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ABSTRAK 

 

TINGKAT TOKSISITAS Bacillus thuringiensis KOLEKSI BALAI BESAR 

PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN VEKTOR DAN RESERVOIR 

PENYAKIT (B2P2VRP) SALATIGA DAN ISOLAT SURABAYA 

TERHADAP BERBAGAI STADIUM LARVA Aedes aegypti 

 

 

Aedes aegypti merupakan salah satu vektor penyakit Demam Berdarah 

Dengue (DBD).Setiap tahun kasus DBD mengalami peningkatan, maka dari itu 

pengendalian terhadap penyakit ini perlu dilakukan.Bacillus thuringiensis 

merupakan bakteri yang sudah diketahui kemampuannya dalam membunuh larva 

Aedes aegypti.Namun produk bakteri serupa yang beredar merupakan produk luar 

negeri.Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui toksisitas Bacillus thuringiensis 

koleksi B2P2VRP Salatiga dan Isolat Surabaya terhadap berbagai stadium larva 

Aedes aegypti.Sampel diambil dari tanah sekitar pohon kelengkeng. Sampel 

kemudian diidentifikasi berdasarkan morfologi koloni bakteri, karakterisasi gram, 

uji biokimia, pewarnaan endospora dan kristal protein. Untuk mengetahui 

kemampuan toksisitasnya, suspensi bakteri 0,5 ml; 1 ml; 1,5 ml; 2 ml dan 2,5 ml 

dimasukkan ke dalam gelas plastik yang masing-masing telah berisi 10 ekor larva 

Aedes aegypti instar 1, 2, 3 dan 4 dengan volume aquades hingga 100 ml. 

Pendedahan dilakukan selama 1x24 jam. SK10 memiliki karakter yang sesuai 

dengan Bacillus thuringiensis sesuai dengan karakterisasinya. SK10 memiliki 

persentase mortalitas terbesar 20% pada instar I dengan konsentrasi 1,5 ml 

sedangkan isolat Salatiga menunjukkan mortalitas 100% pada semua konsentrasi 

disemua instar. SK10 tidak efektif membunuh larva Aedes aegypti karena tidak 

ditemukan ciri-ciri seperti abdomen bengkak, menghitam dan hancur. 

 

 

 

Kata Kunci: Aedes aegypti, Bacillus thuringiensis, Isolat Surabaya dan 

Toksisitas. 
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ABSTRACT 

 

TOXICITY LEVEL OF Bacillus thuringiensis COLLECTION BALAI 

BESAR PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN VEKTOR DAN 

RESERVOIR PENYAKIT (B2P2VRP) SALATIGA AND ISOLATE 

SURABAYA FOR VARIOUS STADIUMAedesaegyptiLARVAE 

 

 

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

year dengue cases have increased, therefore control of this disease needs to be 

done. Bacillus thuringiensis is a bacterium that has known its ability to kill Aedes 

aegypti larvae. However, similar bacterial products in circulation are foreign 

products. The aim of this study was to determine the toxicity of Bacillus 

thuringiensis B2P2VRP Salatiga and Isolate Surabaya collections for various 

stadium larvae ofAedes aegypti larvae. Samples were taken from the soil around 

the longan tree. Samples were then identified based on bacterial colony 

morphology, gram characterization, biochemical tests, staining of endospores and 

protein crystals. To determine its toxicity, a 0.5 ml bacterial suspension; 1 ml; 1.5 

ml; 2 ml and 2.5 ml were put into plastic cups which each contained 10 larvae of 

Aedes aegypti instar 1, 2, 3 and 4 with a volume of distilled water up to 100 ml. 

Dissection is carried out for 1x24 hours. SK10 has the character that matches 

Bacillus thuringiensis according to its characterization. SK10 had the largest 

mortality percentage of 20% in 1stinstar with a concentration of 1.5 ml while 

Salatiga isolates showed 100% mortality at all concentrations in all instars. SK10 

is not effective in killing Aedes aegypti larvae because there are no characteristics 

such as swollen, blackened and broken abdomen. 

 

 

 

Keywords:Aedes aegypti, Bacillus thuringiensis,Surabaya isolates and Toxicity. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 LATAR BELAKANG 

Nyamuk Aedes aegypti adalah vektor dari berbagai macam penyakit 

salah satunya Deman Berdarah Dengue (DBD).Virus dengue merupakan 

penyebab penyakit Deman Berdarah Dengue (DBD) yang dibawa oleh 

nyamuk (vektor) Aedes, terutama Aedes aegypti dan Aedes albopictus.  Kedua 

nyamuk tersebutbiasa didaerah sub tropis dan tropis. Daerah tersebut adalah 

Indonesia hingga bagian utara Australia (Pusat Data dan Informasi, 2016). 

Kasus DBD dari tahun ke tahun jumlahnya terus meningkat. Jumlah 

kasus DBD tahun 2017 di Indonesia sebanyak 59.047, IR per 100.000 

penduduk mencapai 22,55 dan 444 jiwa meninggal. Sedangkan di Provinsi 

Jawa Timur sendiri dari 38 Kabupaten/Kota yang mengalami kasus DBD 

sebanyak 7.254, IR per 100.000 penduduk mencapai 18,46, dan jumlah kasus 

meninggal sebanyak 104 jiwa (Kemenkes RI, 2018). 

Surabaya merupakan kota yang dilaporkan terjadi KLB DBD pertama 

kali di Indonesia. Hal tersebut kemungkinan terjadi dikarenakan tidak 

menentunya musim hujan sehingga penularan penyakit tersebut semakin 

cepat. Berdasarkan data dari Dinas Kesehatan Kota Surabaya, pada tahun 

2017 jumlah kasus DBD di Surabaya sebanyak 302 kasus (Dinkes Kota 

Surabaya, 2017). 

Banyaknya jumlah kasus tersebut maka perlu dilakukan pemutusan 

rantai perkembangbiakan nyamuk tesebut. Salah satu cara pemutusannya yaitu 

dengan mengendalikan jentik nyamuk. Pengendalian jentik nyamuk yang 



 

    digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2 

 

 

berkembang di masyarakat kebanyakan berupa insektisida kimiawi. 

Sedangkan insektisida kimiawi memiliki residu yang tinggi dan dapat 

mempengaruhi habitat organisme lain maupun lingkungan (Teknologi et al., 

2015). Untuk itu diperlukan insektisida yang ramah lingkungan dan efektif 

membunuh larva/jentik nyamuk. 

Insektisida yang telah dikembangkan selain kimia yaitu memanfaatkan 

makhluk hidup berupa bakteri biasa disebut bioinsektisida.Bakteri yang telah 

diketahui dapat mengendalikan larva Ordo Diptera adalah Bacillus 

thuringiensis israelensis.Pada tahun 1901, bakteri ini diketahui memiliki 

kemampuan membunuh ulat sutera.Kemudian Anagasta kuehniella ditemukan 

mati pada tahun 1911 (Yulian, 2016). 

Bacillus thuringiensis merupakan bakteri gram-positif berbentuk 

batang dan aerob maupun anaerob fakultatif. Bakteri ini memiliki kemampuan 

menghasilkan kristal protein selama fase sporulasi. Kristal protein Bacillus 

thuringiensis israelensis berbentuk oval.Kristal inilah yang toksik terhadap 

larva nyamuk.Kristal protein aktif dalam kondisi alkali dalam usus tengah 

larva (Blondine dan Yuniarti, 2001). 

Bacillus thuringiensis israelensis telah terbukti toksik terhadap larva 

nyamuk.Namun bakteri ini tidak toksik terhadap organisme bukan target (non-

target), mudah terurai dan ramah lingkungan. Atas dasar alasan tersebut maka 

Bacillus thuringiensis israelensis dijadikan sebagai prioritas utama untuk 

dikembangkan menjadi bioinsektisida(Shiddiqi, Hermanto, & Jusuf, 2013). 

Berikut beberapa penelitian terkait efektivitas Bacillus thuringiensisterhadap 

larva nyamuk: 
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Tabel 1.1.Penelitian tentang efektivitas Bacillus thuringiensis terhadap larva nyamuk. 

Tahun Author Judul Penelitian 

2010 Zulfaidah Pebata G., 

Bagyo Y. dan Tri 

Handayani K. 

Strategi Pemberantasan Nyamuk 

Aman Lingkungan: Potensi 

Bacillus tthuringiensis Isolat 

Madura sebagai Musuh Alami 

Nyamuk Aedes aegypti 

2013 Lidwina Faraline T., 

Suharjono, Zulfaidah 

P.G., dan Nobukazu, N. 

Studi Toksisitas Bacillus 

tthuringiensis Isolat Lokal Jawa 

Timur Berdasarkan Ketinggian 

Tempat terhadap Larva Aedes 

aegypti 

2014 Esti Rahardianingtyas 

dan Rendro Wianto 

Isolasi Bacillus tthuringiensis dari 

Berbagai Habitat di Kabupaten dan 

Kota Magelang dan 

Patogenesisnya terhadap Jentik 

Nyamuk Aedes aegypti 

2015 Dian Perwitasari, D. 

anwar M., Hrlper S.P.M., 

dan Amrul Munif 

Prngaruh Beberapa Dosis Bacillus 

thuringiensis Var Israelensis 

Serotype H-14 terhadap Larva 

Aedes aegypti 

2015 Rini Purnawati, Titi C. 

Sunarti, KhaswarS., dan 

Mulyorini R. 

Produksi Bioinsektisida oleh 

Bacillus thuringiensis 

byMenggunakan Kultivasi Media 

Padat 

2016 Yelbi Rizki Yulian  Uji Efektivitas Isolat Bacillus 

thuringiensis yang Berasal dari 

Tanah Naungan Bungur 

(Lagerstroemia speciosa) terhadap 

Stadium Dewasa Aedes aegypti 

2017 Citra Inneke Wibowo Efektivitas Bacillus thuringiensis 

Pengendalian Larva Nyamuk 

Anopheles sp. 

2018 Ahmad Faisal Nasution  Isolasi dan Uji Toksisitas Isolat 

Bacillus Thuringiensis Lokal 

terhadap Larva Nyamuk Aedes 

aegypti 

 

Bacillus thuringiensis dapat ditemukan ditanah yang merupakan 

habitat normal bakteri tersebut. namun juga dapat ditemukan di bawah pohon, 

cabang dan lubang pohon yang sudah tua, bangkai serangga, dedaunan, serta 

tanah becek(Sudigdoadi, Sukandar, & Faridah, 2017). Menurut Sansinenea 

(2012), spora bakteri ini mampu bertahan lama ditanah kemudian mengalami 

fase germinasi jika terdapat nutrisi. 
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Informasi tentang toksisitas Bacillus thuringiensis terhadap berbagai 

stadium larva Aedes aegyptysudah diketahui.Namun tingkat toksisitas Bacillus 

thuringiensis isolat Surabaya terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypty 

masih belum diketahui.Sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui 

tingkat toksisitas bakteri Bacillus thuringiensis terhadap berbagai stadium 

larva Aedes aegypti. 

