdan Bahan
1. Alat

Alat yang digunakan diantaranya ice box (Marina),
conical tube 50 ml, gelas ukur (Iwaki), cooled incubator
(FOC-120 E), jarum ose, batang spreader, inkubator
(INB 400 Memmert), hot plate magnetic stirrer (DLAB
MS-H280-Pro), kulkas (Samsung RT29K503]BI/SE),
gelas beaker (Iwaki), kaca preparat, mikroskop
binokuler (CX 23 LEDRFSI Olympus), Optilab Viewer4
(SN: MTNO03423 0029), mikroskop stereo (Leica EZ4),
cawan petri (Anumbra), tabung reaksi (Iwaki), neraca
analitik (OHAUS), spatula, soil tester (4 in 1), altimeter
digital (Kompas), erlenmeyer (Iwaki), shaker incubator
(Biosan), autoklaf (Hirayama Hiclave™ HVE 50),
laminar air flow (LAF) (ESCO LVG-4AG-F8), vortex
(Bio-Rad BR-2000), pipet tetes, gelas plastik,
mikropipet (Bio-Rad), bunsen, dan refrigerator (ESCO
HP2-400S-1).

2. Bahan

Bahan yang digunakan diantaranya sampel tanah,
akuades, Nutrient Agar, Trypthose Phosphate Broth,
lughole iodine, alkohol 70%, coomassie brilliant blue,
metanol, asam asetat, safranin, chrystal violet, agar

powder, Simon Citrate Agar (SCA), methylene blue,
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Triple Sugar Iron Agar (TSIA), Sulfide Indole Motility
(SIM) media, H202 (3%), reagen kovaks, malachite
green, yeast extract, glukosa, ammonium sulfat
((NH4)2S04), dikalium hydrogen phosphate
(K2HPO4.3H20), magnesium sulfate heptahydrate
(MgS04.7H20), manganese (II) sulfate tetrahydrate
(MnSO0..4H0), CaCl2.2H20, reagen kovaks, tip (1000 pl,
dan 200 pl), plastic wrap, alumunium foil, kapas, plastik
klip, mangkok enamel, mangkok plastik, tisu, kertas
saring, kertas Whatman no.1, larva C. quinquefasciatus
instar IIl, B. thuringiensis isolat Semarang dan Bactivec

SL®,

D. Metode

1. Preparasi Media

Media yang digunakan diantaranya, media selektif
Bacillus thuringiensis, Nutrient Agar, Triple Sugar Iron
Agar, Simmons Citrat Agar, dan Motility Indole

Ornithine.

a. Preparasi Media Selektif
Media selektif Bt menggunakan metode

Triprisila et al, (2013) dengan modifikasi dari
Sudigdoadi et al., (2017) menggunakan glukosa 3
gram, (NH4)2SO. 2 gram, yeast extract 2 gram,
K;HP04.3H,0 0,08 gram, MgS04.7H,0 0,096 gram,
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MnS04.4H,0 0,03 gram, CaCl,.2H,0 0,08 gram, dan
15 gram agar dengan 1000 ml akuades.

Preparasi Media NA
Sebanyak 10 gram bubuk Nutrient Agar

dilarutkan dalam 500 ml akuades dan dipanaskan
hingga mendidih dalam penangas air sampai
mencapai konsistensi homogen (ditandai dengan
tidak adanya gumpalan) sambil terus diaduk agar
agar-agar sepenuhnya larut (perlu diperhatikan
agar tidak tumpah karena suhu yang tinggi).
Setelah larut, media tersebut dimasukkan ke dalam
erlenmeyer, ditutup rapat dengan kapas, kemudian
dilapisi aluminium foil lalu diikat kencang
menggunakan  karet.  Selanjutnya, media
disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15
menit pada suhu 121°C. Setelah itu, biarkan dingin

dan simpan di lemari es pada suhu 2-8°C.

Preparasi Media TSIA
Sebanyak 13 gram bubuk Triple Sugar Iron

Agar dilarutkan dalam 200 ml akuades dan
dipanaskan di atas hot plate hingga mendidih.
Setelah itu, media disterilisasi di autoklaf selama

15 menit pada suhu 121°C. Setelah proses steril,
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biarkan dingin dan simpan di lemari es pada suhu
2-8°C.
d. Preparasi Media SCA

Sebanyak 4,5 gram bubuk Simmons Citrat Agar
dilarutkan dalam 200 ml akuades dan dipanaskan
di hot plate hingga mendidih. Setelah itu, media
disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit pada
suhu 121°C. Setelah proses steril, didinginkan dan

simpan di lemari es pada suhu 2-8°C.

e. Preparasi Media MIO
Sebanyak 6 gram bubuk Sulfide Indole Motility

(SIM) dan 2,4 gram agar powder dilarutkan dalam
200 ml akuades dan dipanaskan di hot plate hingga
mendidih. Setelah itu, media disterilisasi dalam
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. Setelah
proses steril, didinginkan dan simpan di lemari es

pada suhu 2-8°C.

2. Pengukuran Parameter Lingkungan Pengambilan
Sampel
Pengukuran parameter lingkungan pengambilan
sampel dilakukan langsung di lapangan pada saat
pengambilan sampel tanah. Parameter yang diukur

meliputi suhu tanah dan pH tanah menggunakan soil
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tester, serta suhu udara dan ketinggian wilayah
menggunakan altimeter digital.

Pengambilan data dilakukan dalam satu hari
penuh, dimulai dari pagi hari di lokasi kota hingga
malam hari di lokasi kabupaten. Strategi ini dipilih
untuk mengurangi bias antar-hari, karena kondisi
cuaca bisa sangat berbeda apabila pengukuran
dilakukan di hari yang berlainan. Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa kondisi tanah dan
udara mengalami fluktuasi diurnal (pagi-siang-malam)
yang signifikan, pengukuran hanya pada satu periode
waktu dapat menghasilkan bias besar terhadap nilai
rata-rata harian. Misalnya, pengukuran suhu atau
respirasi tanah di siang hari dapat menghasilkan
deviasi -29% hingga +40%. Pengambilan data di pagi
hari dapat meremehkan emisi CO, tanah hingga 25%,
sementara sore hari lebih representatif terhadap rata-
rata harian (Cueva et al,, 2017; Li et al,, 2024).

Dengan demikian, pengambilan data parameter
lingkungan dalam satu hari penuh dianggap lebih
reliabel dibandingkan pengukuran seragam di jam
tertentu tetapi dilakukan pada hari yang berbeda.
Meskipun pengukuran dilakukan pada jam berbeda,

seluruh parameter lingkungan tetap tercatat pada hari
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yang sama, sehingga hasil lebih konsisten dan
menggambarkan kondisi nyata di lapangan. Data yang
didapat kemudian dianalisis untuk mendukung
interpretasi data lingkungan pada masing-masing

lokasi penelitian.

Isolasi Bakteri Bacillus thuringiensis

Sampel tanah diambil di daerah Semarang pada
enam lokasi yang berbeda. Pengambilan sampel tanah
diambil sebanyak 20 gram dari kedalaman 10-20 cm
dari permukaan tanah (Jani et al, 2023). Pemilihan
lokasi pengambilan sampel tanah didasarkan pada
penelitian Rahardianingtyas dan Wianto (2014) serta
Adriani (2017). Sampel tanah kemudian disimpan
dalam lemari pendingin pada suhu 4°C (Palma, 2015).
Proses isolasi bakteri mengikuti metode yang
dikembangkan oleh Ohba dan Aizawa (1986) dengan
beberapa modifikasi. Sebanyak 1 ml sampel tanah
disuspensi pada 10 ml akuades steril secara aseptis
pada tabung reaksi, kemudian di vortex selama 4-5
menit. Pengenceran di mulai dari 10~ sampai 1076,
dengan pemanasan selama 15 menit pada suhu 70°C.
Selanjutnya, 300 pl suspensi dari masing-masing

pengenceran dituang ke dalam cawan petri berisi
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media selektif untuk Bt, dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 2-4 hari (Sudigdoadi et al., 2017).

Uji Karakterisasi Bacillus thuringiensis

Pengujian ini didasarkan pada panduan dari
Bergey’s Manual of Systematic Bakteorology 2 Edition
Volume 3 (2009):

a. Karakterisasi morfologi bakteri
Setelah isolat diinkubasi selama 48 jam,

dilakukan pengamatan terhadap koloni bakteri.
Isolat yang diteliti diamati morfologi koloninya
setelah dibudidayakan pada medium NA.
Pengamatan meliputi tiga karakteristik utama:
form, elevation, dan margin. Kategori form meliputi
circular, irregular, filamentous dan rhizoid;
elevation meliputi raised, convex, flat, umbonate,
dan crateriform; sedangkan margin meliputi entire,
undulate, filiform, curled, serta lobate

(Lee et al., 2020; ScienceBuddies, 2025).
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Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Gambar 3. 2 Bentuk Koloni Bakteri (ScienceBuddies, 2025)

Koloni yang diperkirakan B. thuringiensis memiliki
karakteristik morfologi koloni bulat (circular),
permukaan datar (flat), tepi halus (entire), dan

berwarna krem (Nasution, 2018; Rocha et al., 2023).

b. Bentuk Sel dan Sifat Gram Bakteri
Bakteri digores pada kaca objek, kemudian

difiksasi dengan di atas nyala api. Setelah itu,
bakteri ditetesi dengan kristal violet selama 1
menit, dibilas dengan akuades, dan dikeringkan.
Selanjutnya, diberi larutan lugol selama 1 menit,
kemudian dibilas dengan akuades dan dikeringkan.
Alkohol 70% ditambahkan hingga objek menjadi
jernih, kemudian dibilas lagi dengan akuades. Pada

tahap terakhir, safranin diteteskan selama 45 detik,
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dibersihkan dengan akuades, dan dikeringkan.
Setelah selesai, pengamatan dilakukan dengan
mikroskop. Bakteri Bt dianggap positif jika
berbentuk batang dan menunjukkan warna ungu

(Putri et al., 2017; Syaifudin & Sutrisno, 2022).

Bacterial Shapes and Arrangement

[ Arrangements of Cocci ] ‘ Arrangements of Bacilli 1

®e e & EG» GEED

Coooms Diploceced Becitus Oupiosacin

8S8e —

Stphylococcl

Pativades Coccobaciin

[ Arrangements of Spiral ]

- \ Spiriits (Heloal-shaped/Corkncrew form) Vitrio
Spirochetes

Gambar 3. 3 Bentuk-bentuk Sel Bakteri (Sapkota, 2022)

Uji Katalase
Sebanyak 3% H:0: diteteskan pada kaca

preparat yang sudah dibersihkan dengan alkohol.
Setelah itu, satu ose isolat bakteri digoreskan pada
gelas objek tersebut dan diamati. Jika hasilnya
positif, akan terlihat gelembung udara di sekitar

goresan bakteri (Murali & Patel, 2017).
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d. Uji Fermentasi Gula

Menggunakan media  TSIA,  inokulasi
dilakukan pada isolat murni bakteri dengan
metode streak menggunakan jarum ose dan
tusukan menggunakan jarum inokulasi. Setelah
diinkubasi 24 jam, diamati perubahan warna
media dari merah menjadi kuning menunjukkan
adanya fermentasi gula (glukosa). Amati juga
apakah terdapat gas, yang dapat dilihat dari
pecahnya media atau terangkatnya media ke atas
(Vos etal, 2009).

Uji Sitrat

Isolat diinokulasi secara zig-zag dengan ose,
dan secara tusuk menggunakan jarum inokulasi
pada media SCA miring (Rika et al., 2016). Setelah
itu, inkubasi di suhu 30°C selama 24 jam.
Perubahan warna diamati dari hijau menjadi biru

sebagai hasil positif (Vos et al., 2009).

Uji Motility Indole Ornithine
Media ini bersifat semi solid yang diperlukan

dalam menguji motilitas dan indol bakteri. 1 ose
bakteri diinokulasi ke dalam media motilitas dan
indol steril dengan metode tusukan. Setelah

inkubasi di suhu 30°C selama 24 jam, dilakukan
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pengamatan. Motilitas bakteri terlihat dari
keruhnya pada media disekitar area tusukan
(Adriani, 2017). Sedangkankan pada uji indol,
ditambahkan setetes reagen kovaks ke permukaan
media indol. Jika terdapat cincin merah, maka

hasilnya dinyatakan positif (Vos et al., 2009).

Endospora
Kaca preparat ditetesi akuades dan diberi

isolat bakteri 1 ose. Seluruh permukaan kaca
preparat ditutup Kkertas saring, kemudian
diteteskan malachite green. Preparat lalu difiksasi
kembali selama 5 menit di atas bunsen. Setelahnya,
kertas saring dilepaskan, dan preparat dibersihkan
dengan akuades. Pewarnaan dilanjutkan dengan
safranin selama sekitar 2 menit, lalu dibilas lagi.
Pengamatan di bawah mikroskop menunjukkan
endospora berwarna hijau, sedangkan sel bakteri
tampak merah muda (Blondine & Susanti, 2010). B.
thuringiensis memiliki ciri khas berupa kristal
protein di luar endospora yang tampak lebih gelap
dibandingkan endospora (Lantang & Runtuboi,
2012).
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h. Kristal Protein
Diambil sebanyak 1 ose Bt diinokulasikan

pada gelas objek yang steril kemudian difiksasi
diberi pewarna coomassie brilliant blue (CBB) dan
didiamkan selama 3 menit. Setelah dilakukan
pewarnaan, gelas objek dibilas dengan air mengalir
lalu dikeringkan dan diamati dibawah mikroskop

(Siallagan et al., 2020).