 

1.2 RUMUSAN MASALAH 

Rumusan masalah yang didapat dalam penelitian ini adalah: 

a. Bagaimana tingkat toksisitas Bacillus thuringiensis koleksi B2P2VRP 

Salatiga terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypti? 

b. Bagaimana tingkat toksisitas Bacillus thuringiensisisolat Surabaya 

terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypti? 

c. Bagaimana perbandingan tingkat toksisitas Bacillus thuringiensis koleksi 

B2P2VRP Salatiga dan isolat Surabaya terhadap berbagai stadium larva 

Aedes aegypti? 

 

1.3 TUJUAN PENELITIAN 

Dalam penelitian ini didapatkan tujuan penelitian meliputi: 

a. Mengetahui tingkat toksisitas Bacillus thuringiensis koleksi B2P2VRP 

Salatiga terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypti. 

b. Mengetahui tingkat toksisitas Bacillus thuringiensisisolat Surabaya 

terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypti. 
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c. Mengetahui perbandingan tingkat toksisitas Bacillus thuringiensis koleksi 

B2P2VRP Salatiga dan isolat Surabaya terhadap berbagai stadium larva 

Aedes aegypti. 

 

1.4 MANFAAT PENELITIAN 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah: 

a. Manfaat bagi Peneliti 

Menambah wawasan dan pengetahuan pada bidang mikrobiologi 

khususnya tentang tingkat toksisitas Bacillus thuringiensis koleksi 

B2P2VRP dan isolat Surabaya terhadap berbagai stadium larva Aedes 

aegypti. 

b. Manfaat bagi Instansi 

Universitas Islam Negeri Sunan Ampel dapat mengembangkan 

hasil penelitian Bacillus thuringiensis yang telah dilakukan dalam bidang 

bioinsektisida atau biolarvasida sebagai agen pengendali salah satu vektor 

penyakit demam berdarah dengue (DBD). 

c. Manfaat bagi Masyarakat 

Memberikan informasi kepada masyarakat bahwa ada pembasmi 

jentik yang aman dan ramah lingkungan yaitu dengan menggunakan 

Bacillus thuringiensis. 
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1.5 BATASAN PENELITIAN 

Batasan penelitian dalam penelitian ini adalah: 

a. Larva yang digunakan merupakan larva Aedes aeypti 4 instar yaitu instar I, 

II, III, dan IV. 

b. Bacillus thuringiensis yang digunakan adalah Bacillus thuringiensis 

koleksi Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Vektor dan Reservoir 

Penyakit (B2P2VRP) Salatiga dan isolat Surabaya. 

c. Pengamatan uji toksisitas diamati dari jumlah larva yang mati.
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

2.1 Aedes aegypti 

2.1.1 Klasifikasi Aedes aegypti 

Menurut Sembiring (2011) klasifikasi nyamuk Aedes 

aegypti adalah: 

Kingdom :Animalia 

Phylum : Arthropoda 

Class  : Insecta 

Ordo  : Diptera 

Family  : Culicidae 

Genus  : Aedes 

Species : Aedes aegypti 

Aedes egypti masuk dalam Phylum Arthropoda karena 

tubuhnya berbuku-buku atau bersegmen, hexapoda merupakan ciri 

arthropoda yang berkaki enam, Class Insecta karena tipe alat 

mulutnya diluar, Ordo Diptera karena hanya memiliki dua sayap 

(Palgunadi dan Asih, 2011). 

 

2.1.2 Morfologi Nyamuk Aedes aegypti 

Setiap spesies memiliki ciri yang khas seperti halnya 

nyamuk Aedes aegypti.Nyamuk ini meliliki ukuran yang lebih 

kecil dari kebanyakan nyamuk lainnya, terdapat garis-garis 
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berwarna hitam dan putih dari tubuh hingga kaki (Rozanah, 2004). 

Menurut Gillot (2005), Aedes aegypti disebut juga black-white 

mosquito karena adanya pita atau garis-garis putih keperakan di 

atas dasar hitam pada tubuhnya. 

Panjang tubuh Aedes aegypti sekitar 3-4 mm dengan garis 

hitam putih pada bagian kepala dan badannya serta cincin putih 

pada bagian tungkainya.Terdapat bercak berwarna yang khas 

berupa dua garis sejajar dibagian tengah dan dua garis lengkung di 

tepi dorsal dan toraks.Aedes aegypti memiliki bentuk abdomen 

dengan ujung lancip dan cerci yang lebih panjang daripada nyamuk 

yang lain. Nyamuk betina memiliki ukuran yang lebih besar 

dibandingkan dengan nyamuk jantan.Aedes aegypti dewasa 

memiliki jarak terbang berkisar antara 400-600 m (Gillot, 2005). 

 
Gambar 2.1 Aedes aegypti dewasa 

Sumber: CDC, 2012. 

 

2.1.3 Habitat Aedes aegypti 

Sembel (2009) menyatakan bahwa Aedes aegypti termasuk 

nyamuk yang aktif disiang hari dan berkembang biak serta 

meletakkan telurnya pada tempat yang dapat menampung air bersih 
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atau genangan air hujan misalnya tangki penampungan air, bak 

mandi, vas bunga, kaleng dan kantong plastik bekas, talang rumah, 

pagar bambu, kulit buah (misalnya rambutan dan tempurung 

kelapa), serta ban bekas atau semua bentuk container yang dapat 

menampung air bersih.  

Aedes aegypti dewasa hidup dan mencari mangsa di 

lingkungan rumah atau pemukiman (Soedarto, 2008). Jarak terbang 

antara breeding place dengan sumber makanan maksimal 50 mil - 

100 mil. Nyamuk A. aegypti umumnya tertarik pada cahaya terang, 

pakaian yang warnanya gelap dan adanya mangsa (hewan atau 

manusia).Nyamuk memiliki perangsang bau terhadap zat-zat yang 

dikeluarkan dari hewan ataupun manusia seperti CO2 dan beberapa 

asam amino serta lokasi yang dekat dengan temperatur hangat serta 

lembab (Palgunadi dan Asih, 2011). 

 

2.1.4 Siklus Hidup Aedes aegypti 

Siklus hidup nyamuk dari telur hingga nyamuk dewasa 

dapat berlangsung selama satu minggu atau lebih tergantung suhu, 

makanan, jenis spesies dan faktor yang lain seperti kondisi 

lingkungan, tersentuhnya telur oleh air, dan lain-lain. Nyamuk 

dewasa jantan menghisap cairan tumbuhan atau nectar dan sari 

buah-buahan, sedangkan nyamuk dewasa betina menghisap darah 

untuk produksi telur-telurnya (Amirullah dan Endang, 2011). 
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Gambar 2.2 Siklus hidup nyamukAedes aegypti 

Sumber: Hopp and Foley, 2001 

 

Aedes aegypti termasuk serangga yang mengalami 

metamorfosis sempurna berawal dari telur, kemudian menetas 

menjadi jentik/larva selanjutnyaberkembang menjadi pupa lalu 

bermetamorfosa menjadi nyamuk dewasa.Siklus hidup nyamuk 

terjadi didua habitat yaitu aquatik (air) dan terrestrial (darat).Fase 

yang terjadi di air yaitu telur, larva dan pupa.Sedangkan fase 

dewasa terjadi didarat. Setelah 2 hari terendam air telur akan 

menetas dan telur dapat bertahan dalam kekeringan hingga 1 tahun 

(Arsin, 2013). Nyamuk meletakkan telurnya dipermukaan wadah 

penampung air. Sekali bertelur, nyamuk  betina bisa mengeluarkan 

telur sebanyak 100 butir (Rahman, 2014). 

Siklus dari telur hingga menjadi nyamukmdewasa 

berlangsung selama kurang lebih 9 hari. Usia nyamuk dapat 
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mencapai 2-3 bulan dilaboratorium dan 10 di alam bebas (Rahman, 

2014). Berikut adalah siklus hidup Aedes aegypti: 

a. Stadium telur 

 
Gambar 2.3 Telur Aedes aegypti 

Sumber: Suman et al, 2011 

 

Telur Aedes aegypti memiliki ciri-ciri berwarna hitam 

dengan bentuk ellips atau oval memanjang, ukurannya 0,5 hingga 

0,8 mm. Nyamuk Aedes aegypti meletakkan telurnya 

dipermukaan air.Pada tempat kering telur dapat bertahan hingga 

± 6 bulan.Telur-telur ini akan menetas menjadi jentik ketika 

terendam air kurang lebih 1-2 hari (Herms, 2006). 

Telur Aedes aegyptimemiliki beberapa bagian diantaranya 

micropyles, micropylarcorolla, micropylar disc, micropylar pore, 

micropylar ridge, dan tooth-like tubercle.Spermatozoidmasuk ke 

dalam telur melalui micropyles yaitu bagian yang ada di salah 

satu ujung telur(Suman et al, 2011). 
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Gambar 2.4.Struktur penunjang micropyles telur Aedes aegypti.Keterangan: 

micropylarcorolla (MPC), micropylar disc (MPD), micropylar pore (MPP), 

micropylar ridge (MPR), central tubercle (TC), peripheral tubercle (TP), 

dan tooth-like tubercle (TT). 

Sumber: Suman et al, 2006 

 

b. Stadium larva (jentik) 

Larva Aedes aegypti memiliki ciri-ciri khusus yaitu 

memiliki siphonmberukuran pendek namun besar dan berwarna 

hitam.Jentik memiliki tubuh yang langsing, gerakannya lincah, 

pada waktu istirahat membentuk sudut 450C dengan permukaan 

air.Dalam waktu kira-kira 1
2⁄  -1 menit.Untuk mendapatkan 

oksigen jentik menuju ke permukaan air (Herms, 2006).  

Berdasarkan Departemen Kesehatan Republik Inodnesia 

(2005), jentik dibagi menjadi 4 berdasarkan perkembangannya 

yaitu: 

1) Larva instar I 

Larva ini berukuran paling kecil 1-2 mm, waktu 

menetas 1-2 hari, corong pernapasan (siphon) belum 
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menghitam/transparan danspinae pada toraks belum jelas 

(Afidah, 2011). 

 
Gambar 2.5 Larva Aedes aegypti instar I 

Sumber: Gama dkk, 2010 
 

2) Larva instar II 

 
Gambar 2.6. Larva Aedes aegypti instar II 

Sumber: Gama dkk, 2010 
 

Memiliki ukuran 2,5-3,5 mm, berumur 2 sampai 3 

hari setelah telur menetas, spinaepada toraks belum jelas dan 

siphon sudah mulai menghitam (Afidah, 2011). 
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3) Larva instar III 

Larva ini berukuran 4-5 mm dengan umur 3 sampai 4 

hari setelah menetas, spinae mulai jelas dan siphon berwarna 

coklat kehitaman (Afidah, 2011). 

 
Gambar 2.7. Larva Aedes aegypti instar III 

Sumber: Gama dkk, 2010 
 

4) Larva instar IV 

Berumur 4 sampai 6 hari setelah telur menetas,  warna 

kepala gelap dan berukuran paling besar 5-6 mm (Afidah, 

2011). Sudah mulai terlihat sepasang mata dan antenna 

(Yulian, 2016). 

 
Gambar 2.8. Larva Aedes aegypti instar IV 

Sumber: Gama dkk, 2010 
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Larva Aedes aegypti disebut pemakan makanan di 

dasar (bottom feeder) karena kebiasaanya mengambil 

makanan di dasar air.Makanan yang biasa dikonsumsi adalah 

mikroorganisme, alga,daun,detritus, protista, serta 

invertebrata hidup dan mati (Gama dkk, 2010). 

Larva Aedes aegypti biasa bergerak-gerak lincah dan 

aktif, dengan berulang naik ke permukaan air dan turun ke 

dasar tempat penampungan air.Larva menghadapkan siphon 

ke permukaan air, sedangkan tubuh larva membentuk sudut 

dengan permukaan air (Nuidja, 2005). 

c. Stadium pupa 

 
Gambar 2.9. Pupa Aedes aegypti 

Sumber: Zettel, 2010 

 

Pupa Aedes aegyptiberbentuk seperti koma, bergerak 

lambat dan sering ada di permukaan air.Pupa bernapas melalui 

bagian seperti terompet kecil yang ada padatoraks (Aradilla, 

2009). 
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d. Nyamuk dewasa 

Nyamuk dewasa yang baru menetas dari stadium pupa 

tidak langsung terbang meninggalkan tempatnya semula namun 

mereka akan beristirahat di atas permukaan air. Hal ini 

bertujuan agar sayap dan badan mereka kering sertabertambah 

kuat sebelum akhirnya dapat terbang.Nyamuk jantan dan betina 

muncul dengan perbandingan jumlahnya 1:1.Umur nyamuk 

betina dapat mencapai 2-3 bulan (Achmadi, 2011). 

 

2.1.5 Midgut Larva Aedes aegypti 

Sel yang menyusun saluran pencernaan larva dipengaruhi 

oleh umur larva. Semakin sedikit umur larva maka sel-sel saluran 

pencernaannnya mengalami perkembangan seperti halnya larva 

instar I dan II, sedangkan instar III dan IV sudah berkembang 

menjadi lebih kompleks. Menurut Gama dkk (2010), nyamuk 

memiliki sel epitel usus tengah yang pendek sehingga semakin 

bertambahnya umur larva maka bertambah pula sel saluran 

penyusun pencernaannya.Dengan bertambahnya sel saluran 

penyusun pencernaan menyebabkan larva semakin tahan terhadap 

bahan-bahan toksik (resisten). 

Resistensi larva juga melibatkan selaput peritrofik yang ada 

di dalam usus tengah larva.Selaput peritrofik merupakan saluran 

yang tersusun dari kitin dan protein hasil sekresi epitel.Selaput ini 
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membatasi antara epitel usus tengah dengan makanan yang ada di 

dalam usus.Selaput peritrofik memiliki beberapa fungsi 

diantaranya membatasi kerusakan epitel dan menghambat gerakan 

pathogen-patogen dari makanan menuju jaringan-jaringan larva 

(Gama dkk, 2010). 

 

2.2 Bakteri Bacillus thuringiensis 

2.2.1 Klasifikasi Bacillus thuringiensis 

Klasifikasi Bacillus thuringiensis menurut Wick (2013) 

dalam Yulian (2016) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Order  : Bacillales 

Family  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus 

Species : Bacillus thuringiensis 

 

2.2.2 Morfologi Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis merupakan bakteri gram-positif dan 

bentuknya basil atau batang.Bakteri ini ditemukan pertama kali 

pada ulat sutra yang terserang penyakit oleh Iswanta di Jepang 

pada tahun 1901.Berliner menemukan bakteri pada kumbang 
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tepung Mediteranian (Anagasta kuehniella) yang mati pada tahun 

1911. Bakteri tersebut memiliki karakteristik yang sama dengan 

yang ditemukan oleh Iswanta. Bakteri tersebut dinamakan Bacillus 

thuringiensis (Schaeter, 2009). 

Bacillus thuringiensismerupakan bakteri berbentuk batang 

berukuran 3 - 5 μm, bersifat aerob fakultatif (dapat berkembang 

biak dengan sedikit atau tanpa oksisgen), memiliki sifat Gram-

positif yaitu mampu menyerap warna kristal violet saat dilakukan 

pewarnaan gram karena memiliki dinding sel yang dilapisi 

peptidoglikan yang tebal. Bacillus thuringiensis membentuk 

protein dengan karakteristik menyerupai endospora yang terletak 

parasentral atau terminal dengan bentuk oval hingga silindris 

(Hatmatanti, 2000). 

Bacillus thuringiensis memiliki morfologi yang mirip 

dengan Bacillus cereus. Keduanya dibedakan berdasarkan adanya 

paraspora kristal protein yang toksik terhadap insekta terutama 

Lepidoptera, Coleoptera dan Diptera (Rahardianingtyas dan 

Rendro, 2014). Kristal protein yang dibentuk selama sporulasi, 

terletak terpisah dari spora (Yulian, 2016). 

Bacillus thuringiensis dapat bersifat non motil (tidak dapat 

bergerak) dan motil (bergerak) dengan flagela peritrik yaitu flagela 

berjumlah banyak dan berada disekeliling tubuh (Broderick et al., 

2006).Bacillus thuringiensis yang diinokulasi pada medium padat 
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akan membentuk koloni berbentuk bulat, berwarna putih,tepian 

berkerut, diameter koloni 5-10 mm, elevasi timbul serta memiliki 

permukaan koloni kasar (Lantang dan Runtuboi, 2012). 

Bakteri ini termasuk bakteri mesofil dengan kisaran suhu 

pertumbuhan 15-450C dengan suhu optimum antara 26-370C, dan 

kisaran pH pertumbuhan antara 5,5 sampai 8,5 dengan pH 

optimum antara 6,5 sampai 7,5. Endospora Bacillus thuringiensis 

berbentuk oval berwarna hijau (pewarnaan menggunakan 

malachite green)dengan ukuran 0,1-1,3 µm dengan posisi terminal, 

sedangkan kristal protein ukurannya 0,6-2,0 µm tergantung dari 

masing-masing tipe (Shiddiqi, 2011). 

 

Gambar 2.10 Mikrograf elektron transmisi bagian 

longitudinal Bacillus thuringiensis menjelang akhir sporulasi, 

menunjukkan spora (struktur ovoid hitam) dan kristal protein 

dengan sifat insektisida (bipyramidal inclusion). 

Sumber: Sanchis and Denis, 2007 

 

2.2.3 Habitat Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis banyak ditemukan di tanah, karena 

tanah merupakan habitat asli bakteri tersebut.Penelitian yang telah 
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dilakukan oleh Rahardianingtyas dan Rendro (2014) menunjukkan 

adanya bakteri Bacillus thuringiensis yang berhasil diisolasi 

berasal dari tanah, diantaranya dibawah pohon beringin (Ficus 

benjamina), kebun salak (Salacca zalacca), lubang pohon 

rambutan (Nephelium lappaceum), lubang pohon jengkol 

(Pothecellobium jiringa), pohon suren (Toona sinensis) yang mati, 

tanah dikebun ketela pohon (Manihot uttilissima), tanah pohon 

jangkang (Sterculia foetida), lubang pohon kelapa (Cocus 

nucifera), lubang pohon kelengkeng (Dimocarpus longan), lubang 

pohon sonokeling (Dalbergia  latifoliai), tanah pohon trembesi 

(Albizia saman), dan lubang pohon pakis (Diplazium esculentum). 

Selain itu, bakteri ini juga biasa diisolasi dari insekta yang 

mati dari Ordo Coleoptera, Diptera dan Lepidoptera.Bangkai 

insekta memiliki kuantitas yang lebih banyak untuk mendapatkan 

isolat bakteri Bacillus thuringiensis. 

 

2.2.4 Kristal Protein Bacillus thuringiensis 

Ciri khas Bacillus thuringiensis adalah kemampuannya 

dalam membentuk tubuh paraspora (kristal) bersamaan dengan 

pembentukan spora, yaitu pada saat sel mengalami sporulasi. 

Kristal protein pada bakteri Bacillus thuringiensis juga 

digolongkan berdasarkan bentuknya. Kristal protein yang memiliki 

bentuk bulat merupakan subspesies israelensis yang memiliki 
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aktivitas toksisitas terhadap Diptera, kristal protein bentuk kubus 

toksik terhadap Dipteratertentu dan Lepidoptera, kristal protein 

bentuk pipih empat persegi panjang (flat rectangular) pada 

subspesies tenebriosistoksik terhadap Coleoptera, sedangkan 

kristal protein dengan bentuk piramida pada subsp. kurstaki toksik 

terhadap Lepidoptera(Bahagiawati, 2002). 

Selain kristal protein, bakteri ini juga mengalami fase 

sporulasi atau menghasilkan spora. Spora Bacillus thuringiensis 

berfungsi sebagai proteksi yaitu melindungi diri dari lingkungan 

luar yang buruk (tidak sesuai dengan kondisi pertumbuhan bakteri) 

yang disebabkan karena dinding bakteri yang bersifat 

impermeabel.Pembentukan kristal protein terbentuk bersama 

dengan endospora yang disebut sporulasi (Sansinenea, 2012). 

 
Gambar 2.11 Hasil scanningkristal protein Bacillus thuringiensis 

Sumber: Yulian, 2016 

 

Pembentukan kristal protein dikode oleh gen, gen ini 

dinamakan gen cry yang berasal dari kata crystal. Kristal 

endotoksin bakteri Bacillus thuringiensis dikelompokkan menjadi 
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delapan kelas utama yaitu cryI sampai cryX berdasarkan berat 

molekulnya, homologi sekuen asam amino di N-terminalnya dan 

aktivitas insektisidalnya (Bahagiawati, 2002). Delapan protein 

kristal tersebut adalah: 

a. CryI toksik terhadap serangga Lepidoptera 

b. CryII toksik terhadap Lepidoptera dan Diptera 

c. CryIII toksik terhadap Coleoptera 

d. CryIV toksik terhadap Diptera 

e. CryV toksik terhadap Lepidoptera dan Coleoptera 

f. CryVI toksik terhadap Nematoda 

g. CryIXF toksik terhadap Lepidoptera 

h. CryX toksik terhadap Lepidoptera (Margino dan 

Mangundihardjo, 2002). 