5. Preparasi Media Peremajaan Bacillus thuringiensis

Media NA disiapkan, selanjutnya disterilkan dalam
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan
tekanan 1 atm. Setelah proses sterilisasi selesai, media
diletakkan di dalam LAF hingga memadat. Sterilisasi
tambahan dilakukan dengan sinar UV. Setelah media
benar-benar memadat, 1 ose bakteri diambil dan
dilakukan streaking pada media tersebut (Addiniyah,
2019).

Pembuatan Suspensi Bacillus thuringiensis

Diambil sebanyak 4 ose Bt biakan murni, lalu
diinokulasikan ke dalam 100 ml media TPB.
Setelahnya, campuran tersebut diinkubasi
menggunakan shaker selama 2x24 jam. Kultur hasil
inkubasi tersebut dianggap sebagai larutan stok awal

untuk uji toksisitas.
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7. Uji Toksisitas Bacillus thuringiensis

Uji toksisitas dilakukan dengan uji pendahuluan
dan uji efikasi (Anggraeni et al., 2015). Larva C
quinquefasciatus didapat dari Insektarium Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Lingkungan Salatiga.
Menurut WHO (2005), uji toksisitas dilakukan dengan
uji efikasi untuk menentukan toksisitas efektif jika B.
thuringiensis dapat membunuh larva. Uji efikasi
dilakukan terhadap dua isolat Bt hasil isolasi dari
Semarang, yaitu dari wilayah Kota (BTS1) dan
Kabupaten (BTS2), serta produk Bactivec sebagai
kontrol positif.

Masing-masing perlakuan diuji pada 6 tingkat
konsentrasi berbeda, dengan 4 kali pengulangan dan
satu kontrol negatif (0 ml). Setiap ulangan
menggunakan 100 ml akuades yang berisi 20 ekor
larva C. quinquefasciatus instar II. Pengamatan
dilakukan terhadap jumlah larva yang mati pada dua
titik waktu, yaitu 20 jam dan 24 jam setelah perlakuan
(WHO, 2005). Pendekatan penggunaan volume
tertentu dalam media uji ini juga telah diterapkan
secara luas pada penelitian toksisitas B. thuringiensis,

misalnya oleh Anggraeni et al,, (2015) pada larva C.
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quinquefasciatus, Addiniyah (2019) pada larva A
aegypti, serta Jani et al., (2023) pada S. frugiperda.
Rentang konsentrasi Bt isolat dari kota dan
kabupaten Semarang yang digunakan adalah 0 ml, 0,1
ml, 0,3 ml, 0,5 m], 0,7 ml, 1 ml dan 3 ml per 100 ml
akuades. Sementara itu, pada perlakuan dengan
Bactivec digunakan konsentrasi yang jauh lebih
rendah, yaitu 0 ml, 0,0001 ml, 0,0005 ml, 0,0007 ml,
0,001 ml, 0,003 ml, dan 0,01 ml. Perbedaan ini
disesuaikan dari hasil uji pendahuluan, dimana
konsentrasi yang setara dengan perlakuan isolat lokal
menyebabkan kematian larva secara total, sehingga
diperlukan  pengenceran lebih lanjut untuk
memperoleh  rentang respons yang dapat
dianalisis secara probit pada kematian larva nyamuk C.
quinquefasciatus sebanyak 50% (LCso), dan 90% (LCoo).
Pengamatan mortalitas dilakukan pada kematian
larva nyamuk yang diamati selama 20 jam dan 24 jam.
Virulensi setiap isolat ditentukan dengan nilai
mortalitas pada larva uji menurut Khaeruni et al.,

(2012) dalam Addiniyah (2019) menggunakan rumus:

Jumlah larva yang mati

% kematian larva = X 100%

Jumlah larva uji
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Data hasil dianalisis dengan tabulasi data dan
tingkat virulensi B. thuringiensis yang ditetapkan
berdasarkan nilai mortalitas larva uji menurut
Manimegalai & Sukanya (2014) dalam Mafaza &
Zulaika (2017) yaitu:

1) Virulensi tinggi, nilai mortalitas di atas 50%
2) Virulensi sedang, nilai mortalitas 30% - < 50%
3) Virulensi rendah, nilai mortalitas < 30%

4) Tidak virulen, nilai mortalitas 0%
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E. Alur Penelitian

B. thuringiensis

—

Isolasi dan Identifikasi isolat
Semarang (Kota dan Kabupaten)
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Karakterisasi Isolat Semarang
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dengan media TPB
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Pengamatan endospora dan
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dalam 20-24 jam

Gambar 3. 4 Diagram Alur Penelitian
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F. Analisis Data

Data penelitian dianalisis secara deskriptif dan
inferensial dengan bantuan perangkat lunak SPSS versi 26.
Parameter lingkungan (suhu udara, suhu tanah, pH tanah,
dan ketinggian wilayah) dianalisis menggunakan uji Mann-
Whitney U untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan
signifikan antara lokasi pengambilan sampel di Semarang
kota dan kabupaten. Sementara itu, data mortalitas larva C.
quinquefasciatus dari hasil uji efikasi B. thuringiensis isolat
Semarang (kota dan kabupaten) serta Bactivec dihitung
dalam bentuk persentase kematian.

Persentase mortalitas tersebut selanjutnya dianalisis
dengan regresi probit untuk memperoleh nilai Lethal
Concentration 50% (LCso) dan Lethal Concentration 90%
(LCo0). Analisis regresi probit digunakan karena sesuai
untuk melihat hubungan antara variabel respon berupa
mortalitas larva (kategori hidup atau mati) dengan
variabel prediktor berupa konsentrasi larutan Bt yang
bersifat kontinu. Dengan demikian, diperoleh estimasi
konsentrasi yang menyebabkan kematian larva sebesar

50% (LCso) maupun 90% (LCoo) (Finney, 1971).



BAB1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

1. Parameter Lingkungan Pengambilan Sampel Tanah
Kota dan Kabupaten Semarang
Parameter lingkungan lokasi pengambilan sampel

tanah kota dan kabupaten Semarang diukur berdasarkan
empat parameter meliputi suhu tanah, suhu udara, pH
tanah dan ketinggian wilayah, hasil pengamatan dan uji
statistik dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Parameter Lingkungan Pengambilan Sampel Tanah

Rata-rata Rata-rata Mann- Asymp.
Parameter Kota Kabupaten = Whitney  Sig. (2- Keterangan
U tailed)
Suhu Tanah 28°C 24°C 18.500 0.049 Berbeda
signifikan
Suhu Udara 30°C 27°C 39.500 0.929 Tidak
berbeda
signifikan
pH Tanah 6.5 6.5 36.500 0.586 Tidak
berbeda
signifikan
Ketinggian 172 mdpl 838 mdpl 0.000 0.000 Berbeda
Wilayah signifikan

Berdasarkan Tabel 4.1, parameter lingkungan yang
telah dianalisis statistik Mann-Whitney U pada hasil
pengamatan diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antara wilayah kota dan kabupaten Semarang
pada parameter ketinggian wilayah. Hal ini ditunjukkan
oleh nilai signifikansi (Asymp. Sig. 2-tailed) < 0,05, yang

79
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berarti bahwa secara statistik, suhu tanah dan ketinggian
wilayah kota-kabupaten berbeda nyata. Sementara itu,
untuk suhu udara dan pH tanah, hasil uji Mann-Whitney U
menunjukkan nilai signifikansi lebih dari 0,05. Artinya,
tidak terdapat perbedaan yang signifikan secara statistik
antara suhu udara dan pH tanah. Dengan kata lain, secara
umum suhu dan pH lingkungan di kedua wilayah
cenderung serupa, meskipun terdapat variasi nilai pada

masing-masing lokasi pengambilan sampel.

Isolasi dan Purifikasi Bakteri
Isolasi bakteri dilakukan menggunakan media selektif

yang dirancang khusus untuk mendukung pertumbuhan B.
thuringiensis, dengan sumber isolat berasal dari enam
sampel tanah komposit. Sampel tanah diambil dari
berbagai lokasi, yaitu Simpang Lima (SL), Bukit Undip
Tembalang (BUT), dan BSB City (BSB) yang mewakili
wilayah kota Semarang, serta Ambarawa (AMB), Bawen
(BWN), dan Bandungan (BDG) yang mewakili wilayah
kabupaten Semarang. Inokulasi sampel dilakukan ke
dalam media selektif, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 2 hingga 4 hari (Sudigdoadi et al., 2017).
Pertumbuhan koloni diamati pada berbagai tingkat
pengenceran, dan hasil terbaik diperoleh pada

pengenceran 107%, di mana koloni tampak tumbuh terpisah
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dan memiliki morfologi yang jelas untuk diamati lebih
lanjut. Selanjutnya, koloni dari media selektif tersebut
dipurifikasi menggunakan teknik gores (streak plate) pada
media Nutrient Agar (NA), kemudian diinkubasi selama
24-48 jam guna memperoleh koloni tunggal yang murni.
Isolat hasil purifikasi ini selanjutnya digunakan untuk
tahap karakterisasi, baik dari segi morfologi koloni secara
makroskopis maupun pengamatan mikroskopis terhadap
bentuk sel, endospora, dan kristal protein. Hasil purifikasi

dapat dilihat pada Gambar 4.1.

Gambar 4. 1 Hasil Purifikasi Isolat Bakteri 10-4 Kota: (A) SL?, (B) SL2,
(C) BUTY, (D) BUT?, (E) BSBY, (F) BSBZ, Kabupaten: (G) AMB?, (H)
AMB2, (I) BWNY, (J) BWNZ?, (K) BDG?, dan (L) BDG2
(Dokumentasi penelitian, 2025)
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3. Karakterisasi Morfologi Koloni dan Sel Bakteri
Pengamatan morfologi koloni secara makroskopis

yaitu dengan melihat bentuk, elevasi, tepian, dan warna
koloni. Karakterisasi morfologi koloni bakteri dilakukan
dengan penilaian morfologi koloni B. thuringiensis yang
memiliki bentuk bulat (circular), permukaan datar (flat),
tepi halus (entire), dan berwarna krem (Nasution, 2018;
Rocha et al., 2023). Hasil Identifikasi dapat dilihat pada
Tabel 4.2.
Tabel 4.2 Karakter Morfologi Koloni

Morfologi Koloni

Kode
Isolat

Bentuk Elevasi Tepian Warna
SL(1)

Irregular Raised Undulate Krem
SL(2) L
-
v . i .
Circular Entire Krem

BUT(1)

Irregular Raised Lobate Putih




83

Morfologi Koloni

Kode
Isolat
Bentuk Elevasi Tepian Warna
BUT(2)
Circular Convex
o -
Circular Flat Entire
BSB(2)
Undulate Krem
o m
Circular Undulate Krem
o | -
Circular Raised Entire Putih
BWN(1)

Circular Flaf A Entiré
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Morfologi Koloni

Kode
Isolat
Bentuk Elevasi Tepian Warna
o Iﬂ I ! | ' !
| | |
! ! !
Circular Convex Entire Krem
BDG(1)
BDG(2)

Circular 7 Entire 7

Berdasarkan hasil purifikasi, didapatkan empat isolat
yang memiliki morfologi koloni Bt yang sesuai yaitu isolat
kota SL(2) dan BSB(1), isolat kabupaten BWN(1), dan BDG(2).
Sedangkan isolat yang tidak memenuhi kararakter
morfologi koloni Bt yaitu isolat SL(1), BUT(1), BUT(2),
BSB(2), BWN(2), AMB(1), AMB(2) dan BDG(1). Selanjutnya
dilakukan pengamatan mikroskopis guna mengetahui
bentuk sel isolat, hasil pengamatan mikroskopis terlihat

pada Gambar 4.2 dengan perbesaran 400x.
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Gambar 4. 2 Morfologi Sel Isolat Kota: (A) SL!berbentuk batang,
(B) SL2 berbentuk batang, (C) BUT! berbentuk batang, (D) BUT?
berbentuk batang, (E) BSB!berbentuk batang, (F) BSB2
berbentuk batang, Kabaputen: (G) AMB! berbentuk batang, (H)
AMB? berbentuk batang, (I) BWN!berbentuk batang, (J) BWN?
berbentuk batang, (K) BDG! berbentuk batang, dan (L) BDG?
berbentuk batang (Dokumentasi penelitian, 2025)

Berdasarkan  hasil = pengamatan  mikroskopis
menunjukkan morfologi sel berbentuk batang (basil).

Isolat SL(1) dan SL(2) memiliki panjang 2 um dan lebar 1
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um, isolat BUT(1) dan BDG(1) memiliki panjang 2-3 pm
dan lebar 1 um, isolat BUT(2) memiliki panjang 3 pm dan
lebar 1 um, isolat BSB(1), BWN(1), BWN (2) dan BDG(2)
memiliki panjang 3-4 pm dan lebar 1 pm, isolat BSB(2)
emiliki panjang 3 pm dan lebar 1 pm. Sedangkan isolat
AMB(1) dan AMB(2) memiliki panjang 2-3 pm dan lebar 1
um. Ukuran sel isolat BSB(1), BWN(1), dan BDG(2) dengan
panjang 3-5 um dan lebar 1-1,2 pm. Meskipun isolat SL(2)
memiliki ukuran yang lebih kecil dan bentuk batang yang
belum sepenuhnya berkembang telah memenuhi karakter

morfologi koloni B. thuringiensis.