Kristal protein Bacillus thuringiensis tersusun atas 

polipeptida diantaranya adalah cryiA, cryIC, cryID dengan berat 

molekul 130-140 kDa.Polipeptida tersebut bersifat protoksin, 

berubah menjadi toksin apabila berat molekulnya berkisar antara 

30 sampai 80 kDa.Keadaan tersebut terjadi ketika polipeptida 

terhidrolisis dalam saluran pencernaan larva oleh adanya enzim 

protease dan kondisi pH alkali (Bahagiawati, 2002).Masing-masing 

subspecies memiliki kandungan protein yang berbeda.Perbedaan 

ini dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Subspecies Bacillus thuringiensis yang digunakan sebagai 

bioinsektisida  
Subspecies Submit protein Toksik 

terhadap 

Kurstaki  Cry1Aa (133), Cry4Ab (131), Cry1Ac (133), 

Cry2Aa (72) 

Lepidoptera  

Aizawai  Cry1Aa (133), Cry1Ab (131), Cry1Ca (135), 

Cry1Da (133) 

Lepidoptera  

Morissoni  Cry3Aa, Cry3Bb (73) Coleoptera 

Israelensis  Cry4Aa (134), Cry4Ab (128), Cry11Aa (72), 

Cry4Aa (27) 

Diptera 

Sumber: Federici et al, (2010) (diolah kembali) 

Menurut Trizelia (2001), bentuk Kristal protein bermacam-

macam. Bentuk Kristal protein memiliki hubungan dengan 

kemampuan toksisitasnya. Kristal protein dengan bentuk piramida 

toksik terhadap Ordo Lepidoptera, sedangkankristal protein yang 

toksik terhadap Diptera berbentuk kubus, oval dan amorf. 

 

2.2.5 Siklus Hidup Bacillus thuringiesis  

Bacillus thuringiensis memiliki dua fase pertumbuhan, 

yaitu fase germinasi (pertumbuhan vegetatif) dan fase 

sporulasi.Fase germinasi merupakan fase yang terjadi saat bakteri 

berada pada lingkungan yang kaya nutrien. Pada fase ini, sel 

akanmembelah untuk memperbanyak diri. 

Fase sporulasi (dorman) terjadi apabila nutrisi yang ada di 

lingkungannya habis atau adanya tekanan dari lingkungan terhadap 

pertumbuhan Bacillus thuringiensis (Khetan, 2000). Pada fase ini, 

Bacillus thuringiensis akan membentuk endospora yang resisten 

terhadap kondisi lingkungan yang buruk, seperti kekeringan dan 
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suhu tinggi hingga 800C (Dini, 2005). Ketika lingkungan  

mendukung, spora akan mengalami fase germinasi seperti suhu 

yang optimal dalam perkembangan Bacillus thuringiensis, yaitu 

sekitar 26-370C (Khetan, 2000). 

Seperti halnya bakteri yang lain, pertumbuhan sel Bacillus 

thuringiensis juga dibagi menjadi empat fase yaitu fase lag, fase 

eksponensial (fase log), fase stasioner, dan fase kematian. 

Pertumbuhan yang intensif terjadi pada fase eksponensial 

berlangsung antara 16-18 jam setelah inokulasi. Pada fase stasioner 

sel mulai membentuk endospora dan kristal toksin. Sporulasi akan 

berlangsung sempurna setelah 20-24 jam. Saat kulturberumur 32-

42 jam endospora dan kristal toksin mengalami lisis (keluar dari 

tubuh sel). Oleh karena itu, apabila digunakan sebagai 

bioinsektisida dalam jumlah banyak maka Bacillus thuringiensis 

diperbanyak secara fermentasi pada fase stasioner (Sansinenea, 

2012). 

 

2.2.6 Mekanisme Kerja Kristal Protein Bacillus thuringiensis  

Kristal protein Bacillus thuringiensis akan bekerja setelah 

adanya aktivitas proteolisis di dalam saluran pencernaan serangga 

(Jati, Zahida, & Yulia, 2014). Menurut Khaetan (2001), kristal 

protein yang masuk dalam saluran pencernaan serangga yang 
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rentan terhadap toksin atau tidak resisten akan berubah menjadi 

aktif setelah melalui serangkaian proses. 

Pertama, ketika masuk ke dalam cairan usus tengah 

serangga yang bersifat alkali kristal protein akan larut. Kemudian, 

kristal protoin yang awalnya bersifat protoksin akan menjadi toksin 

(aktif) oleh enzim protease. Setelah itu, molekul toksin menembus 

membran perithrophic yang kemudian akan berikatan dengan 

binding brush border membrane vesicle (BBMV) yang terletak 

diujung sel mikrovili. Selanjutnya, ikatan reseptor fragmen midgut 

yang toksik akan menyebabkan kerusakan pada epithelium usus 

tengah, akibatnya terjadi perubahan permeabilitas sel yang 

akhirnya dapat mengganggu transfer ion Na+ dan K+ (perubahan 

osmotik) akibat adanya porus yang terbentuk. Terakhir, toksin 

beredar keseluruh tubuh larva hingga menyebabkan kematian 

(Khetan, 2000; Pujiastuti, 2004). 

Gejala awal dari infeksi Bacillus thuringiensis adalah 

berhubungan dengan perilaku makan dan metabolism (Khetan, 

2000). Satu jam pertama larva akan berhenti makan, pada jam 

kedua aktivitas larva berkurang. Kemudian pada empat jam 

selanjutnya kondisi larva lemas, akhirnya larva mengalami 

paralisis pada jam keenam dan mati. Mekanisme kerja kristal 

protein dapat dilihat pada Gambar 2.12. 
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Gambar 2.12 Mekanisme kerja kristal protein 

Sumber: Untung, 2006 

 

Penggunaan insektisida kimiawi baik dalam bidang 

kesehatan maupun pertanian secara terus menerus dapat 

menimbulkan dampak negatif yaitu terjadinya resistensi vektor 

atau serangga hama (Triprisila, Suharjono, Gama, & Nakagoshi, 

2013). Resistensi ini dapat menyebabkan peningkatanhama 

sekunder dan pencemaran lingkungan karena terjadinya akumulasi 

insektisida kimiawi dalam tanah, dimana tanah tersebut tumbuh 

tanaman sehingga berbahaya bagi manusia dan berbagai spesies 

hewan yang memakan tanaman tersebut (Untung, 2006; Ahmad 

dan Hussain, 2002). 

Fenomena tersebut mengakibatkan petani meningkatkan 

dosis dan frekuensi aplikasi. Dengan demikian, penggunaan 

insektisida kimiawi terus meningkat, lingkungan hidup menjadi 

tercemar, sedangkan masalah hama tidak pernah dapat diselesaikan 

bahkan justru semakin meningkat (Pattipeilohy dkk, 2000). 
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Oleh karena itu, diperlukan suatu pembasmi yang dapat 

membunuh keseluruhan vektor (nyamuk) dalam sekali perlakuan 

agar resistensi tidak terjadi.Dalam islam, membunuh hewan 

merupakan hal yang dilarang oleh Nabi Muhammad SAW. 

Sebagaimana hadits berikut: 

حد ثنا احمد بن حنبل حد ثنا عبد الرزاق حد ثنا معمر عن الز هري عن عبيد الله بن عبد 

الله عتبة عن ابن عباس قال: ان النبي صلي الله عليه وسلم نهي عن قتل اربع من الدواب 

 النملة والنحلة واهدهد والصرد )رواه ابوا داود(

Telah menceritakan kepada kami Ahmad bin Hanbal berkata, telah 

menceritakan kepada kami Abdurrazaq berkata,telah menceritakan 

kepada kami Ma’mar dari Az Zuhri dari Ubaidillah bin Abdullah 

bin Utbah dari Ibnu Abbas ia berkata: “NabiMuhammad SAW 

melarang membunuh empat hewan: semut, lebah, burung Hudhud 

dan burung Shurad.”(HR. Abu Daud). 

 

Hadits di atas menunjukkan larangan membunuh semut, 

lebah, burung hudhud dan burung shurod.Menurut Abu al-Tayyib 

Muhammad Syams al-Haqq bin Amir ‘Ali bin Maqsud ‘Ali al-

Siddiqi al-‘Adzim Abadi penulis kitab Aunul Ma’bud syarh kitab 

Sunan Abu Daud yang ditulis oleh Abu Daud al-Sijistani, alasan 

dilarangnya membunuh hewan didasarkan pada dua sebab yaitu 

pertama karena hewan tersebut dihormati seperti semut, lebah, 

manusia dll dan yang kedua adalah karena haramnya daging hewan 

tersebut untuk dimakan manusia seperti burung hudhud dan 

shurod.Sedangkan dalam hadits lain Rasulullah memperbolehkan 



 

    digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

28 

 

 

membunuh hewan fasik bahkan saat ihram sekalipun. Hewan yang 

boleh dibunuh adalah sebagaimana hadis di bawah ini: 

َّ اخبرنا يزيد بن هارون اخبرنا يحي عن نافع عن بن عمر  صلى الله عليه وسلم قال: -ا نَّ النَّبِى

لْنم فِى الْمْرممى  قُ يُ قْت م أْرمةُ ، خَمْسٌ ف موماسى يَّا ، الْفم لْبُ الْعمقُورُ )رواه ومالْعمقْرمبُ ،ومالُْْدم ومالْغُرمابُ ، ومالْكم

 البخاري و مسلم(

Telah mengabarkan kepada kami Yazid bin Harun telah 

mengabarkan kepada kami Yahya dari Nafi’ dari Ibn ‘Umar 

bahwa Nabi Nabi Muhammad SAW. bersabda: “Ada lima jenis 

hewan fasik yang boleh dibunuh ketika sedang ihram, yaitu tikus, 

kalajengking, burung rajawali, burung gagak dan kalb aqur (anjing 

galak).” (HR. Bukhari dan Muslim) 

 

Hewan fasik merupakan hewan yang mengganggu 

sebagaimana yang disebutkan di atas. Namun apabila ada hewan 

lain yang dilarang untuk dibunuh tapi mereka mengganggu 

dianjurkan untuk mengusirnya atau bahkan membunuhnya apabila 

membahayakan nyawa manusia (Abu Thib Muhammad Syams ad-

Din al-Haq al-‘Adzim Abadi). Aedes aegypti merupakan salah satu 

vektor penyebab virus dengue.Virus ini bisa menyebabkan 

kematian sehingga untuk mencegah agar dia tidak menimbulkan 

korban lagi maka harus dibunuh. 

Membunuh hewan dapat dilakukan dengan berbagai macam 

cara tapi Rasulullah SAW. melarang kita membunuh hewan 

dengan cara dibakar sebagaimana hadis yang diriwayatkan oleh 

Abu Daud: 
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ى ث منما أمبوُ صمالىحٍ مَمْبُوبُ بْنُ مُوسم دَّ زمارىيُّ عمنْ  حم قم الْفم رمنما أمبوُ إىسْحم ِّ عمنْ ابي امخْب م يْبمانِى قم الشَّ إىسْحم

عْدٍ عمنْ عمبْدى الرَّحْممنى بْنى عمبْدى عمنْ أمبىيه قمالمكُنَّ  نى بْنى سم الىحٍ عمنْ الْمْسم رُ أمبيى صم عْدٍ قمالم غمي ْ ا ممعم ابْنى سم

رٍ فمانْطملمقم لْىماجم  فم لَّى عملميْهى وسلم فِى سم عم ف مرمأميْ نما  تهرمسُولى الله صم یْ  هاحُممرمةً مم ذْنما ف مرْخم انى فمأمخم  هاف مرْخم

لَّى ُّ صم اءم النَّبيى عملمتْ ت مفْرىشُ فمجم رمةُ فمجم اءمتْ الْْمُم عم  يهعملم  الله فمجم نْ فمجم لَّمم ف مقمالم مم سم لمدى هوم  هاذىهى بىوم

لمدم  رَّقْ نما يهاإىلم  هارُدُّوا وم لٍْ قمدْ حم رَّقم  هاومرمأمى ق مرْيمةم نَم نْ حم لْنما نَمْنُ قمالم إىنَّه لَم ي منْبمغىي ذىهى ق ُ هف مقمالم مم

بم بىالنَّارى إىلََّ رمبُّ النَّارى )رواه أبو داود( اااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااأمنْ يُ عمذِّ  

Telah menceritakan kepada kami Abu Shalih Mahbub bin Musa, 

telah mengabarkan kepada kami Abu Ishaq Al Fazari, dari Abu 

Ishaq Asy Syaibani, dari Ibnu Sa’ad, telah berkata selain Shalih, 

dari Al Hasan bin Sa’d dari Abdurrahman bin Abdullah dari 

ayahnya, ia berkata:“Kami pernah bersama Rasululah SAW. 

dalam suatu perjalanan, kemudian beliau pergi untuk suatu 

keperluannya, kemudian kami melihat seekor burung bersama 

kedua anaknya. Lalu kami mengambil kedua anaknya, kemudian 

burung tersebut mengepak-ngepakkan sayapnya. Kemudian Nabi 

SAW. datang dan berkata: Siapakah yang menyakiti burung ini 

dengan engambil anaknya? Kembalikan anaknya kepadanya. Dan 

Rasulullah SAW. melihat kelompok semut yang telah kami bakar, 

kemudian beliau bersabda: Siapakah yang telah membakar semut 

ini? Kami katakana; kami.Beliau berkata; Sesungguhnya tidak 

layak untuk menyiksa dengan api kecuali Tuhan Penguasa api.” 

(HR. Abu Daud)  

 

Larangan untuk tidak membunuh semut dengan 

membakarnya berlaku untuk hewan lain. Maka dapat disimpulkan 

bahwa membunuh semut atau hewan lain yang sifatnya 

mengganggu serta membahayakan manusia diperbolehkan. Dengan 

syarat membunuhnya tidak dengan disiram air panas dan dibakar. 

Cara lain yang boleh dilakukan yaitu dengan mengusir hewan yang 
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mengganggu terlebih dahulu, apabila tidak pergi maka boleh 

dibunuh. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

“Tingkat Toksisitas Bacillus thuringiensis Koleksi Balai Besar 

Penelitian dan Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) 

Salatiga dan Isolat Surabaya terhadap Berbagai Stadium Larva Aedes aegypti” 

merupakan jenis penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap 

(RAL). Hipotesis penelitian: 

Ha : Bacillus thuringiensis koleksi Balai Besar Penelitian dan 

Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) 

Salatiga toksik terhadap berbagai stadium larva Aedes aegypti 

Ha1 : Bacillus thuringiensis isolat Surabaya toksik terhadap berbagai 

stadium larva Aedes aegypti 

 

3.2 Waktu dan Lokasi Penelitian 

3.2.1 Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan mulai Januari – Oktober 2019. 

Adapun rincian jadwal pelaksanaan penelitian yang dilakukan sebagai 

berikut: 
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Tabel 3.1 Rincian pelaksaan penelitian 

No. Kegiatan 
Bulan 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1. Periapan alat 

dan bahan 

penelitian 

            

2. Pengambilan 

sampel 

            

3. Identifikasi 

isolat 

            

4. Uji 

Toksisitas 

            

5. Penyusunan 

draft skripsi 

            

6. Seminar 

hasil 

penelitian 

            

 

3.2.2 Lokasi Penelitian  

Sampel tanah diambil dari tanah sekitar pohon kelengkeng 

dengan kategori ternaung, di bawah serasah daun dan 

ternaung.Pemilihan pohon kelengkeng dilokasi tersebut berdasarkan 

kemudahan akses baik dalam pengambilan maupun perijinan. 

Identifikasi sampel dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 

Universitas Islam Negeri Sunan Ampel Surabaya.Sedangkan uji 

toksisitas bakteri dilakukan diLaboratorium Mikrobiologi Balai Besar 

Penelitian dan Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit 

(B2P2VRP) Salatiga. 

 

3.3 Bahan dan Alat Penelitian 

3.3.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanah, 

aquades, media Nutrient Agar (NA), Trypthose Phosphate Broth 
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(TPB), lughole iodine, alkohol70%, safranin, hidrogen peroksida 

(H2O2), chrystal violet, agar, extract yeast, Simon Citrate Agar (SCA), 

Motil Indol Ornithin (MIO), media Methyl Red Voges-Proskauer 

(MRVP), reagen kovaks, alfa naftol, Cacl2.2H2O, magnesium sulfate 

heptahydrate (MgSO4.7H2O), dikalium hydrogen phosphat 

(K2HPO4.3H2O), amonium sulfat ((NH4)2.SO4), manganese (II) sulfate 

tetrahydrate (MnSO4.4H2O), asam asetat, KOH I M, pepton water, 

phenol red, glukosa, laktosa, sukrosa, kertas saring,plastic wrap, kapas 

lemak, aluminium foil, larva Aedes aegypti  instar I, II, III, dan IV, 

Bacillus thuringiensis koleksi B2P2VRP Salatiga serta isolat Surabaya. 

 

3.3.2 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan adalah gelas ukur, jarum ose, inkubator, 

kaca preparat, mikroskop, cawan petri, tabung reaksi, timbangan 

analitik, spatula, erlenmeyer, inkubator, shaker inkubator, 

autoklaf,laminar air flow (LAF), gelas objek, kompor listrik, vortex 

mixer, tabung erlenmeyer, pipet tetes, gelas plastik, mikropipet dan tip 

mikropipet. 

 

3.4 Variabel Penelitian 

Variabel yang diamati pada penelitian ini adalah: 
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a. Variabel Independen/Variabel Bebas  

Variabel independen pada penelitian ini adalah isolat lokal Bacillus 

thuringiensis,konsentrasi Bacillus thuringiensis koleksi B2P2VRP Salatiga 

dan isolat Surabaya (variasi konsentrasi) dan lamaawaktu pendedahan. 

b. Variabel Dependen/Terikat 

Variabel dependen pada penelitian ini yaitu kematian larva Aedes 

aegypti instar I, II, III, dan IV. 

c. Variabel Kontrol 

Variabel kontrol pada penelitian ini adalah volume air, jumlah 

larva uji dan volume air. 

 

3.5 Prosedur Penelitian  

3.5.1 Isolasi Bacillus thuringiensis  

Sampel tanahdiambil dari tanah didaerah Surabaya pada 3 

lokasi yang berbeda.Diambil kurang lebih 10 gram dengan kedalaman 

2-5 cm dari permukaan tanah.Sampel tanah disimpan dalam refrigator 

bersuhu 40C. 

Metode isolasi bakteri didasarkan pada metode Ohba dan 

Aizawa (1986).1 gram sampel disuspensikan ke dalam 10 ml aquades 

steril secara aseptik ke dalam tabung reaksi.Divortex selama 4-5 menit, 

kemudian dilakukan pengenceran 10-1 hingga 10-

5.Kemudian.dipanaskan selama 15 menit pada suhu 700C. 
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Diambil 1 ml suspensi pada masing-masing pengenceran, 

dituangkan ke dalam cawan petri yang sudah berisi media selektif 

Bacillus thuringiensis dengan komposisi media yeast extract 1 g, 

glukosa 1,5 g, (NH4)2SO4 1 g, K2HPO4.3H2O 0,25 g, MgSO4.7H2O 

0,1 g, MnSO4.4H2O 0,025 g, CaCl2.2H2O 0,04 g, dan agar 7,5 g dalam 

500 ml aquades (Triprisila, dkk, 2013). Diinkubasi dalam inkubator 

dengan suhu 370C selama 2x24 jam. 

 

3.5.2 Uji Karakterisasi Bacillus thuringiensis 

Uji yang dilakukan berdasarkan buku Bergey’s manual: 

a. Karakterisasi morfologi bakteri 

Pengamatan koloni bakteri dilakukan setelah isolat diinkubasi 

selama 2x24 jam.Koloni yang diduga bakteri Bacillus thuringiensis 

diuji karakterisasi. Koloni berbentuk bulat (circular)dengan tepian 

rata (entire), elevasi rata (flat) serta warna cream atau putih keruh 

(Faisal, 2018). 

b. Bentuk dan Sifat Gram  

Diambil bakteri dari media NA, diletakkan pada object 

glass lalu difiksasi dengan melewatkannya di atas api. Kemudian 

ditetesi chrystal violet selama 1 menit dan dicuci menggunakan 

aquades dan ditunggu kering. Setelah itu ditetesi lughole iodine 

selama 1 menit dan dicuci dengan aquades lalu ditunggu 
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kering.Ditetesi alkohol70% sampai objek berwarna jernih lalu 

dibilas menggunakan aquades. 