Karakterisasi Genus Bacillus
Koloni  bakteri  dikarakterisasi = menggunakan

pewarnaan Gram dengan pengamatan warna ungu pada
perbesaran 400x dan hasil uji katalase positif berdasarkan

Bergey’s Manual. Hasil dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Karakterisasi Genus Bacillus

Isolat Sifat Gram Uji Katalase
Bakteri

SL(1)
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Isolat
Bakteri

Sifat Gram

Uji Katalase

SL(2)

BUT(1)

BUT(2)

BSB(1)




38

Isolat Sifat Gram Uji Katalase
Bakteri

BSB(2)

AMB(1)

AMB(2)

BWN(1)

+ . I . I . I .
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Isolat Sifat Gram Uji Katalase
Bakteri

BWN(2)

BDG(1)

BDG(2)

+ +
Keterangan: hasil positif (+), hasil negatif (-)

Berdasarkan hasil pengamatan pewarnaan Gram dan
uji katalase, isolat yang tergolong ke dalam genus Bacillus
ditandai dengan sifat Gram positif (terlihat berwarna ungu
pada pengecatan Gram) dan menunjukkan reaksi positif

pada uji katalase yang ditandai dengan terbentuknya buih.
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Mengacu pada Tabel 4.3, isolat yang memiliki karakteristik
tersebut adalah SL(2), BSB(1), BWN(1), dan BDG(2).
Sedangkan yang tidak tergolong genus Bacillus ditandai
dengan sifat Gram positif (berwarna ungu) menunjukkan
reaksi negatif katalase yang tidak terbentuknya buih
adalah isolat SL(1), BSB(2), BWN(2), BDG(1), kemudian
sifat Gram negatif (berwarna merah) dengan menunjukkan
reaksi negatif katalase yang tidak terbentuknya buih
adalah isolat BUT(1), BUT(2), AMB(1), dan AMB(2).

Karakterisasi Bacillus thuringiensis
I[solat yang memenuhi kesesuaian koloni, Gram, dan uji

katalase dikarakterisasi dengan uji biokimia untuk
mendapatkan bakteri spesifik. Dalam penelitian ini, uji
biokimia dilakukan sebagai langkah identifikasi awal
untuk memastikan karakteristik isolat bakteri yang diduga
merupakan B. thuringiensis. Uji yang digunakan meliputi
fermentasi gula, penggunaan sitrat, motilitas, dan
pembentukan indol. Keempat uji ini dipilih karena mampu
menggambarkan sifat metabolik dan fisiologis bakteri yang
relevan untuk identifikasi, serta didasarkan pada acuan
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology sebagai
rujukan standar dalam penentuan karakteristik bakteri.

Hasil uji biokimia dapat dilihat pada Tabel 4.4.
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Tabel 4. 4 Uji biokimia isolat bakteri

Uji Isolat

Biokimia SL2 BSB1 BWN1 BDG2

TSIA

+ - -
Sitrat

- - - +

Motilitas
I
|

+ + +

Indol

+

Keterangan: hasil positif (+), hasil negatif (-)
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Tabel 4.4 diatas menunjukkan 4 wuji biokimia
berdasarkan panduan Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, dari empat isolat yang diuji menunjukkan
hasil yang berbeda. Seluruh isolat bakteri menunjukkan
hasil positif (motil) pada uji motilitas (pergerakan bakteri),
ditandai dengan keruhnya daerah disekitar tusukan. Pada
uji fermentasi gula, isolat SL(2), dan BDG(2) menunjukkan
hasil negatif berwarna merah, sedangkan isolat BSB(1),
dan BSB(2) menunjukkan hasil positif berwarna kuning.
Uji sitrat isolat BDG(2) menunjukkan hasil positif dengan
perubahan warna media hijau menjadi biru. Sedangkan
isolat SL(2), BSB(1), dan BWN(1) menunjukkan hasil
negatif tidak ada perubahan warna media. Kemudian, pada
uji indol seluruh isolat menunjukkan hasil negatif.

Berdasarkan hasil uji biokimia pada Tabel 4.4. dan
panduan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology,
maka isolat bakteri yang menunjukkan kesamaan
karakteristik Bacillus thuringiensis adalah isolat BSB(1)
dan BWN(1). Isolat BSB(1) yang berasal dari wilayah kota
Semarang selanjutnya disebut BTS1, sedangkan isolat
BWN(1) yang berasal dari wilayah kabupaten Semarang
disebut sebagai BTS2.
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6. Pengamatan Endospora dan Kristal Protein

Bt dikenal dengan ciri khasnya yaitu memiliki
endospora dan kristal protein, dimana kristal protein
biasanya tampak di ujung sel pada fase sporulasi. Hasil
pengamatan ini difokuskan pada keberadaan struktur
tersebut dan posisinya di dalam sel bakteri. Untuk
memperkuat interprestasi hasil, dilakukan perbandingan
visual dengan dokumentasi dari literatur perbesaran
1000x pada Gambar 4.4. Hasil pengamatan endospora
dengan perbesaran 400x dapat dilihat pada Gambar 4.3.

Gambar 4. 3 Pengamatan Endospora pada Perbesaran 400x: (A) BTS1, (B) BTS2.
Keterangan: (S) Spora, (SV) Sel Vegetatif (Dokumentasi penelitian, 2025)

,}’;’f‘*'%ﬂ

‘Lap

Gambar 4. 4 Morfologi Endospora pada Perbesaran 1000x.
Keterangan: (S) Spora, (SV) Sel Vegetatif
(Addiniyah, 2019)
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Berdasarkan Gambar 4.3, isolat BTS1 dan BTS2
memiliki endospora. Untuk mendeteksi adanya endospora
dapat menggunakan pewarna malachite green dan safranin
(Blondine & Susanti, 2010), hasil pewarnaan endospora
menunjukkan spora berwana hijau sedangkan sel vegetatif
berwarna merah muda. Terbentuknya endospora diiringi
dengan terbentuknya kristal protein. Kristal inilah yang
bersifat toksik terhadap larva nyamuk (Anggraeni et al.,
2013). Hasil pengamatan kristal protein dapat dilihat pada
Gambar 4.5. dan perbandingan visual dengan dokumentasi

dari literatur perbesaran 1000x pada Gambar 4.6.

Gambar 4. 5 Pengamatan Kristal protein pada Perbesaran 400x: (A) BTS1, (B) BTS2.
Keterangan: (S) Spora, (K) Kristal protein (Dokumentasi penelitian, 2025)

Gambar 4. 6 Morfologi Kristal Protein pada Perbesaran 1000x.
Keterangan: (S) Spora, (K) Kristal protein
(Siallagan et al.,, 2020)
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Berdasarkan Gambar 4.5, isolat BTS1 dan BTS2 setelah
pewarnaan menggunakan CBB (Coomassie Brilliant Blue)
menunjukkan bahwa kristal protein tampak lebih gelap
dan padat daripada endospora, terlihat diujung sel bakteri.
Kristal protein berbentuk bulat. Isolat BTS1 dan BTS2
memiliki potensi sebagai biolarvasida. Ciri-ciri yang
ditunjukkan oleh isolat BTS1 dan BTS2, seperti bentuk sel
batang Gram positif, kekmampuan membentuk endospora,
serta keberadaan kristal parasporal, memperkuat bahwa

isolat tersebut dapat diidentifikasi sebagai B. thuringiensis.

Uji Toksisitas Bacillus thuringiensis Isolat Semarang
(BTS1 & BTS2) dengan Bactivec terhadap Larva Culex
quinquefasciatus Instar I11

Larva C. quinquefasciatus instar III diperoleh dari
Insektarium Balai Besar Laboratorium Kesehatan
Lingkungan (BBLKL) Salatiga. B. thuringiensis yang
digunakan berasal dari Isolat kota Semarang (Kode: BTS1),
Isolat kabupaten Semarang (Kode: BTS2) dan produk
komersial Bactivec (Kode: BAC). Hasil uji toksisitas isolat
BTS1, BTS2 dan BAC pada waktu 20 jam dapat dilihat pada
Tabel 4.5, Tabel 4.6. dan Tabel 4.7. Sedangkan hasil uji
toksisitas isolat BTS1, BTS2 dan BAC pada waktu 24 jam
dapat dilihat pada Tabel 4.8. Tabel 4.9. dan Tabel 4.10.



96

Tabel 4.5 Hasil Uji Toksisitas Isolat BTS1 terhadap Larva
C. quinquefasciatus instar 11l selama 20 Jam

Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat
Isolat LarvaUji Larva Larva Virulensi
(ml) & Mati (%)
Ulangan
(20x4)
0 80 0 0% -
0,1 80 2 2,5% Rendah
0,3 80 5 6,25% Rendah
0,5 80 7 8,75% Rendah
0,7 80 18 22,5% Rendah
1 80 68 85% Tinggi
3 80 80 100% Tinggi

Tabel 4.6 Hasil Uji Toksisitas Isolat BTS2 terhadap Larva
C. quinquefasciatus instar 11l selama 20 Jam
Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat

Isolat Larva Uji Larva Larva Virulensi
(ml) & Mati (%)
Ulangan
(20x4)

0 80 0 0% -
0,1 80 0 0% -
0,3 80 0 0% -
0,5 80 2 2,5% Rendah
0,7 80 15 18,75% Rendah

1 80 43 53,75% Tinggi

3 80 70 87,5% Tinggi
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Tabel 4.7 Hasil Uji Toksisitas Isolat BAC terhadap Larva C.
quinquefasciatus instar 11l selama 20 Jam

Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat
Isolat LarvaUji Larva Larva Virulensi
(ml) & Mati (%)
Ulangan
(20x4)

0 80 0 0% -
0,0001 80 18 22,5% Rendah
0,0005 80 45 56,25% Tinggi
0,0007 80 50 62,5% Tinggi
0,001 80 62 77,5% Tinggi
0,003 80 79 98,75% Tinggi

0,01 80 80 100% Tinggi

Berdasarkan Tabel 4.5, Tabel 4.6, dan Tabel 4.7. Isolat
BTS1 dan BTS2 memiliki potensi sebagai biolarvasida
karena mampu menyebabkan kematian pada larva C
quinquefasciatus instar IIl selama 20 jam. Sementara itu,
Isolat BAC merupakan biolarvasida komersial yang telah
diformulasi dan digunakan secara luas sebagai agen
pengendali hayati. Dalam penelitian ini, BAC digunakan
sebagai kontrol positif karena merupakan produk
biolarvasida terstandarisasi dengan bahan aktif B.
thuringiensis subsp. israelensis. Persentase kematian larva
yang diberi isolat BTS1, BTS2 dan BAC menunjukkan
variasi mortalitas pada setiap konsentrasi dengan tingkat

virulensi yang berbeda selama 20 jam pengamatan.
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Persentase kematian larva setelah diberi isolat BTS1, dan
BTS2, dapat dilihat pada grafik Gambar 4.7. Sedangkan
persentase kematian larva setelah diberi isolat BAC dapat

dilihat pada grafik Gambar 4.8.

100%

80%
60%
40%
20%
0% — [ . I I

0 0,1 ml 0,3ml 0,5 ml 0,7 ml 1ml 3ml
Konsentrasi Bacillus thuringiensis
mBTS1 mBTS2

Mortalitas (%)

Gambar 4. 7 Persentase Mortalitas Larva C. quinquefasciatus oleh
Isolat BTS1 dan BTS2 Selama 20 Jam

100%
80%
60%

40%

Mortalitas (%)

20%
0%
0 0,0001 ml 0,0005 ml 0,0007 ml 0,001 ml 0,003ml 0,01 ml

Konsentrasi Bacillus thuringiensis
BAC

Gambar 4. 8 Persentase Mortalitas Larva C. quinquefasciatus oleh
Isolat BAC Selama 20 Jam
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Grafik pada Gambar 4.7 dan Gambar 4.8,
memperlihatkan  persentase  kematian larva C
quinquefasciatus instar I1l setelah 20 jam paparan terhadap
dua isolat lokal B. thuringiensis (BTS1 dan BTS2), serta
kontrol positif (standar pembanding) berupa produk
komersial Bactivec (BAC). Hasil grafik menunjukkan
bahwa mortalitas larva meningkat seiring dengan
bertambahnya konsentrasi pada semua perlakuan. Isolat
BAC, sebagai kontrol positif menunjukkan toksisitas paling
tinggi. Pada konsentrasi 0,0005 ml mortalitas larva sudah
melebihi 50% dan mencapai 100% pada konsentrasi 0,01
ml. Hal ini menunjukkan bahwa BAC memiliki tingkat
virulensi yang tinggi bahkan pada konsentrasi sangat
rendah.

Sementara ituy, isolat lokal BTS1 menunjukkan potensi
sedang dengan virulensi tinggi baru terlihat pada
konsentrasi 1 ml ke atas, yaitu saat mortalitas mencapai
85% pada konsentrasi 1 ml dan 100% pada konsentrasi 3
ml. Hal ini menunjukkan bahwa BTS1 memiliki potensi
toksik, namun masih memerlukan konsentrasi tinggi untuk
menghasilkan efek maksimal dalam 20 jam. Sedangkan
isolat lokal BTS2 menunjukkan toksisitas paling rendah
dengan virulensi tinggi baru terlihat pada konsentrasi 3 ml,

pada konsentrasi 1 ml kematian larva 53,75% dan belum
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mencapai 100% pada konsentrasi 3 ml (87,5%).
Berdasarkan kedua grafik di atas, urutan efektivitas toksik
terhadap larva C. quinquefasciatus adalah: BAC > BTS1 >
BTS2.