Tahap akhir ditetesi safranin selama 45 detik lalu dibilas 

menggunakan aquades kemudian dikeringkan.Setelah itu, preparat 

diamati menggunakan mikroskop.Bakteri dinyatakan positif 

apabila memiliki bentuk bacil dan berwarna ungu. 

c. Uji katalase  

Larutan Hidrogen Peroksida 3% (H2O2) diteteskan di atas 

gelas objek yang telah disbersihkan dengan alkohol.Kemudian 

dogoreskan 1 ose isolat bakteri lalu diamati hasilnya.Hasil positif 

ditandai dengan adanya gelembung udara di sekitar goresan. 

d. Uji  Fermentasi Gula 

Glukosa, laktosa dan sykrosa ditimbang sebanyak 1 gr. 

Masing-masing gula diletakkan pada tempat yang 

berbeda.Kemudian ditambahkan pepton water 1 gr dan 100 ml 

aquades.Dipanaskan sambil dihomogenkan.Lalu ditambahkan 

phenol red hingga media berwara merah. Setelah itu dituang ke 

dalam tabung reaksi yang sudah diisi dengan tabung durham. 

Setelah ditutup dengan kapas lemak, media disterilisasi kemudian 

didisimpan di dalam refrigator selama 1x24 jam setelah itu masing-

masing gula diinokulasi dengan 1 ose isolat bakteri dan disimpan 

dalam inkubator.Hasil positif ditandai dengan perubahan warna 

media dari merah menjadi kuning. 
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e. Uji MIO (Motil Indol Ornithin) 

Media MIO merupakan media semi solid yang digunakan 

untuk uji motilitas bakteri dan indol. I ose isolat bakteri 

diinokulasikan pada media MIO steril dengan cara ditusuk. 

Kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama 1x24 jam setelah itu 

dilakukan pengamatan. 

Motilitas bakteri ditandai dengan keruhnya media MIO 

diluar tusukan (menyebar).Sedangkan untuk mengetahui hasil uji 

indol diperlukan reagen kovaks.Diteteskan 1 tetes reagen kovaks 

pada permukaan media.Apabila terbentuk cincin merah maka uji 

indol dikatakan positif. 

f. Uji Sitrat 

Uji sitrat menggunakan media SCA (Simmon’s Citrat 

Agar).I ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam media SCA 

miring secara streak. Diinkubasi selama 1x24 jam dengan suhu 

30oC. Perubahan media dari hijau menjadi biru menunjukkan hasil 

uji sitrat positif. 

g. Uji MR-VP 

Media yang digunakan pada uji MR dan VP adalah sama 

yaitu media MRVP Media untuk uji merupakan media cair. Pada 

uji ini dibuat 2 kali sampel masing-masing untuk uji MR dan VP. 

Isolat bakteri diinokulasikan secara aseptis pada media MR-VP 
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steril dalam tabung reaksi lalu diinkubasi dengan suhu 30oC selama 

1x24 jam. 

Pengujian MR dilakukan dengan memberikan reagen 

Methyl red sebanyak 5 tetes pada media. Hasil positif ditandai 

dengan perubahan warna media menjadi merah.Sedangkan untuk 

uji VP, media yang berisi isolat bakteri ditetesi dengan reagen α-

naphtol sebanyak 12 tetes dan KOH sebanyak 5 tetes.Kemudian 

dihomogenkan lalu didiamkan selama 30 menit.Setelah itu 

diamati.Apabila media berubah menjadi merah maka hasil uji VP 

dikatakan positif. 

h. Endospora 

Ditetesi kaca preparat dengan aquades, kemudian 

digoreskan 1 ose isolat.Seluruh permukaan preparat ditutup dengan 

kertas saring lalu ditetesi malachite green.Selanjutnya difiksasi 

kembali selama 5 menit dengan bantuan penangas kaca/waterbath 

dengan suhu 800-C. 

Dibuang kertas saring yang menutupi preparat, dibilas 

menggunakan aquades.Diwarnai menggunakan safranin selama 

kurang lebih 2 menit lalu dibilas dengan aquades.Diamati dengan 

mikroskop.Endospora ditandai dengan warna hijau dengan badan 

sel merah muda. 

 

 



 

    digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

39 

 

 

i. Kristal Protein 

Kaca preparat ditetesi dengan aquades kemudian 1 ose 

bakteri digoreskan pada preparat.Preparat kemudian difikasi lalu 

ditetesi pewarna Coomassie Brilliant Blue Solution sebanyak 1-2 

tetes selama 3 menit.Setelah itu dibilas menggunakan air lalu 

dikering anginkan.Kemudian diamati menggunakan mikroskop. 

 

3.5.3 Preparasi Media Peremajaan Bacillus thuringiensis 

Media nutrient agar (NA) dibuat kemudian dituang ke dalam 

cawan petri kurang lebih 20 ml. Lalu disterilkan menggunakan 

autoklaf dengan suhu 1210C selama 15 menit dan tekanan 1 atm. Bila 

sudah selesai, dimasukkan ke dalam LAF dalam keadaan miring 

(media miring). Kemudian disterilkan dengan menyinarinya 

menggunakan UV, ditunggu hingga memadat.Setelah memadat, 

diambil 1 ose bakteri kemudian distreak. 

 

3.5.4 Pembuatan suspensi Bacillus thuringiensis 

Diambil 4 ose Bacillus thuringiensis dari biakan murni, 

diinokulasikan pada media Tripthose Phosphate Broth (TPB) 100 ml. 

Setelah itu dishaker selama 2x24 jam. 
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3.5.5 Uji Toksisitas Bacillus thuringiensis 

Larva Aedes aegypti diperoleh dari Insektarium Balai Besar 

Penelitian dan Pengembangan Vektor serta Reservoir Penyakit 

(B2P2VRP) Salatiga.Dibuat 6 konsentrasi Bacillus thuringiensis 

dengan 4 kali ulangan. KonsentrasiBacillus thuringiensisisolat 

Surabaya dankoleksi B2P2VRP Salatiga yang dibuatadalah 0 ml, 0,5 

ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml dan 2,5 ml dalam 100 ml aguades dengan 10 

ekor jentik. Jentik yang digunakan yaitu jentik Aedes aegypti instar I, 

II, III dan IV dalam gelas plastik yang berbeda. Setelah itu ditunggu 

selama 1x24 jam kemudian amati jumlah jentik yang mati. 

 

3.5.6 Analisis Data 

Analisis unvariat digunakan untuk mendeskripsikan atau 

menggambarkan secara umum karakteristik subjek penelitian dan 

variabel penelitian yang diteliti sebagai bahan informasi dalam bentuk 

narasi dan grafik. Perhitungan presentase kematian larva: 

% 𝑘𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑚𝑎𝑡𝑖

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖
 𝑋 100% 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Isolasi dan Karakterisasi Morfologi Isolat Bakteri 

Isolasi merupakan tahap awal untuk mendapatkan bakteri yang 

diinginkan dari sesuatu yang mengandung mikroba. Beberapa jenis bakteri 

memiliki cara isolasi khusus seperti halnya Bacillus thuringiensis. Sampel 

tanah yang akan diisolasi pada penelitian ini merupakan sampel tanah pohon 

kelengkeng. Selain habitat alami bakteri tersebut adalah tanah, pemilihan 

lokasi pemngambilan sampel juga didasarkan pada penelitian yang dilakukan 

oleh Rahardianingtyas dan Wianto (2014), bahwa tanah pohon kelengkeng 

merupakan salah satu dari 26 sampel tanah yang diisolasi dan positif 

ditemukan Bacillus thuringiensis. 

Isolasi bakteriadari tanah yang diinokulasikan dengan media selektif 

Bacillus thuringiensis didapatkan 15 isolat.Hasil pengamatan morfologi koloni 

yang dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

Tabel 4.1 Karakter morfologi koloni  

Kode Isolat 

Morfologi Koloni 

Bentuk 

Cirrcular 
Tepi Entire Elevasi Flat 

Warna 

Cream 

SK1 + + + + 

SK2 - - + + 

SK3 - - + + 

SK4 - - + + 

SK5 + + + + 

SK6 + + + + 

SK7 + + + + 

SK8 + + + + 

SK9 - - + + 

SK10 + + + + 

SK11 + + + + 

SK12 + + + + 

SK13 + + + + 

SK14 + + + + 

SK15 + + + + 
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Bacillus thuringiensis memiliki karakter morfologi koloni berbentuk 

circular, tepi entire (rata), elevasi rata dan berwarna cream (Nasution, 2018). 

Berdasarkan hasil isolasi, didapatkan 11 isolat yang memiliki karakter 

morfologi yang sesuai yaitu isolat SK1, SK5, SK6, SK7, SK8, SK10, SK11, 

SK12, SK13, SK14 dan SK15. Sedangkan isolat yang tidak memenuhi 

karakter morfologi koloni dari Bacillus thuringiensis adalah isolat SK2, SK3, 

SK4 dan SK9. 

 

4.2 Karakterisasi Genus Bacillus 

Koloni bakteri yang memiliki karakter morfologi Genus Bacillus 

dikarakterisasi lagi menggunakan pewarnaan gram dan uji katalase.Hasil 

karakterisasi dapat dilihat pada tabel 4.2. 

Tabel 4.2. Karakterisasi Genus Bacillus 

Isolat Bakteri Sifat Gram Uji Katalase 

SK1 - - 

SK2 - - 

SK3 - - 

SK4 - - 

SK5 + + 

SK6 - - 

SK7 + - 

SK8 + + 

SK9 - - 

SK10 + + 

SK11 - - 

SK12 + - 

SK13 + + 

SK14 + + 

SK15 + - 

 

Ciri-ciri GenusBacillus dengan pengamatan sel yaitu termasuk bakteri 

gram positif (berwarna ungu apabila dilakukan pewarnaan gram) dan 

menunjukkan hasil positif pada uji katalase. Berdasarkan Tabel 4.2, isolat 
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yang memiliki ciri-ciri tersebut adalah isolat SK5, SK8, SK10, SK13 dan 

SK14.  

Pewarnaan gram merupakan salah satu tahap identifikasi yang juga 

sangat penting.Berfungsi untuk membedakan antara bakteri gram positif dan 

gram negatif.Perbedaan dari kedua bakteri tersebut terletak pada susunan 

dinding selnya.Dimana bakteri grampositif memilikimpeptidoglikan yang 

lebih banyak/tebal daripada bakteri gram negatif.Selain itu bakteri gram 

negatif memilikimmembran luar dinding sel yang mengandung karbohidrat 

yang berikatan dengan lipid (lipopolisakarida). Apabila dilakukan pewarnaan 

gram maka bakteri grammpositif akan berwarna ungu dannbakteri gram 

negatif berwarna merahmuda (Campbell, 2003).  