Tabel 4.8 Hasil Uji Toksisitas Isolat BTS1 terhadap Larva
C. quinquefasciatus instar 11l selama 24 Jam
Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat

Isolat Larva Larva Larva Virulensi
(ml) Uji & Mati (%)
Ulangan
(20x4)
0 80 0 0% -
0,1 80 2 2,5% Rendah
0,3 80 5 6,25% Rendah
0,5 80 11 13,75% Rendah
0,7 80 21 26,25% Rendah
1 80 69 86,25% Tinggi
3 80 80 100% Tinggi

Tabel 4.9 Hasil Uji Toksisitas Isolat BTS2 terhadap Larva
C. quinquefasciatus instar Ill selama 24 Jam
Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat

Isolat Larva Larva Larva Virulensi
(ml) Uji & Mati (%)
Ulangan
(20x4)

0 80 0 0% -
0,1 80 0 0% -
0,3 80 1 1,25% Rendah
0,5 80 4 5% Rendah
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Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat

Isolat Larva Larva Larva Virulensi
(ml) Uji & Mati (%)
Ulangan
(20x4)
0,7 80 18 22,5% Rendah
1 80 44 55% Tinggi
3 80 78 97,5% Tinggi

Tabel 4.10 Hasil Uji Toksisitas Isolat BAC terhadap Larva
C. quinquefasciatus instar 11l selama 24 Jam
Konsentrasi Total Total Mortalitas Tingkat

Isolat Larva Larva Larva Virulensi
(ml) Uji & Mati (%)
Ulangan
(20x4)

0 80 0 0% -
0,0001 80 20 25% Rendah
0,0005 80 46 58% Tinggi
0,0007 80 53 66% Tinggi
0,001 80 65 81,25% Tinggi
0,003 80 80 100% Tinggi

0,01 80 80 100% Tinggi

Berdasarkan Tabel 4.8, Tabel 4.9, dan Tabel 4.10. Isolat
BTS1 dan BTS2 memiliki potensi sebagai biolarvasida
karena mampu menyebabkan kematian pada larva C
quinquefasciatus instar III selama 24 jam. Persentase
kematian larva yang diberi isolat BTS1, BTS2 dan BAC

menunjukkan variasi mortalitas pada setiap konsentrasi
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dengan tingkat virulensi yang berbeda selama 24 jam
pengamatan. Persentase kematian larva setelah diberi
isolat BTS1, dan BTS2, dapat dilihat pada grafik Gambar
4.9. Sedangkan persentase kematian larva setelah diberi

isolat BAC dapat dilihat pada grafik Gambar 4.10.
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Gambar 4. 9 Persentase Mortalitas Larva C. quinquefasciatus oleh
Isolat BTS1 dan BTS2 Selama 24 Jam
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20%
0%
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Konsentrasi Bacillus thuringiensis
BAC

Gambar 4. 10 Persentase Mortalitas Larva C. quinquefasciatus
oleh Isolat BAC Selama 24 Jam
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Grafik pada Gambar 4.9 dan Gambar 4.10,
memperlihatkan  persentase  kematian larva C
quinquefasciatus instar III setelah 24 jam paparan.
Dibandingkan hasil sebelumnya, terjadi peningkatan
mortalitas pada seluruh perlakuan. Isolat BAC tetap
menunjukkan toksisitas yang paling tinggi dan virulensi
tinggi dalam waktu singkat dan konsentrasi rendah,
dengan mortalitas sudah mencapai 100% pada
konsentrasi 0,003 ml dan 0,01 ml.

Isolat lokal BTS1 menunjukkan peningkatan toksisitas
dibandingkan hasil 20 jam, dengan mortalitas larva
sebesar 86,25% pada konsentrasi 1 ml dan 100% pada
konsentrasi 3 ml. Hal ini menandakan bahwa virulensi
tinggi dari isolat BTS1 mulai tercapai lebih cepat, meskipun
membutuhkan konsentrasi tinggi. Isolat BTS2 juga
menunjukkan peningkatan toksisitas lebih baik pada
waktu 24 jam, dimana mortalitas larva mencapai 55% pada
konsentrasi 1 ml dan 97,5% pada konsentrasi 3 ml. Hal ini
menandakan bahwa virulensinya tergolong tinggi pada
konsentrasi maksimal. Meski demikian, toksisitas BTS2
masih lebih rendah dibandingkan BTS1 dengan jarak
perbedaannya menjadi lebih kecil dibandingkan hasil 20
jam. Secara keseluruhan, urutan toksisitas pada 24 jam

tetap BAC > BTS1 > BTS2.
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cPersentase kematian larva yang ditampilkan melalui
grafik di atas, baik pada waktu pengamatan selama 20 jam
dan 24 jam, tidak hanya ditunjukkan dalam bentuk angka,
namun juga terlihat secara morfologis. Oleh karena itu,
dilakukan dokumentasi visual terhadap larva C
quinquefasciatus, sebagai data pendukung uji toksisitas
dengan mikroskop stereo. Hasil pengamatan morfologi
larva setelah 20 jam dan 24 jam dapat dilihat pada Gambar
4.11 dan Gambar 4.12.

Gambar 4. 11 Hasil Pengamatan Larva C. quinquefasciatus instar 11
pasca perlakuan selama 20 jam: (A) larva tampak bening, utuh, dan
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segar [kontrol negatif], (B) larva pucat dengan sedikit kehitaman di
bagian abdomen [BTS1], (C) larva tampak pucat dan sedikit
bengkak [BTS2], (D) larva menghitam dan tampak kaku [BAC]
(Dokumentasi penelitian, 2025)

Berdasarkan Gambar 4.11 menunjukkan hasil
pengamatan morfologi larva Culex quinquefasciatus instar
[II setelah 20 jam paparan terhadap masing-masing
perlakuan ditampilkan pada Gambar 4.11. Larva kontrol
negatif (Gambar 4.11A) menunjukkan morfologi normal
dengan tubuh transparan, utuh, dan aktivitas berenang
yang masih tinggi. Sebaliknya, larva yang diberi perlakuan
isolat lokal BTS1 (Gambar 4.11B) tampak pucat dan mulai
menunjukkan kehitaman pada bagian abdomen, disertai
penurunan aktivitas gerak. Larva yang terpapar isolat
BTS2 (Gambar 4.11C) menunjukkan perubahan warna
menjadi keabu-abuan serta tampak sedikit membengkak,
yang mengindikasikan respons awal terhadap paparan
toksin. Pada larva yang diberi perlakuan Bactivec (BAC)
sebagai kontrol positif (Gambar 4.11D), terlihat kondisi
tubuh yang kaku, dengan warna gelap kehitaman yang
menyebar di sebagian besar tubuh, menandakan efek

toksik yang kuat dalam waktu 20 jam.
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Gambar 4. 12 Hasil Pengamatan Larva C. quinquefasciatus instar 11
pasca perlakuan selama 24 jam: (A) larva tampak bening, utuh, dan
segar [kontrol negatif], (B) larva tampak sangat pucat dan
kehitaman meluas pada bagian abdomen [BTS1], (C) larva tampak
lebih membengkak dan lebih pucat [BTS2], (D) larva tampak hitam
pekat hampir seluruh tubuh [BAC] (Dokumentasi penelitian, 2025)

Berdasarkan Gambar 4.12 menunjukkan hasil
pengamatan morfologi larva C. quinquefasciatus instar III
setelah 24 jam paparan terhadap masing-masing
perlakuan ditampilkan pada Gambar 4.12. Larva kontrol
negatif (Gambar 4.12A) masih mempertahankan kondisi

tubuh yang jernih, aktif, dan tidak mengalami perubahan



107

warna yang mencolok. Larva pada perlakuan BTS1
(Gambar 4.12B) tampak lebih pucat dibandingkan
sebelumnya, dengan area kehitaman yang menyebar lebih
luas di sepanjang bagian abdomen serta tidak
menunjukkan gerakan aktif. Sementara itu, larva yang
terpapar BTS2 (Gambar 4.12C) mengalami pembengkakan
yang lebih nyata dibandingkan waktu 20 jam, disertai
warna tubuh yang semakin keruh keabu-abuan. Perlakuan
BAC (Gambar 4.12D) menunjukkan efek paling signifikan,
ditandai dengan tubuh larva yang menghitam secara intens
hampir di seluruh bagian, tampak kaku, dan menunjukkan
degradasi jaringan, mengindikasikan tingkat toksisitas

yang tinggi dari formulasi tersebut.

8. Perbandingan Nilai LCso dan LCqo antar Isolat Bacillus
thuringiensis
Setelah melihat peningkatan toksisitas yang di

tunjukkan melalui grafik mortalitas larva pada berbagai
konsentrasi dan waktu pengamatan serta visual toksisitas
terhadap larva. Selanjutnya dilakukan analisis regresi
probit untuk menentukan nilai LCso dan LCoo, yaitu
konsentrasi Larvasida yang mampu membunuh 50% dan
90% populasi larva C. quinquefasciatus instar III. Nilai ini
digunakan sebagai indikator toksisitas dan efektivitas

formulasi biolarvasida yang diuji, baik isolat lokal dari
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Semarang (BTS1 dan BTS2) maupun kontrol postif berupa

Bactivec (BAC). Berdasarkan hasil analisis (Tabel 4.11. dan

Tabel 4.12) diperoleh nilai LCsq dan LCo sebagai berikut:
Tabel 4. 11 Nilai LCso dan LCo pada waktu 20 Jam

Isolat LCso (ml) LCoo (ml)
BTS1 0,816 1,161
BTS2 1,210 2,692
BAC 0,000624 0,00171

Tabel 4. 12 Nilai LCso dan LCo pada waktu 24 Jam

Isolat LCso (ml) LCoo (ml)
BTS1 0,788 1,148
BTS2 1,007 1,907
BAC 0,000612 0,00142

Pada Tabel 4.11 dan Tabel 4.12, hasil analisis regresi
probit menunjukkan bahwa toksisitas ketiga isolat
terhadap larva C. quinquefasciatus instar III berbeda,
tergantung pada jenis isolat dan lama waktu paparan. Nilai
LCsp dan LCqq yang diperoleh menggambarkan konsentrasi
isolat yang dibutuhkan untuk menyebabkan kematian
pada 50% dan 90% populasi larva. Setelah pengamatan 20
jam, isolat lokal BTS1 memiliki nilai LCsq sebesar 0,816 ml,
sedangkan LCqq tercatat sebesar 1,161 ml. Sementara itu,
BTS2 memerlukan konsentrasi yang lebih tinggi untuk
mencapai efek letal yang sama, yaitu 1,210 ml (LCso) dan

2,692 ml (LCog). Sebaliknya, kontrol positif BAC
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menunjukkan potensi toksik yang jauh lebih kuat, dengan
nilai LCso yang sangat kecil, yaitu hanya 0,000624 ml, serta
LCoo sebesar 0,00171 ml. Perbedaan ini menegaskan
bahwa kemampuan toksik BAC jauh melampaui isolat
lokal.

Pada pengamatan lanjutan setelah 24 jam, semua isolat
menunjukkan peningkatan efektivitas toksik yang
tercermin dari penurunan nilai LC. Untuk BTS1, LCs, turun
menjadi 0,788 ml, dan LCyy menjadi 1,148 mL. BTS2 juga
menunjukkan penurunan, meskipun tetap lebih tinggi dari
BTS1, dengan LCso sebesar 1,007 ml dan LCyy sebesar
1,907 ml. Adapun BAC, nilai LC-nya juga sedikit menurun
menjadi 0,000612 ml (LCs0) dan 0,00142 ml (LCy0), tetap
mempertahankan posisi sebagai yang paling toksik. Jika
dibandingkan berdasarkan urutan toksisitas, maka baik
pada 20 maupun 24 jam, urutannya konsisten: BAC > BTS1
> BTS2. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun isolat lokal
belum setara dengan kontrol positif, isolat BTS1 memiliki

potensi yang lebih tinggi dibandingkan BTS2.
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B. Pembahasan Hasil Penelitian

1. Parameter Lingkungan Pengambilan Sampel Tanah
Kota Semarang dan Kabupaten Semarang
Parameter  lingkungan dari kedua  wilayah

pengambilan sampel menunjukkan hasil yang bervariasi.
Berdasarkan pada Tabel 4.1. hasil analisis statistik Mann-
Whitney U, diketahui bahwa suhu tanah dan ketinggian
wilayah memiliki perbedaan yang signifikan secara
statistik (Asymp. Sig. <0,05) antara wilayah kota dan
kabupaten. Wilayah kota seperti Simpang Lima,
Tembalang, dan BSB memiliki ketinggian yang lebih
rendah (62-245 mdpl) dibandingkan wilayah kabupaten
seperti Ambarawa, Bawen, dan Bandungan yang memiliki
ketinggian lebih dari 500 mdpl. Menurut Rifai et al., (2020),
pertumbuhan bakteri dapat dipengaruhi oleh faktor
lingkungan. Bakteri mampu bertahan hidup dalam
lingkungan yang mendukung pertumbuhannya. Salah satu
faktor lingkungan yang berperan adalah pH dan suhu
lingkungan. Kondisi geografis ini turut mempengaruhi
suhu tanah, dimana wilayah kota cenderung memiliki suhu
tanah yang lebih tinggi (26-31°C) sedangkan wilayah
kabupaten menunjukkan suhu tanah yang lebih rendah
(19-26°C). Suhu yang lebih rendah dan kelembaban yang
lebih tinggi di daerah-daerah ini dapat mempengaruhi

stabilitas toksin yang dihasilkan oleh B. thuringiensis.



111

Penelitian sebelumnya menemukan bahwa suhu
lingkungan dan tekanan oksigen di wilayah yang lebih
tinggi dapat menurunkan aktivitas enzimatik bakteri
(Widiarti, et al., 2020).

Menurut penelitian oleh Tripsila et al, (2013),
ketinggian wilayah tidak memiliki hubungan langsung
dengan tingkat mortalitas larva akibat toksin B.
thuringiensis. Namun demikian, ketinggian wilayah tetap
menjadi faktor penting dalam hal keberadaan dan
kelimpahan isolat Bt. Sudigdoadi et al., (2017) menyatakan
bahwa wilayah dataran tinggi cenderung memiliki
kelimpahan B. thuringiensis yang lebih besar dibandingkan
dengan dataran rendah. Hal ini mungkin berkaitan dengan
kondisi lingkungan dataran tinggi yang lebih stabil dan
mendukung pertumbuhan sporulasi bakteri tanah seperti
Bt, termasuk faktor kelembaban tanah, suhu yang sejuk,
dan rendahnya tekanan persaingan mikrob lain. Meskipun
efek toksisitas pada larva tidak secara langsung ditentukan
oleh ketinggian, distribusi dan potensi isolat Bt lokal tetap
dapat dipengaruhi oleh kondisi geografis tersebut.

Perbedaan suhu tanah ini penting karena suhu
merupakan salah satu faktor yang memengaruhi
pertumbuhan dan sporulasi B. thuringiensis. Wilayah kota

memiliki suhu tanah yang lebih tinggi dibandingkan
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kabupaten. Meskipun suhu tanah bukan merupakan media
pertumbuhan langsung, lingkungan tanah yang lebih
hangat dapat mengindikasikan adaptasi mikrob, termasuk
B. thuringiensis, terhadap suhu yang tinggi. Murray et al.,
(2003) dalam Karunia et al, (2021), menyatakan bahwa
suhu optimum suatu bakteri tergantung pada lingkungan
suhu atau temperatur asal bakteri. B. thuringiensis
termasuk bakteri mesofil, suhu pertumbuhan optimal
untuk B. thuringiensis berkisar antara 30-45°C (Martin,
2010). Penelitian Adriani (2017), menyatakan bahwa
faktor suhu memberikan pengaruh positif terhadap laju
pertumbuhan, semakin tinggi suhu pada interval suhu
250C-40°C menyebabkan semakin cepat laju pertumbuhan
Bt.

Selanjutnya, suhu udara dan pH tanah menunjukkan
tidak ada perbedaan yang signifikan secara statistik
(Asymp. Sig. > 0,05) antara wilayah kota dan kabupaten.
Suhu udara pada saat pengambilan sampel berada pada
kisaran 18-32°C. Pengambilan sampel dilakukan pada
bulan Januari 2025 yang secara klimatologis tergolong
musim hujan, suhu udara di lokasi sampling tergolong
cukup tinggi. Kondisi ini diduga dipengaruhi oleh anomali
iklim berupa fenomena EIl-Nino ringan yang masih

berlangsung hingga awal tahun 2025. Menurut BMKG



113

(2025), El-Nino menyebabkan peningkatan suhu
permukaan dan penurunan kelembapan udara di beberapa
wilayah. Suhu udara yang tinggi tersebut masih dalam
kisaran yang tidak menghambat aktivitas fisiologis Bt,
karena Bt memiliki rentang toleransi suhu yang cukup luas.
Susanti & Blondine (2013) menjelaskan bahwa Bt mampu
tumbuh dalam kisaran suhu 15-40°C.

Selain itu, nilai pH tanah di kedua wilayah juga berada
pada kisaran pH 6,5 - 7 netral hingga sedikit asam, rentang
pH ini dapat mendukung pertumbuhan B. thuringiensis
(Jang et al, 2013; Arsinta et al, 2020). B. thuringiensis
dapat tumbuh pada kisaran pH 5,5-8,5 (pH optimum 6,5-
7,5) (Jusuf, 2006). Andini & Nurhasanah (2020),
menyatakan bahwa pH tanah lebih banyak dipengaruhi
oleh aktivitas antropogenik seperti penggunaan pupuk dan
limbah domestik dibandingkan oleh letak geografis atau
ketinggian wilayah. Hasil ini memperkuat asumsi bahwa
kondisi pH tanah di wilayah kota dan kabupaten tidak
memberikan perbedaan yang mencolok terhadap

kemampuan adaptasi isolat bakteri.

2. Isolasi dan Purifikasi Bakteri
Isolasi merupakan tahap awal yang penting dalam

memperoleh bakteri target dari lingkungan yang diduga

mengandung B. thuringiensis (Rahman, 2014). Pada
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penelitian ini, isolasi dilakukan dari enam wilayah
pengambilan sampel tanah, meliputi tiga lokasi di kota dan
kabupaten Semarang. Dari masing-masing lokasi diambil
tiga titik sampling, kemudian dihomogenkan menjadi satu
sampel komposit per wilayah, sehingga diperoleh enam
sampel tanah.

Tanah yang diisolasi pada penelitian ini merupakan
sampel tanah bawah pohon trembesi, rambutan, beringin,
serasah daun dan perkebunan. Pemilihan pengambilan
sampel tanah didasarkan pada penelitian yang dilakukan
Rahardianingtyas & Wianto (2014) dan Adriani (2017)
menyatakan bahwa karakter habitat isolat Bt memiliki ciri-
ciri terdapat banyak serasah dan ternaungi oleh
pepohonan dengan struktur tanah yang gembur karena
dapat menjadi tempat pertumbuhan bakteri.

Proses isolasi dilakukan berdasarkan metode Ohba dan
Aizawa (1986) dengan pengenceran bertingkat (10
hingga 10-¢) dibuat secara duplo menggunakan akuades
steril. Sebanyak 300 pl dari setiap pengenceran
diinokulasikan ke dalam cawan petri yang berisi media
selektif Bt, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 2-
4 hari (Sudigdoadi et al, 2017). Menurut Bahri et al,
(2021) media selektif merupakan media yang mampu

menumbuhkan bakteri tertentu dan menghambat
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pertumbuhan bakteri non-target, sehingga bakteri yang
dapat hidup pada media selektif yang digunakan diduga
kuat merupakan B. thuringiensis. Media selektif formulasi
Tripsilla et al., (2013) dengan modifikasi Sudigdoadi et al.,
(2017) juga digunakan dalam penelitian Rohmanita et al.,
(2013) dan Addiniyah (2019) untuk mengisolasi Bt isolat
lokal di Jawa Timur.

Berdasarkan Gambar 4.1, pertumbuhan koloni bakteri
hasil isolasi tampak pada sebagian besar cawan petri,
dengan pengenceran 10™* menunjukkan sebaran koloni
yang paling optimal, karena koloni terlihat terpisah satu
sama lain. Koloni terpisah ini menjadi penting untuk
memudahkan proses pemurnian. Oleh karena itu, koloni
yang tumbuh pada pengenceran ini dipilih untuk tahap
purifikasi. Purifikasi bakteri merupakan serangkaian
langkah untuk memisahkan bakteri tersebut dari
kontaminan mikroorganisme lain guna memperoleh kultur
yang bersifat murni. Tahapan dalam proses ini meliputi
isolasi awal, dilanjutkan dengan metode pemurnian
tertentu, serta diakhiri dengan karakterisasi guna
memastikan kemurnian dan mengenali spesies bakteri
yang diperoleh (Karunia et al., 2021).

Proses purifikasi dilakukan dengan metode gores

(streak plate) untuk memperoleh koloni bakteri. Koloni
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yang terpisah dari hasil isolasi diambil menggunakan ose
dan digoreskan pada media NA dalam pola zig-zag.
Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 24-48 jam
hingga terbentuk koloni tunggal yang seragam secara
morfologi. Koloni hasil purifikasi kemudian digunakan

sebagai isolat murni untuk tahap selanjutnya.

3. Karakterisasi Morfologi Koloni dan Sel Bakteri
Pengamatan morfologi digunakan sebagai langkah

awal dalam proses identifikasi bakteri sebelum dilakukan
analisis lanjutan seperti uji biokimia. Meskipun bentuk
koloni dan sel bakteri tidak memiliki variasi struktural
yang cukup untuk menetapkan spesies secara pasti, setiap
jenis bakteri tetap menunjukkan ciri morfologi yang khas
sehingga dapat dijadikan sebagai informasi pendukung
untuk tahap identifikasi berikutnya (Ogodo et al., 2022).
Pengamatan morfologi koloni secara makroskopis
yaitu dengan melihat bentuk, elevasi, tepian, dan warna
koloni. Karakterisasi morfologi koloni bakteri dilakukan
dengan penilaian morfologi koloni B. thuringiensis yang
memiliki bentuk bulat (circular), permukaan datar (flat),
tepi halus (entire) dan berwarna krem atau keruh
(Nasution, 2018; Rocha et al,, 2023). Hasil pengamatan
morfologi koloni pada Tabel 4.2. menunjukkan 4 isolat

yang memiliki morfologi koloni B. thuringiensis yang sesuai
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yaitu isolat kota SL(2) dan BSB(1), isolat kabupaten BWN(1),
dan BDG(2). Sedangkan isolat yang tidak memenuhi
karakter morfologi koloni B. thuringiensis adalah SL(1),
BUT(1), BUT(2), BSB(2), BWN(2), AMB(1), AMB(2) dan BDG(1).

Dalam penelitian ini, pada Gambar 4.2 menunjukkan
bahwa hasil pengamatan morfologi sel bakteri berbentuk
batang (bacil) dengan berbagai ukuran pada Gambar 4.2.
Isolat SL(1) dan SL(2) memiliki panjang 2 um dan lebar 1
um, isolat BUT(1) dan BDG(1) memiliki panjang 2-3 pm
dan lebar 1 um, isolat BUT(2) memiliki panjang 3 pm dan
lebar 1 um, isolat BSB(1), BWN(1), BWN (2) dan BDG(2)
memiliki panjang 3-4 pm dan lebar 1 pm, isolat BSB(2)
memiliki panjang 3 um dan lebar 1 pm. Sedangkan isolat
AMB(1) dan AMB(2) memiliki panjang 2-3 pm dan lebar 1
pum. Ukuran sel isolat BSB(1), BWN(1), dan BDG(2)
mendekati ukuran referensi B. thuringiensis menurut
Blondine & Susanti (2013) serta Putriawati et al.,, (2018),
yaitu panjang 3-5 um dan lebar 1-1,2 um. Meskipun isolat
SL(2) memiliki ukuran yang lebih kecil dan bentuk batang
yang belum sepenuhnya berkembang telah memenuhi
karakter morfologi koloni B. thuringiensis. Oleh karena itu,
isolat ini tetap diuji lebih lanjut.

Setelah dilakukan karakterisasi morfologi koloni dan

sel, pengujian dilanjutkan dengan pengamatan
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mikroskopis guna mengkrakterisasi Genus Bacillus
menggunakan pewarnaan Gram dan uji katalase,
karakterisasi uji biokimia, serta pengamatan endospora
dan kristal protein untuk memastikan bahwa isolat yang
diperoleh dari wilayah kota dan kabupaten Semarang

diduga kuat sebagai B. thuringiensis.

4. Karakterisasi Genus Bacillus
Pewarnaan Gram yang digunakan dengan mengacu

pada metode yang dilakukan Putri et al., (2017) dengan
proses Gram staining, pewarnaan Gram salah satu metode
yang sederhana, pewarnaan gram mempermudah untuk
melihat bakteri secara mikroskopik. Membantu
memperjelas ukuran dan bentuk sel bakteri, dan
membantu melihat bentuk struktur sel bakteri. Bakteri
Gram positif akan berwarna ungu, sedangkan bakteri Gram
negatif tidak mempertahankan zat warna kristal violet
sewaktu proses pewarnaan Gram sehingga akan berwarna
merah muda (Madigan et al., 2016).

Genus Bacillus dibedakan dengan bakteri Gram positif
(Li et al, 2020). Hasil pewarnaan Gram pada penelitian ini
menunjukkan kesamaan dengan perubahan warna sel
ungu yang menandakan bakteri bersifat Gram positif yang
merupakan ciri dari B. thuringiensis. Berdasarkan Tabel

4.3. Isolat yang memiliki ciri-ciri tersebut adalah isolat SL
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(1), SL(2), BSB(1), BSB (2), BWN(1), BWN (2), BDG (1) dan
BDG(2). Sedangkan yang tidak memenuhi ciri tersebut
adalah isolat BUT(1), BUT (2), AMB(1), dan AMB(2)
menunjukkan Gram negatif berwarna merah.