Bacillus thuringiensis merupakan bakteri gram positif. Berdasarkan 

karakterisasi gram (Tabel 4.2) isolat yang termasuk bakteri gram positif adalah 

isolat SK5, SK,7, SK8, SK10, SK12, SK13, SK14 dan SK15. Gambar 4.1 

merupakan hasil pengamatan positif sifat gram menggunakan mikroskop 

cahaya dengan perbesaran 1000X.  

 

Gambar 4.1 Pengamatan Gram. 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

a

. 
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Warna ungu yang ditunjukkan oleh bakteri grammpositif disebabkan 

karena kemampuan bakteri dalam mempertahankan zat warna kristal violet 

setelah diberi larutan lugol iodin (larutan pemucat). Pemberian lugol iodin 

digunakan agar afinitas pengikatan zat warna oleh bakteri meningkat sehingga 

bakteri lebih kuat dalam mengikat warna. Pemberian larutan ini juga 

menyebabkan pewarna akan lebih terlihat jelas (Campbell, 2003). 

Pewarnaan menggunakan kristal violet menyebabkan terbentuknya 

ikatan kompleks mg-Ribonucleid acid-Crystal violet. Ikatan tersebut tahan 

terhadap alkohol sehingga warna tersebut tidak luntur.Pemberian zat warna 

terakhir yaitu safranin menyebabkan bakteri Gram negatif berwarna merah, 

sedangkan pada bakteri Gram positif tidak mengalami perubahan warna. Hal 

tersebut disebabkan karena pewarna kristal violet dapat dipertahankan oleh 

dinding sel bakteri sehingga warnanya tidak berubah (Campbell, 2003). 

Ciri Genus Bacillus sendiri yaitu mampu menunjukkan hasil positif 

pada uji katalase menggunakan larutan hydrogen peroxide (H2O2).Uji katalase 

dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk menghasilkan enzim 

katalase.Pada uji ini, hasil positif ditunjukkan oleh adanya gelembung yang 

berarti O2 dapat terpecah. Reaksi uji katalase dapat dilihat pada reaksi berikut: 

2H2O2 2H2O + O2 

Hasil pemecahan H2O2 oleh enzim katalse berupa air (H2O) dan 

oksigen (O2). Uji ini sangat penting untuk mengetahui kebutuhan oksigen 

bakteri (Yulvizar, 2013). Hasil positif uji katalase menunjukkan bakteri 

tersebut bersifat aerob dan anaerob fakultatif.Karena kedua jenis bakteri 
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tersebut memiliki kemampuan respirasi menggunakan oksigen sebagai aseptor 

elektron terminal (Acharya, 2013). 

 

4.3 Karakterisasi Bacillus thuringiensis 

Isolat bakteri yang memenuhi karakterisasi koloni, gram, dan uji 

katalase dilanjutkan dengan uji biokimia untuk menggolongkan isolat bakteri 

menjadi Bacillus thuringiensis.Uji biokimia meliputi uji fermentasi gula 

(glukosa, sukrosa dan laktosa), uji sitrat, uji indol, uji motilitas, uji MR dan 

VP.Hasil uji biokimia dapat dilihat pada Tabel 4.3. 

Tabel 4.3 Uji biokimia isolat bakteri 

Uji Biokimia 
Isolat 

SK5 SK8 SK10 SK13 SK14 

Motilitas  + + + + + 

Glukosa  - - - - - 

Sukrosa  - - + + - 

Laktosa - - - - - 

Indol  - - -  - 

Methyl Red (MR) + + + + + 

Voges Proskauer (VP) - + + - + 

Hidrolisis Pati  + + + + + 

Sitrat  - - - - - 

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

 

Tabel di atas menunjukkan 9 uji biokimia Bacillus thuringiensis 

berdasarkan buku Bergey’s Manual.Dari 5 isolat bakteri yang diuji, semuanya 

menunjukkan hasil yang berbeda-beda.Dimana seluruh isolat menunjukkan 

hasil positif pada uji hidrolisis pati dan methyl red (MR).Sedangkan pada uji 

glukosa, laktosa, indol dan sitrat semua isolat menunjukkan hasil negatif.Uji 

sukrosa positif ditunjukkan oleh isolat SK10 dan SK12.Sementara itu pada uji 
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voges proskauer (VP)isolat yang menunjukkan hasil positif yaitu isolat SK8, 

SK10 dan SK14. 

Uji biokimia dilakukan untuk mendapatkan isolat bakteri yang lebih 

spesifik.Dalam hal ini uji biokimia yang dilakukan adalah untuk mengetahui 

apakah isolat bakteri tersebut termasuk Bacillus thuringiensis berdasarkan 

buku Bergey’s Manual.Berdasarkan Tabel 4.3 dapat dilihat bahwa semua 

isolat bakteri menunjukkan hasil positif pada uji motilitas (pergerakan 

bakteri).Hal ini ditandai dengan keruhnya daerah disekitar tusukan. Hasil 

tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Adriani(2011), bahwa 

Bacillus thuringiensis yang digunakan menunjukkan hasil positif pada uji 

motilitas. Alat gerak Bacillus thuringiensis berupa flagella. 

Uji fermentasi gula bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri 

dalam memfermentasikan gula menjadi asam.Dalam penelitian ini uji 

fermentasi gula digunakan 3 jenis gula yaitu glukosa, sukrosa dan 

laktosa.Pada uji sukrosa dan laktosa, ke 5 isolat bakteri menunjukkan hasil 

negatif dimana tidak terjadi perubahan warna dari merah menjadi kuning pada 

media.Sedangkan pada uji sukrosa isolat SK10 dan SK13 menunjukkan hasil 

positif (Gambar 4.2). 

 
Gambar 4.2.Hasil uji sukrosa positif.a) Isolat SK10 dan b) Isolat SK13. 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

b

. 

a

. 
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Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Jung et al 

(1994), bahwa Bacillus thuringiensis strain H-14 menunjukkan uji gula positif 

pada uji sukrosa. Sedangkan menunjukkan hasil negatif pada uji 

laktosa.Pemecahan sukrosa juga tidak luput dari peran metabolisme bakteri itu 

sendiri agar menjadi komponen sederhana yang dapat diangkut ke sitoplasma. 

Sukrosa termasuk dalam golongan disakarida. Maka dari itu, sukrosa 

akan dipecah menjadi polisakarida yang sederhana yaitu menjadi fruktosa dan 

glukosa. Selanjutnya kedua gula tersebut dipecah lagi menjadi senyawa yang 

lebih sederhana lagi dimana hasil akhir pada tahap fermentasi ini adalah 

asam.Asam yang terbentuk inilah yang kemudian menurunkan pH media 

sehingga terjadi perubahan warna pada media yang awalnya berwarna merah 

menjadi kuning. 

Berdasarkan Tabel 4.3, ke 5 isolat bakteri menunjukkan hasil negatif 

pada uji indol. Dimana 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 tersebut sesuai dengan penelitian Adriani(2011), 

bahwa Bacillus thuringiensis menunjukkan hasil negatif pada uji indol.  

Hasil uji Methyl red (MR) pada ke 5 isolat bakteri menunjukkan hasil 

positif pada semua isolat (Tabel 4.3).Hasil tersebut menunjukkan bahwa ke 6 

isolat bakteri memiliki kemampuan menghasilkan metilen glikon (asam 

campuran) dari glukosa yang terkandung dalam media MR (Gambar 

4.3).Sedangkan pada uji Voges Proskover (VP) hasil positif ditunjukkan oleh 

isolat SK8, SK10 dan SK14.Ketiga isolat bakteri tersebut mampu 
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memfermentasikan glukosa yang terkandung dalam media VP menjadi asetoin 

(asetil metal karbinol) (Gambar 4.4). 

 
Gambar 4.3. Hasil positif uji MR 6 isolat bakteri 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

 

Menurut Adriani(2011) dan Jung et al (1994) Bacillus thuringiensis 

menunjukkan hasil positif pada uji MR dan VP. Jadi, berdasarkan uji MR dan 

VP maka isolat bakteri yang menunjukkan karakteristik Bacillus adalah isolat 

SK8, SK10 dan SK14.Hal tersebut juga sesuai dengan karakter yang ada 

dalam buku Bergey’s Manual. 

Pada uji hidrolisis pati ke 5 isolat bakteri menunjukkan hasil 

positif.Hal tersebut berarti ke 5 isolat mampu menghidrolisis polisakarida 

bermolekul tinggi yaitu pati.Namun hasil uji hidrolisis pati berbanding terbalik 

dengan uji sitrat, dimana pada uji ini ke 5 isolat bakteri menunjukkan hasil 

negatif yang berarti kelima isolat bakteri tidak memiliki kemampuan 

menggunakan sitrat sebagaiisumber karbon (Tabel 4.3). 
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Gambar 4.4. Hasil negatif uji sitrat 6 isolat bakteri 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

 

4.4 Pengamatan Endospora dan Kristal Protein 

Bacillus thuringiensis dikenal dengan ciri khasnya yaitu memiliki 

endospora dan kristal protein. Berikut adalah hasil pengamatan endospora dan 

kristal protein. 

Tabel 4.4 Hasil pengamatan endospora dan kristal protein isolat bakteri 

Isolat 
Pewarnaan 

Endospora Kristal Protein 

SK5 + + 

SK8 + + 

SK10 + + 

SK13 + + 

SK14 + + 

 

Berdasarkan Tabel 4.4, semua isolat bakteri memiliki endospora dan 

kristal protein. Hal tersebut menunjukkan bahwa semua isolat bakteri 

termasuk Bacillus thuringiensis.Bakteri tesebut merupakan bakteri yang 

memiliki dua fase yaitu fase vegetatif dan fase sporulasi. Menurut Islami 

(2014), spora dan kristal protein terbentuk pada jam ke 7 setelah inokulasi dan 

semakin sempurna setelah 12 jam. Untuk mengetahui keberadaan endospora 

dapat digunakan pewarna malachite green dan safranin. 
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Gambar 4.5.a.)Pengamatan Endospora dan b.)Pengamatan Kristal Protein.Perbesaran 1000x. 

Keterangan: sv (sel vegetatif), s (spora) dan kp (kristal protein). 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

Berdasarkan hasil pewarnaan endospora menunjukkan spora berwarna 

hijau sedangkan sel vegetatif berwarna merah muda (Gambar 

4.5.a).Endospora berfungsi sebagai pertahanan diri bagi bakteri apabila 

lingkungan disekitarnya tidak mendukungnya untuk berkembang.Selain itu 

endospora juga tahan terhadap bahan kimia dan impermeabel sehingga 

pewarna yang digunakan untuk mewarnai endospora harus disesuaikan 

(Muthmainnah, 2018). 