Pewarnaan Gram adalah salah satu tahap identifikasi
yang sangat penting untuk membedakan bakteri Gram
positif dan Gram negatif. Perbedaan dari Gram positif dan
Gram negatif tersebut terletak pada susunan dinding
selnya. Bakteri Gram positif setelah pewarnaan akan
menghasilkan warna ungu ketika diamati dibawah
mikroskop. Hal tersebut dikarenakan dinding sel bakteri
Gram positif tersusun atas peptidoglikan yang lebih tebal
dibandingkan bakteri Gram negatif. Peptidoglikan yang
lebih tebal mampu mempertahankan zat warna kristal
violet meskipun telah diberi larutan pemucat (Nuryady et
al., 2013). Selain itu, bakteri Gram negatif memiliki
membran luar dinding sel yang mengandung karbohidrat
yang berikatan dengan lipid (lipopolisakarida) yang tebal.
Apabila dilakukan pewarnaan Gram maka bakteri Gram
positif akan berwarna ungu dan bakteri Gram negatif
berwarna merah muda (Campbell, 2003).

Genus Bacillus memiliki kemampuan menghasilkan
hasil positif pada katalase (Li et al., 2020). Berdasarkan
Tabel 4.3. Isolat SL(2), BSB(1), BWN(1), dan BDG(2)
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menunjukkan hasil positif pada uji katalase, ditandai
dengan terbentuknya buih. H>0; bersifat toksik terhadap
sel bakteri, dengan adanya enzim katalase maka H,0; akan
dipecah menjadi air dan oksigen sebagai komponen yang
tidak berbahaya terhadap sel bakteri (Maruli & Patel,
2017). Sedangkan isolat SL (1), BSB (2), BUT(1), BUT(2),
AMB(1), AMB(2), BWN(2) dan BDG(1) menunjukkan hasil
negatif dengan tidak terbentuknya buih.

Berdasarkan hasil uji Gram dan uji katalase pada isolat
yang ditampilkan dalam Tabel 4.3, diketahui bahwa isolat
SL(2), BSB(1), BWN(1), dan BDG(2) memiliki karakteristik
khas dari Genus Bacillus, yaitu bersifat Gram positif
(terlihat berwarna ungu pada pengecatan Gram) serta
menunjukkan reaksi positif pada uji katalase yang ditandai
dengan munculnya gelembung atau buih. Karakteristik ini
mengindikasikan bahwa isolat-isolat tersebut memiliki
dinding sel tebal yang kaya peptidoglikan dan mampu
menghasilkan enzim katalase untuk menguraikan
hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen.

Temuan ini sejalan dengan beberapa hasil penelitian
sebelumnya. Penelitian oleh Melanie et al., (2018), Abo-
Bakr et al., (2020), dan Hassan et al., (2021) menunjukkan
bahwa isolat Bacillus yang diperoleh dari tanah wilayah

Swiss, Mesir, dan Saudi Arabia menunjukkan reaksi Gram
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positif dan katalase positif. Hal serupa juga dilaporkan oleh
Jani et al., (2023) bahwa isolat dari tanah di Kalimantan
memiliki karakteristik Gram positif dan katalase positif,
yang semakin memperkuat bahwa isolat yang diuji dalam

penelitian ini tergolong ke dalam Genus Bacillus.

5. Karakterisasi Bacillus thuringiensis
Dalam penelitian ini, serangkaian uji biokimia

dilakukan untuk mengonfirmasi apakah isolat bakteri yang
diperoleh termasuk Bt, dengan mengacu pada Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology 2nd Edition Volume 3
(2009). Karakter umum yang menjadi acuan antara lain
bakteri bersifat Gram positif, berbentuk basil,
menghasilkan reaksi katalase positif, serta memiliki
endospora. Menurut Yulvizar (2013), anggota genus
Bacillus umumnya memiliki ciri khas berupa reaksi indol
dan sitrat negatif, katalase positif, serta mampu
memfermentasi gula. Hasil ini juga diperkuat oleh temuan
Mafazah & Zulaika (2017) dan Karunia et al,, (2021), yang
konsisten dengan deskripsi pada Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). Dari empat
isolat yang diuji melalui uji fermentasi gula, sitrat,
motilitas, dan indol, diperoleh hasil yang bervariasi.

Pada uji fermentasi gula, isolat SL(2) dan BDG(2)

menunjukkan slant merah dan butt kuning, yang
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mengindikasikan fermentasi glukosa saja. Sebaliknya,
isolat BSB(1) dan BWN(1) menunjukkan slant dan butt
berwarna kuning, yang menandakan fermentasi terhadap
glukosa dan disakarida. Tidak ditemukan perubahan
warna hitam maupun pembentukan gas, sehingga isolat
diyakini tidak memproduksi H,S atau gas fermentatif. Uji
fermentasi gula sendiri bertujuan untuk mengetahui
kemampuan bakteri dalam memfermentasi gula menjadi
asam, yang ditunjukkan dengan perubahan warna medium
menjadi kuning. Hal ini sejalan dengan penelitian Jung et
al., (1994) dan Addiniyah (2019) yang melaporkan bahwa
B. thuringiensis israelensis mampu memfermentasi gula
dan menghasilkan warna kuning pada medium uji.
Kesimpulan ini konsisten dengan prinsip TSIA dan
karakteristik umum B. thuringiensis yang biasanya hanya
memfermentasi glukosa dan tidak menghasilkan H,S
(Rahman, 2014; Putra, 2015).

Uji sitrat isolat BDG(2) menunjukkan hasil positif
dengan perubahan warna media hijau menjadi biru.
Sedangkan isolat SL(2), BSB(1), dan BWN(1) menunjukkan
hasil negatif dengan tidak ada perubahan warna media
(hijau). Menurut Jung et al,, (1994) Bti menunjukkan hasil
negatif pada uji sitrat. Hal ini didukung oleh penelitian

Yulvizar (2013), Addiniyah (2019), dan Karunia et al,
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(2021) bahwa bakteri tidak memiliki kemampuan
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon.

Seluruh isolat menunjukkan hasil positif pada uji
motilitas (pergerakan bakteri), ditandai dengan keruhnya
daerah disekitar tusukan. Hasil penelitian ini sesuai
dengan penelitian Dagga et al., (2016), dan Bello et al,
(2022) bahwa Bacillus thuringiensis memiliki alat gerak
berupa flagella. Kemudian, pada uji indol seluruh isolat
menunjukkan hasil negatif karena tidak terbentuknya
cincin merah pada media saat ditetesi dengan reagen
kovaks. Hal ini berarti bahwa isolat tidak memiliki
kemampuan untuk memecah amino tryphosphat menjadi
senyawa yang mengandung nitrogen. Hal ini sesuai dengan
penelitian Adriani (2017) bahwa B. thuringiensis
menunjukkan hasil negatif pada uji indol.

Berdasarkan Tabel 4.4, isolat bakteri yang
menunjukkan kesamaan karakteristik B. thuringiensis
setelah uji biokimia adalah isolat BSB(1) dan isolat
BWN(1). Isolat BSB(1) yang berasal dari wilayah kota
Semarang selanjutnya disebut BTS1, sedangkan isolat
BWN(1) yang berasal dari wilayah kabupaten Semarang
disebut sebagai BTS2.
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6. Pengamatan Endospora dan Kristal Protein
Selain pengamatan morfologi koloni dan sel,

karakterisasi Genus Bacillus, dan karakterisasi B.
thuringiensis dengan uji biokimia, karakter khas yang
menjadi ciri-ciri dari bakteri B. thuringiensis adalah sel
vegetatif bentuk bacil, memiliki endospora terletak pada
posisi subterminal, serta Kkristal protein pada fase
sporulasinya yang memiliki sifat insektisidal (Padole et al.,
2017). Spora dan kristal protein ini akan terlihat jika
menggunakan reagen pewarnaan Coomassie Brilliant Blue
dengan pengamatan di bawah mikroskop perbesaran
1000x (Siallagan et al., 2020).

Endospora berfungsi sebagai pertahanan diri bagi
bakteri apabila lingkungan sekitarnya tidak mendukung
untuk tumbuh, endospora juga tahan terhadap bahan
kimia dan impermeable sehingga pewarna yang digunakan
harus disesuaikan (Muthmainnah, 2018). Untuk
mengetahui keberadaan endospora dapat digunakan
pewarna malachite green dan safranin (Blondine & Susanti,
2010). Hasil pewarnaan endospora pada penelitian ini
menunjukkan bahwa spora berwana hijau sedangkan sel
vegetatif berbentuk bacil berwarna merah muda, terlihat

pada Gambar 4.3.
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Pewarnaan endospora dalam penelitian ini dilakukan
pada kultur isolat yang telah diinkubasi selama +72 jam.
Hal ini sejalan dengan referensi yang menyatakan bahwa
endospora umumnya mulai terbentuk Kketika bakteri
memasuki fase sporulasi, yaitu setelah mengalami
pertumbuhan selama kurang lebih tiga hari pada suhu 37°C
(Shiddiqi et al., 2013; Ayomi et al., 2014; Pagare et al,
2018). Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis, pada
Gambar 4.3, endospora terletak di posisi subterminal.
Meskipun struktur endospora dan sel vegetatif masih
dapat dikenali, hasil pewarnaan yang diperoleh kurang
menunjukkan kontras warna yang kuat sebagaimana
ditampilkan dalam literatur Addiniyah (2019) pada
Gambar 4.4. Kualitas visual yang kurang tajam ini
kemungkinan besar dipengaruhi oleh penurunan
efektivitas pewarna yang digunakan, baik karena kualitas
awalnya yang kurang baik maupun karena kondisi
penyimpanan yang tidak optimal atau telah melewati
masa kedaluwarsa.

Terbentuknya endospora diiringi dengan
terbentuknya kristal protein (Anggraeni et al, 2013).
Kristal inilah yang bersifat toksik terhadap larva.
Berdasarkan Gambar 4.5, isolat BTS1 dan BTS2 setelah

pewarnaan menggunakan CBB (Coomassie Brilliant Blue)
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menunjukkan bahwa kristal protein tampak lebih gelap
dan padat dibanding endospora, terlihat diujung sel
bakteri (Gambar 4.5). Hal tersebut sesuai dengan
penelitian Siallagan et al., (2020) pada Gambar 4.6. Kristal
protein memiliki bentuk bulat padat dan gelap setelah
diwarnai menggunakan CBB. Kristal protein berbentuk
bulat menandakan Kkristal protein tersebut termasuk tipe
cry4 B. thuringiensis israelensis (Bti) yang toksik terhadap
Ordo Diptera. Isolat BTS1 dan BTS2 memiliki potensi
sebagai biolarvasida. Hal ini didukung oleh penelitian
Nasution (2018), Addiniyah (2019), dan Rocha et al,
(2023).

7. Uji Toksisitas Bacillus thuringiensis Isolat Semarang
(BTS1 & BTS2) dengan Bactivec terhadap Larva Culex
quinquefasciatus Instar I11

Pada penelitian ini, uji toksisitas dilakukan dengan uji

pendahuluan dan uji efikasi. Uji pendahuluan dilakukan
sebagai penentu rentang konsentrasi Bt yang dapat
mematikan larva dalam kisaran 0% < kematian < 100%,
sedangkan uji efikasi digunakan untuk tingkat kematian
larva (Anggraeni et al, 2015). Rentang konsentrasi Bt
isolat dari kota dan kabupaten Semarang yang digunakan
dalam uji toksisitas dilakukan dengan uji efikasi adalah 0
ml, 0,1 ml, 0,3 ml, 0,5 ml, 0,7 ml, 1 ml dan 3 ml per 100 ml

akuades. Sementara itu, pada perlakuan dengan Bactivec
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digunakan konsentrasi yang jauh lebih rendah, yaitu 0 ml,
0,0001 ml, 0,0005 ml, 0,0007 ml, 0,001 ml, 0,003 ml, dan
0,01 ml. B. thuringiensis yang digunakan berasal dari [solat
kota Semarang (Kode: BTS1), Isolat kabupaten Semarang
(Kode: BTS2) dan produk komersial Bactivec (Kode: BAC).
Perlu diperhatikan bahwa rentang konsentrasi yang
digunakan berbeda antara isolat BTS1 dan BTS2 dengan
isolat BAC, perbedaan konsentrasi disesuaikan dengan
potensi awal pada uji pendahuluan. Penggunaan
konsentrasi rendah pada kontrol positif BAC bertujuan
untuk menghindari efek toksik berlebihan yang dapat
mengganggu analisis probit. Sementara itu, isolat lokal
BTS1 dan BTS2 menggunakan rentang konsentrasi lebih
tinggi, sehingga diperlukan gradien yang memadai untuk
memperoleh nilai secara LCso dan LCqg akurat.
Berdasarkan grafik Gambar 4.7 dan 4.8 selama 20 jam
serta grafik Gambar 4.9 dan 4.10 pengamatan 24 jam,
tingkat mortalitas larva meningkat seiring meningkatnya
konsentrasi perlakuan. Pada isolat BTS1 dan BTS2,
kematian larva mulai terlihat signifikan pada konsentrasi
menengah hingga tinggi, sedangkan isolat BAC kematian
larva mulai terlihat pada konsentrasi rendah hingga tinggi.
Mortalitas tertinggi tercapai pada konsentrasi tertinggi

setiap perlakuan, dan perlakuan isolat BAC sebagai kontrol
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positif secara konsisten menghasilkan tingkat kematian
yang lebih tinggi dibandingkan isolat lokal.

Hasil ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Hitipeuw et al., (2023), yang menunjukkan bahwa aplikasi
konsentrasi B.  thuringiensis yang tinggi dapat
menyebabkan kematian larva Culex dalam jumlah besar.
Sehingga, tingginya konsentrasi yang termakan oleh larva
menyebabkan kematian. Sejalan dengan Widayati et al.,
(2020) semakin banyak toksin yang dimakan oleh larva
maka akan lebih cepat penghambatan pertumbuhan dan
perkembangan larva sehingga persentase mortalitas dapat
lebih tinggi.

Kematian larva dalam penelitian ini dipengaruhi oleh
berbagai aspek, baik yang berasal dari kondisi fisiologis
larva maupun lingkungan tempat uji dilakukan. Dari sisi
kondisi larva, uji dilakukan pada larva C. quinquefasciatus
instar Ill, di mana pada tahap perkembangan ini, sistem
pencernaannya telah berkembang secara sempurna. Hal
ini memungkinkan kristal protein dan spora dari Bacillus
thuringiensis bekerja secara maksimal sebagai racun yang
menyerang saluran cerna. Oleh sebab itu, penggunaan B.
thuringiensis kurang direkomendasikan untuk larva instar
[ atau II (Manimegalai, 2014). Selain itu, efektivitas

larvasida ini juga ditunjang oleh kondisi pengujian yang
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dilakukan di dalam laboratorium, sehingga B. thuringiensis
tidak terpapar langsung oleh sinar ultraviolet yang
berpotensi merusak efektivitas bakteri (Lepe, 2012;
Haigal, 2020).

Secara mekanistik, kematian larva C. quinquefasciatus
disebabkan oleh toksin kristal yang diproduksi oleh B.
thuringiensis. Menurut Suwarno et al, (2015) kristal
protein akan teraktifkan oleh enzim pencerna setelah itu
protein yang sudah aktif menempel pada protein reseptor
permukaan epitel usus sehingga sel mengalami lisis dan
mengakibatkan gangguan pencernaan terhadap larva.
Ketika larva mengonsumsi bakteri ini, toksin teraktivasi
dalam kondisi basa saluran pencernaan larva, kemudian
berikatan dengan reseptor pada membran epitel usus. Hal
ini menyebabkan terbentuknya pori-pori yang merusak
struktur sel, menganggu keseimbangan osmotik, dan
akhirnya menyebabkan kelumpuhan, gangguan makan,
dan kematian pada larva (Mahdalena, 2019; Vajri, 2021).

Pengamatan terhadap larva C. quinquefasciatus pada
Gambar 4.11 dan 4.12 menunjukkan adanya variasi
kerusakan morfologi akibat perlakuan yang berbeda. Larva
yang terpapar BTS1 mengalami kehitaman pada abdomen
dan thoraks, dan tubuh menjadi kaku. Sebaliknya, larva

pada perlakuan BTS2 menunjukkan kerusakan yang lebih
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lambat, dengan tubuh pucat disertai pembengkakan.
Perlakuan Bactivec (BAC) menghasilkan dampak paling
nyata, yakni tubuh larva menjadi sangat hitam pada
keseluruhan tubuh, dan kehilangan respon lebih cepat.
Perbedaan ini mencerminkan variasi potensi toksisitas, di
mana BTS1 lebih merusak dibanding BTS2, meskipun
keduanya masih belum seefektif Bactivec.

Hasil pengamatan pada penelitian ini didukung oleh
hasil penelitian Arsi et al, (2019) bahwa larva yang
terinfeksi bakteri B. thuringiensis tubuhnya berwarna
hitam serta beberapa waktu kemudian akan mengalami
kerusakan pada tubuhnya. Sejalan dengan temuan Pada
larva C. quinquefasciatus, perubahan serupa juga
dilaporkan oleh Bello et al., (2022), yang mengamati bahwa
paparan B. thuringiensis menyebabkan kerusakan jaringan
internal, terutama pada bagian usus, disertai dengan
perubahan warna tubuh dan penurunan aktivitas gerak.
Hal ini juga diperkuat oleh penelitian Hitipeuw et al,
(2023), yang menemukan bahwa infeksi B. thuringiensis
terhadap larva Culex menyebabkan terganggunya saluran
pencernaan dan menyebabkan larva mengalami kematian
secara bertahap, ditandai dengan perubahan morfologi
seperti tubuh melengkung, warna menjadi gelap, dan usus

yang rusak.
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Perubahan morfologi ini umumnya mencakup
kerusakan pada sistem pencernaan larva, munculnya
lubang pada jaringan usus, serta terlihatnya warna gelap
kehitaman di sekitar jaringan tersebut. Gejala ini muncul
akibat aktivitas dari kristal protein yang dihasilkan oleh B.
thuringiensis, yang bekerja secara spesifik terhadap
saluran cerna serangga target. Selain itu, bagian usus
tengah (midgut) yang tampak tidak lagi utuh diduga
berkaitan dengan kondisi basa dalam saluran pencernaan
larva. Lingkungan ini mendukung aktivasi kristal protein
melalui proses enzimatik oleh protease, yang mengubah
bentuk tidak aktif (protoksin) menjadi bentuk toksik yang
aktif (Sari, 2019).

8. Perbandingan Nilai LCso dan LCqo antar Isolat Bacillus
thuringiensis
Nilai LC (Lethal Concentration) merupakan parameter

penting dalam meilai potensi toksisitas suatu agen
biolarvasida, yang di analisis menggunakan analisis regresi
probit. Analisis ini penting dilakukan, karena nilai LC
menggambarkan tingkat toksisitas aktual dari setiap isolat
secara numerik, dan memungkinkan perbandingan yang
lebih objektif antar perlakuan. Nilai Lethal Concentration
50% (LCso) dan Lethal Concentration 90% (LCq) yaitu

konsentrasi minimum yang diperlukan untuk membunuh
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masing-masing 50% dan 90% populasi larva uji selama
rentang waktu tertentu (Effendi, et al.,, 2012; Tyas et al,,
2014).

Berdasarkan hasil analisis probit pada Tabel 4.11 dan
4.12, diketahui bahwa kontrol positif isolat BAC
menunjukkan nilai LCsp dan LCo yang paling rendah
dibandingkan isolat lokal BTS1 dan BTS2, baik pada waktu
pengamatan 20 jam maupun 24 jam. Pada waktu 20 jam,
nilai LCsg isolat BAC sebesar 0,000624 ml dan nilai LCog
sebesar 0,00171 ml. Sedangkan pada waktu 24 jam, nilai
LCsp sebesar 0,000612 ml dan nilai LCo¢ sebesar 0,0014-2
ml yang merupakan nilai terendah dibandingkan seluruh
isolat lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa Bactivec
memiliki toksisitas paling tinggi, meskipun digunakan
dengan dosis yang jauh lebih kecil dibanding isolat lokal.
Nilai ini sejalan dengan status Bactivec sebagai kontrol
positif karena merupakan produk formulasi komersial dari
B. thuringiensis israelensis (Bti) yang telah distandarisasi
dan dioptimalkan.

Sementara itu, isolat lokal menunjukkan potensi yang
bervariasi. BTS1 memiliki nilai LCs, sebesar 0,816 ml dan
LCop sebesar 1,161 ml pada 20 jam, sedangkan BTS2 lebih
tinggi, yaitu LCso sebesar 1,210 ml dan LCy, sebesar 2,692

ml. Pada waktu 24 jam, terdapat pergeseran nilai yang
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mencerminkan peningkatan efek toksik. LCsq BTS1
menurun menjadi 0,788 ml dan LCyy menjadi 1,148 ml,
sedangkan BTS2 memiliki nilai LCsy sebesar 1,007 ml dan
LCyo sebesar 1,907 ml. Penurunan nilai LC seiring waktu
menunjukkan bahwa toksisitas Bt semakin nyata setelah
periode paparan yang lebih lama. Hasil penelitian ini tidak
jauh berbeda dengan penelitian yang dilakukan
(Elgowiyya, 2015) mengenai efikasi larvasida B.
thuringiensis terhadap kematian larva C. quinquefasciatus
menunjukkan hasil LCso atau konsentrasi yang efektif
untuk membunuh 50% larva instar III.

Nilai LC yang rendah menunjukkan bahwa suatu isolat
lebih toksik, karena hanya memerlukan konsentrasi kecil
untuk mencapai angka kematian tertentu (Ramdhini,
2010), semakin rendah nilai LC maka semakin tinggi nilai
toksisitasnya (Putra, 2017). Oleh karena itu, selain melihat
grafik mortalitas, nilai LCso dan LCoo memberikan dasar
yang kuat dalam mengevaluasi dan membandingkan
potensi toksisitas antara isolat lokal BTS1 dan BTS2
dengan kontrol positif BAC. Nilai LCso dan LCo dari isolat
lokal BTS1 dan BTS2 serta kontrol positif BAC dalam waktu
pengamatan selama 20-24 jam.

Meskipun begitu, Bactivec (BAC) tetap menunjukkan

toksisitas tertinggi, dibandingkan dengan isolat lokal kota
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Semarang (BTS1) dan kabupaten Semarang (BTS2). Di
antara isolat lokal, BTS1 menunjukkan toksisitas lebih
tinggi dibandingkan BTS2, terlihat dari nilai LC nya yang
lebih rendah. Perbedaan potensi toksik ini diduga
berkaitan dengan karakter fisiologis dan adaptasi isolat
terhadap lingkungan asalnya. BTS1 berasal dari wilayah
perkotaan dengan suhu lebih tinggi dan kemungkinan
tekanan lingkungan yang lebih intensif, yang dapat
mendorong isolat untuk tumbuh lebih agresif atau
menghasilkan senyawa toksik secara lebih cepat. Meski
begitu, faktor seperti ketinggian wilayah lebih relevan
terhadap kelimpahan mikroba di alam, bukan secara
langsung terhadap mortalitas larva (Tripsilla, et al., 2013;
Sudigdoadi, et al.,, 2017).

Dengan demikian, berdasarkan nilai LCsq dan LCg,,
urutan potensi toksisitas dari tertinggi ke terendah adalah:
BAC > BTS1 > BTS2. Hasil ini menunjukkan bahwa
meskipun BTS1 belum seefektif produk komersial, isolat
ini berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai

kandidat biolarvasida lokal.



BABV
SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat

disimpulkan bahwa:

1.

Isolat lokal B. turingiensis asal Semarang (BTS1 dan
BTS2) memiliki tingkat toksisitas tertinggi pada
perlakuan konsentrasi 1 ml dan 3 ml, dengan
persentase kematian larva C. quinquefasciatus instar 111
mencapai >90%. Sedangkan Bactivec memiliki
toksisitas tertinggi pada perlakuan konsentrasi 0,003
ml dan 0,01 ml dengan persentase kematian larva C.
quinquefasciatus instar 11l mencapai 100%.

Hasil analisis regresi probit menunjukkan urutan
potensi toksisitas berdasarkan nilai LC dari yang
tertinggi hingga terendah adalah: BAC > BTS1 > BTS2,
dengan nilai LCso dan LCoo berturut-turut pada waktu
20 jam, isolat BAC nilai LCs sebesar 0,000624 ml dan
LCog sebesar 0,00171 ml. Isolat BTS1, nilai LCso sebesar
0,816 ml dan LCo sebesar 1,161 ml. Sedangkan BTS2
nilai LCso sebesar 1,210 ml dan LCo sebesar 2,692 ml.
Pada waktu 24 jam, isolat BAC nilai LCso sebesar
0,000612 ml dan LCyo sebesar 0,00142 ml. Isolat BTS1,
nilai LCso sebesar 0,788 ml dan LCo sebesar 1,148 ml.

Sedangkan BTS2 nilai LCso sebesar 1,007 ml dan LCoo
135
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sebesar 1,907 ml. Nilai tersebut menegaskan bahwa
semakin rendah nilai LC, semakin tinggi potensi
toksisitas isolat terhadap larva. Dengan demikian,
isolat lokal BTS1 memiliki potensi sebagai kandindat
biolarvasida alternatif meskipun efektifitasnya di

bawah Bactivec.

B. Saran
Beberapa saran guna mengembangkan penelitian ini

meliputi:

1. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut
mengenai B. thuringiensis isolat lokal Semarang,
dengan penggunaan metode konfirmasi molekuler
(PCR atau sekuensing 16S rRNA/Cry genes group),
pengamatan dengan mikroskop SEM (Scanning
Electron Microscope) untuk mengetahui bentuk
kristal protein dan jenis kristal protein serta gen
penyandi kristal pada bakteri ini. Sehingga dapat
diketahui kemampuan toksisitasnya pada
organisme target yang sesuai. Karena dalam
penelitian ini, hanya dikarakterisasikan sampai
tingkat spesies.

2. Perlu dilakukan pengembangan isolat lokal yang
menunjukkan potensi untuk dikembangkan lebih

lanjut melalui formulasi ulang dan standarisasi
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toksin agar dapat bersaing dengan produk

komersial seperti Bactivec.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

Tanah

Gambar 3. Hasil Purifikasi pada Media NA
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Gambar 4. Pewarnaan Gram, Endospora, Kristal Protein dan
Uji Biokimia Bakteri

Gambar 5. Suspensi Bakteri pada Media TPB diinkubasi pada
shaker-inkubator

Gambar 7. Pengamatan Morfologi Larva



Lampiran 2. Hasil Analisis Mann-Whitney U
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Mann- Wilcoxon Asymp.|| Exact
Parameter]| Whitney W Z ||Sig. (2-|Big. (2-||Keterangan
U tailed) tailed)
Suhu | 18500 || 63.500 [-1.971| 0.049 |[0.0505 Berbeda
Tanah signifikan
Suhu Tidak
39.500 || 84.500 ||-0.089|| 0.929 [|0.931b|| berbeda
Udara s
signifikan
Tidak
pH Tanah || 36.500 || 81.500 []-0.544| 0.586 ||0.730|| berbeda
signifikan
Ketinggian|| g 50 || 45.000 |-3.582|| 0.000 [0.000v| Berbeda
Wilayah signifikan
a.Grouping Variable: Wilayah (Kota dan Kabupaten Semarang)

b. Nilai Exact significance tidak dikoreksi terhadap ties (not corrected for ties)
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Lampiran 3. Hasil Analisis Regresi Probit 20 Jam

Confidence Limits

BTS1 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Probabilit  Estim Lower Upper Estimat  Lower Upper
y ate Bound Bound e Bound Bound

PRO .010 430 .326 503  -.366 -.486 -.299

BIT .020 464 .362 .533 -.334 -.441 -.273
.030 .486 .387 .554 -.313 -.412 -.257
.040 .504 407 .570 -.298 -.390 -.244
.050 .519 424 .583 -.285 -.373 -.234
.060 .532 .439 .595 -.274 -.358 -.225
.070 544 .452 .606 -.265 -.345 -.218
.080 .554 464 .615 -.256 -.333 -.211
.090 .564 A76 .624 -.249 -.323 -.205
.100 573 .486 632 -242 -.313 -.199
.150 .613 .533 .668 -.212 -.273 -.175
.200 .647 .573 .699 -.189 -.242 -.155
.250 .678 .609 .728 -.169 -.215 -.138
.300 .706 .643 .755 -.151 -.192 -.122
.350 734 .675 .782 -.134 -.171 -.107
.400 761 .705 .810 -.119 -.152 -.092
450 .788 735 .839  -.103 -134 -.076
.500 .816 .765 .870 -.088 -.117 -.060
.550 .845 .793 .904 -.073 -.100 -.044
.600 .875 .822 .942 -.058 -.085 -.026
.650 .907 .852 985  -.042 -.070 -.007



.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.943

.983
1.029
1.085
1.161
1.180
1.201
1.225
1.252
1.283
1.321
1.370
1.436
1.548

.883

.916

.954

.998
1.055
1.069
1.084
1.102
1.121
1.144
1.171
1.205
1.251
1.328

1.033
1.090
1.158
1.244
1.364
1.395
1.429
1.468
1.512
1.565
1.630
1.713
1.830
2.032

-.026
-.008
.012
.036
.065
.072
.080
.088
.098
.108
121
137
157
.190

-.054
-.038
-.021
-.001
.023
.029
.035
.042
.050
.058
.068
.081
.097
123

166

.014
.037
.064
.095
.135
144
155
167
.180
195
212
.234
.262
.308

a. Logarithm base = 10.

Confidence Limits

S 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Estimat  Lower Upper Estima  Lower Upper

Probability e Bound = Bound te Bound Bound
PRO .010 .283 .018 .587 -.548 -1.752 -.231
BIT* .020 .336 .028 .665 -.474 -1.551 -.177
.030 374 .038 721 -.427 -1.425 -.142
.040 406 .047 .768 -.392 -1.330 -.114
.050 433 .056 .810 -.363 -1.254 -.092
.060 458 .065 .848  -.339 -1.190 -.072
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.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
400
450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
910
.920
.930
.940
.950
.960
.970

481
.503
524
.543
.633
715
794
872
951
1.033
1.118
1.210
1.308
1.417
1.539
1.678
1.843
2.046
2.310
2.692
2.793
2.908
3.039
3.193
3.377
3.608
3.913

.073
.082
.091
.100
.148
.198
.252
311
372
438
.508
.581
.658
.740
.827
921
1.025
1.144
1.287
1.475
1.522
1.573
1.631
1.697
1.774
1.868
1.986

.883
.917
.950
.981
1.133
1.284
1.444
1.622
1.824
2.060
2.341
2.682
3.103
3.634
4.320
5.233
6.496
8.343
11.283
16.691
18.376
20.411
22.924
26.118
30.332
36.198
45.044

-.317
-.298
-.281
-.265
-.198
-.146
-.100
-.060
-.022
.014
.049
.083
117
.151
.187
.225
.265
311
.364
430
446
464
.483
.504
.529
.557
.593

-1.134
-1.084
-1.039
-.998
-.831
-.703
-.598
-.508
-.429
-.358
-.294
-.236
-.182
-.131
-.082
-.036
.011
.058
110
.169
.182
197
.213
.230
.249
271
.298

-.054
-.038
-.022
-.008
.054
.108
.160
.210
.261
.314
.369
428
492
.560
.635
.719
.813
921
1.052
1.222
1.264
1.310
1.360
1.417
1.482
1.559
1.654



.980
.990

4.359 2.151
5.168 2.431

60.354
96.062

.639
.713

168

.333
.386

1.781
1.983

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Confidence Limits

BAC 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Probabil Lower Upper Lower  Upper
ity Estimate = Bound Bound Estimate Bound Bound

PRO .010 .000 .000 .000 -4.000 -4.510 -3.744

BIT .020 .000 .000 .000 -3.906 -4.370 -3.673
.030 .000 .000 .000 -3.847 -4.281 -3.628
.040 .000 .000 .000 -3.803 -4.214 -3.594
.050 .000 .000 .000 -3.767 -4.160 -3.567
.060 .000 .000 .000 -3.736 -4.114 -3.543
.070 .000 .000 .000 -3.709 -4.073 -3.523
.080 .000 .000 .000 -3.685 -4.037 -3.504
.090 .000 .000 .000 -3.663 -4.004 -3.487
.100 .000 .000 .000 -3.643 -3.974 -3.472
.150 .000 .000 .000 -3.559 -3.849 -3.407
.200 .000 .000 .000 -3.492 -3.750 -3.355
.250 .000 .000 .000 -3.435 -3.666 -3.310
.300 .000 .000 .001 -3.384 -3.591 -3.269
.350 .000 .000 .001 -3.336 -3.522 -3.230
.400 .001 .000 .001 -3.291 -3.458 -3.193
.450 .001 .000 .001 -3.248 -3.396 -3.155
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.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.003
.003
.004

.000
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.003

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.003
.003
.003
.003
.003
.004
.004
.005
.006
.008

-3.205
-3.162
-3.118
-3.073
-3.025
-2.974
-2.917
-2.851
-2.767
-2.747
-2.725
-2.700
-2.673
-2.643
-2.606
-2.562
-2.503
-2.410

-3.337
-3.279
-3.223
-3.167
-3.112
-3.057
-3.000
-2.939
-2.867
-2.850
-2.832
-2.812
-2.790
-2.766
-2.737
-2.702
-2.656
-2.584

-3.118
-3.078
-3.036
-2.989
-2.937
-2.876
-2.803
-2.714
-2.596
-2.567
-2.535
-2.500
-2.461
-2.416
-2.363
-2.297
-2.210
-2.071

a. Logarithm base = 10.
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Lampiran 4. Hasil Analisis Regresi Probit 24 Jam

Confidence Limits

BTS1 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Probabilit Lower Upper Lower  Upper
y Estimate = Bound Bound Estimate Bound Bound

PRO .010 .398 .015 .563 -400 -1.815 -.249

BIT*  .020 431 .024 591 -.365 -1.623 -.229
.030 454 .031 .609 -.343  -1.502 -.215
.040 471 .039 .623 -.327  -1.411 -.205
.050 .486 .046 .635 -313 -1.338 -.197
.060 499 .053 .646 -302 -1.275 -.190
.070 511 .060 .655 -292  -1220 -.184
.080 .522 .067 .664 -.283  -1.171 -.178
.090 .532 .075 .672 -.274 -1.126 -.172
.100 541 .082 .680 -267 -1.085 -.168
.150 .581 121 714 -.236 -.916 -.146
.200 .616 .165 745 -.211 -.783 -.128
.250 .646 214 775 -.189 -.671 -.111
.300 .676 .268 .807 -.170 -572  -.093
.350 .704 .329 .843 -.153 -.482 -.074
400 732 .396 .886 -.136 -402  -.053
.450 .760 468 .943 -.119 -.330 -.026
.500 .788 541 1.021 -.103 -.267 .009
.550 .818 .610 1.134 -.087 -.215 .055
.600 .849 .670 1.296 -.071 -.174 .113

.650 .882 721 1.525 -.054 -.142 .183
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.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

919

.961
1.009
1.068
1.148
1.168
1.190
1.215
1.244
1.277
1.318
1.369
1.440
1.560

.765
.804
.843
.883
.930
.942
.954
.967
.982
.999
1.018
1.043
1.076
1.129

1.844
2.293
2.952
3.990
5.869
6.446
7.140
7.991
9.064
10.469
12.403
15.283
20.184
31.320

-.037
-.017
.004
.029
.060
.067
.076
.085
.095
.106
120
136
.158
193

-.116
-.095
-.074
-.054
-.031
-.026
-.021
-.015
-.008
-.001

.008

.018

.032

.053

.266
.360
470
.601
.769
.809
.854
.903
.957
1.020
1.094
1.184
1.305
1.496

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Confidence Limits

BTS2 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Probabili Lower Upper Lower = Upper
ty Estimate  Bound Bound Estimate Bound Bound

PROBI .010 .316 222 .395 -.501 -.653 -.404

T .020 .362 .265 441 -.442 -.577 -.355
.030 .394 .296 474 -.404 -.528 -.324
.040 421 .322 .500 -.376 -.492 -.301
.050 444 .345 .523 -.353 -.463 -.282



.060
.070
.080
.090
.100
.150
.200
.250
.300
.350
.400
.450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960

464
.483
.500
.516
.532
.601
.662
.719
775
.831
.887
.946
1.007
1.072
1.142
1.220
1.308
1.409
1.531
1.688
1.907
1.964
2.028
2.101
2.185
2.285
2.409

.365
.384
402
418
434
.506
571
.632
.690
147
.803
.859
916
974
1.035
1.100
1.170
1.250
1.343
1.459
1.617
1.658
1.703
1.753
1.812
1.880
1.964

.543
.561
.578
.594
.609
.677
737
.796
.854
.913
977
1.045
1.119
1.202
1.294
1.401
1.524
1.672
1.857
2.100
2.455
2.550
2.657
2.781
2.925
3.100
3.319

-.334
-.317
-.301
-.287
-.274
-.221
-.179
-.143
-.111
-.080
-.052
-.024
.003
.030
.058
.086
116
.149
.185
227
.280
.293
.307
.322
.339
.359
.382

-.438
-416
-.396
-.378
-.362
-.296
-.243
-.200
-.161
-.127
-.095
-.066
-.038
-.011
.015
.041
.068
.097
.128
.164
.209
.220
231
.244
.258
.274
.293

172

-.265
-.251
-.238
-.226
-.215
-.170
-.132
-.099
-.069
-.039
-.010
.019
.049
.080
112
.146
.183
.223
.269
.322
.390
407
424
444
466
491
521
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.970
.980
.990

2.571
2.802
3.210

2.072
2.224
2.486

3.610
4.037
4.818

410 .316
447 .347
.506 .396

.558
.606
.683

a. Logarithm base = 10.

Confidence Limits

BAC 95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Dosis log(Dosis)?

Probabili Lower Upper Estimat Lower Upper
ty Estimate  Bound Bound e Bound Bound

PRO .010 .000 .000 .000 -3.879 -4.368  -3.654

BIT .020 .000 .000 .000 -3.801 -4.243  -3.596
.030 .000 .000 .000 -3.752 -4.165  -3.559
.040 .000 .000 .000 -3.715 -4.105 -3.532
.050 .000 .000 .000 -3.684 -4.057 -3.509
.060 .000 .000 .000 -3.658 -4.016  -3.490
.070 .000 .000 .000 -3.636 -3.981  -3.473
.080 .000 .000 .000 -3.616 -3.949  -3.458
.090 .000 .000 .000 -3.597 -3.920 -3.444
.100 .000 .000 .000 -3.580 -3.893 -3.431
.150 .000 .000 .000 -3.510 -3.782 -3.378
.200 .000 .000 .000 -3.454 -3.695  -3.335
.250 .000 .000 .001  -3.406 -3.621  -3.298
.300 .000 .000 .001 -3.363 -3.554  -3.264
.350 .000 .000 .001 -3.324 -3.494 -3.232
.400 .001 .000 .001 -3.286 -3.437 -3.201



450
.500
.550
.600
.650
.700
.750
.800
.850
.900
.910
.920
.930
.940
.950
.960
.970
.980
.990

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.003

.000
.000
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.002

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.002
.002
.002
.002
.003
.003
.003
.003
.004
.005
.006

-3.249
-3.213
-3.177
-3.141
-3.103
-3.063
-3.020
-2.972
-2.916
-2.846
-2.829
-2.811
-2.790
-2.768
-2.742
-2.712
-2.674
-2.625
-2.547

-3.383
-3.331
-3.280
-3.232
-3.184
-3.138
-3.093
-3.046
-2.996
-2.937
-2.924
-2.909
-2.893
-2.875
-2.855
-2.832
-2.803
-2.765
-2.707

174

-3.170
-3.138
-3.104
-3.068
-3.027
-2.980
-2.926
-2.861
-2.781
-2.676
-2.650
-2.622
-2.5901
-2.556
-2.516
-2.469
-2.410
-2.333
-2.209

a. Logarithm base = 10.
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