Terbentuknya endospora juga diiringi dengan terbentuknya kristal 

protein (parasporal body). Kristal inilah yang bersifat toksik terhadap 

serangga. Hasil pewarnaan menggunakan CBB (Gambar 4.5.b) menunjukkan 

bahwa kristal protein terlihat. Kristal protein tampak lebih gelap dan padat 

daripada endospora. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Nasution (2018), 

kristal protein memiliki bentuk bulat padat dan gelap setelah diwarnai 

menggunakan CBB. Hasil tersebut dikatakan mirip dengan Bacillus 

thuringiensis. 

Kristal protein yang berbentuk bulat (spherical) menandakan kristal 

protein tersebut termasuk tipe cry4 Bacillus thuringiensis ssp. israelensis atau 

sv 

sv 
s

v kp 

s
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yang biasa disebut dengan Bti yang toksik terhadap Ordo Diptera (Nasution, 

2018). Kristal protein Bti bersifat toksik terhadap lalat hitam dan larva 

nyamuk serta aman untuk manusia (Lee et al, 2008). 

Menurut Jung dkk (1994) dalam Nasution (2018), Bacillus thuringiensis 

H-14 menunjukkan hasil positif pada uji katalase, uji motilitas, uji sukrosa dan 

hidrolisis pati. Sedangkan bakteri tersebut menunjukkan hasil negatif pada uji 

sitrat. Isolat bakteri dari Surabaya yang sesuai dijadikan sebagai uji toksisitas 

terhadap larva Aedes aegypty berdasarkan karakterisasi morfologi, pewarnaan 

gram, uji biokimia, pewarnaan endospora dan kristal protein yang telah 

dilakukan adalah isolat SK10. 

 

4.5 Uji Toksisitas Bacillus thuringiensis Koleksi B2P2VRP Salatiga dan Isolat 

Surabaya terhadap Berbagai Stadium Larva Aedes aegypti  

Larva Aedes aegypti diperoleh dari Insektarium Balai Besar Penelitian 

dan Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) 

Salatiga.Bacillus thuringiensis yang digunakan berasal dari Laboratorium 

Mikrobiologi B2P2VRP Salatiga (Kode: SLTG) dan Isolat Surabaya (Kode: 

SK10).Uji toksisitasmenggunakan 6 konsentrasi yaitu 0 ml, 0,5 ml, 1 ml, 1,5 

ml, 2 ml dan 2,5 ml. Hasil uji toksisitas dapat dilihat pada grafik berikut: 
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Ganbar 4.6. Persentase mortalitas larva Aedes aegypti Instar 1 

 

Berdasarkan grafik di atas (Gambar 4.6), isolat SLTG menunjukkan 

mortalitas 100% pada larva Aedes aegypti instar 1 baik dari konsentrasi yang 

paling rendah (0,5 ml) hingga konsentrasi tertinggi (2,5 ml). Isolat SK10 pada 

konsentrasi 0,5 ml dan 1 ml tidak menunjukkan mortalitas (0%). Pada 

konsentrasi 1,5 ml sebesar 20% sedangkan konsentrasi 2 ml dan 2,5 ml 

mortalitasnya sebesar 2,5%. 

 

Gambar 4.7. Persentase mortalitas larva Aedes aegypti instar 2 

 

Isolat SLTG menunjukkan mortalitas 100% larva Aedes aegypti instar 

2 pada semua konsentrasi. Sedangkan pada isolat SK10 pada konsentrasi 0,5 

ml menunjukkan mortalitas sebesar 2,5% dan 0% pada konsentrasi 1 ml, 1,5 

ml, 2 ml dan 2,5 ml (Gambar 4.7).  
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Gambar 4.8 Persentase mortalitas larva Aedes aegypti instar 3 

 

Larva Aedes aegypti  instar 3 mengalami mortalitas 100% pada semua 

konsentrasi isolat SLTG. Sedangkan pada konsentrasi isolat SK10 1,5 ml larva 

instar 3 mengalami mortalitas sebesar 2,5%. Konsentrasi 0,5 ml, 1 ml, 2 ml 

dan 2,5 ml tidak mengalami mortalitas (0%) (Gambar 4.8). 

 

Gambar 4.9 Persentase mortalitas larva Aedes aegypti instar 4 

 

Gambar di atas (Gambar 4.9) menunjukkan bahwa berbagai 

konsentrasi isolat SLTG mampu membunuh larva Aedes aegypti instar 4 

100%. Sedangkan isolat SK10 hanya mampu membunuh larva sebesar 2,5% 

pada konsentrasi 2 ml. Konsentrasi 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml dan 2,5 ml tidak 

menunjukkan kematian pada larva. 

Berdasarkan persentase mortalitas larva Aedes aegypti yang 

ditunjukkan pada Gambar 4.6-4.9, isolat SLTG menunjukkan 100% 
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mortalitasnya pada berbagai instar larva dengan berbagai konsentrasi. 

Sedangkan pada isolat SK10 hasil mortalitas terbesar ditunjukkan oleh larva 

instar I pada konsentrasi 1,5 ml sebesar 20%. Sementara pada konsentrasi 0 ml 

(kontrol) tidak menunjukkan mortalitas. 

Isolat SLTG yang digunakan merupakan Bacillus thuringiensis  H-14 

galur lokal, yang artinya bakteri ini sudah terbukti toksik terhadap Diptera 

khususnya larva nyamuk. Penelitian yang dilakukan oleh Pattipeilohy (2012) 

menunjukkan kandungan kristal protein dalam isolat SLTG disandi oleh gen 

cyt1Aa, cry4Aspe, cry4Bspe dan cry11gral. Gen tersebut sesuai dengan gen 

yang mengkode kristal protein pada Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (H-

14) produk luar yang digunakan sebagai kontrol positif. 

Menurut Clements (2012), Bacillus thuringiensis ssp. israelensis H-14 

memiliki kristal protein meliputi Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, 

Cyt1Aa, Cyt1Ca dan Cyt2Ba. Bakteri tersebut toksik terhadap Diptera dengan 

47 Genus dan  103 spesies. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 

Saraswati (2007), kristal protein yang memiliki toksisitas terhadap larva 

nyamuk dan lalat hitam yaitu Cry4, dimana protein tersebut dibagi menjadi 4 

tipe yaitu cry4A, cry4B, cry4C dan cry4D. Kristal protein yang spesifik toksis 

terhadap nyamuk khususnya Aedes aegypti yaitu Cry4A dan Cry4B. 

Sedangkan isolat SK10 merupakan isolat bakteri yang identifikasinya 

hanya sampai pada tahap spesies yaitu Bacillus thuringiensis dengan melihat 

ada tidaknya kristal protein (Gambar 4.5.b). Bacillus thuringiensis memiliki 

toksisitas yang spesifik berdasarkan subspesies (Tabel 4.5). 
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Tabel 4.5 Toksisitas Bacillus israelensis ssp. terhadap serangga 

subspecies 

Bacillus 

israelensis 

Diptera Lepidoptera Coleoptera Hymenoptera 

thuringiensis + + + + 

israelensis + + - + 

morrisoni + + - - 

medellin + - - - 

jegathesan + - - - 

darmstadiensis + + + + 

kyushuensis + + - - 

kurstaki + + + + 

Sumber: Clements, 2012. 

Larva Aedes aegypti yang mati pada isolat SLTG dapat dikatakan 

mortalitasnya disebabkan karena bakteri tersebut.Hasil pengamatan 

menggunakan mikroskop stereo dapat dilihat bahwa abdomen larva berwarna 

hitam (Gambar 4.10) sedangkan abdomen larva kontrol berwarna cerah. 

 
Gambar 4.10 Hasil pengamatan abdomen larva Aedes aegyptimenggunakan 

mikroskop stereo. a) larva normal, dan b) larva mati karena Bacillus thuringiensis ssp. 

israelensis H-14 (isolat SLTG). 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

 

Berdasarkan hasil pengamatan pada Gambar 4.10 dapat dilihat bahwa 

abdomen larva Aedes aegypti pada perlakuan menggunakan isolat SLTG 

mengalami kerusakan. Hasil penelitian tersbut didukung oleh hasil penelitian 

yang dilakukan Faisal (2018), saluran pencernaan larva yang rusak karena 

bakteri Bacillus thuringiensis awalnya akan membengkak, lalu berwarna 
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hitam akhirnya setelah beberapa hari akan hancur. Pembengkakan epitel 

menyebabkan terganggunya jaringan usus tengah serangga, setelah itu 

kemampuan makannserangga terhenti. 

Ketika Cry atau bakteri yang mengandung kristal protein termakan 

oleh larva yang rentan (tidak resisten) akan disalurkan ke dalam saluran 

pencernaan. Awalnya kristal protein bersifat protoxin atau tidak aktif. Namun 

setelah ada dalam saluran pencernaan serangga yang sifatnya alkali, kristal 

protein menjadi toksin karena adanya enzim protease. Setelah itu toksin 

melewati membran perithrophic lalu berikatan dengan reseptor spesifik yang 

disebut dengan kadenin yang ada pada binding brush border membrane vesicle 

(BBMV) pada membran sel-sel usus.Toksin yang berikatan dengan protein 

kadenin menghasilkan aktivasi jalur kematian onkotik dan atau juga 

membentuk oligomer toksin. Akumulasi oligomer menghasilkan penyisipan 

toksin dalam membran, pembentukan pori, sel mengalami perubahan osmotik 

dan pada akhirnya larva mati (Khetan, 2000; Pujiastuti et al., 2004; Gama & 

Nakagoshi, 2014). 

Bacillus thuringiensis tidak memiliki efek langsung pada organisme 

akuatik selain nyamuk, lalat hitam, kutu daun, tengu, udang dan 

chironomidi.Jadi dapat dikatakan bahwa Bacillus thuringiensis dapat 

digunakan sebagai pengendali hayati nyamuk dengan tetap menjaga ekosistem 

yang lain (Gama dan Nakagoshi, 2014). Menurut Saraswati (2007), Bacillus 

thuringiensis tidak toksik terhadap serangga orgenisme nontarget dikarenakan 

protein Cry memiliki reseptor khusus pada serangga target. Protein Cry tidak 
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toksik terhadap manusia danvertebrata lain dikarenakan mereka tidak 

memiliki reseptor yang cocok untuk protein Cry itu sendiri. 

Apabila dilihat dari persentase mortilitas isolat SK10, semakin tinggi 

tingkat instar maka semakin tinggi pula konsentrasi bakteri yang dibutuhkan 

(Gambar 4.6-4.9). Namun, karena mortalitas isolat SK10 tidak muncul secara 

konsisten pada setiap maka mortalitas tersebut dapat dikatakan tidak 

disebabkan karena aktifitas larvasida bakteri. Selain itu berdasarkan hasil 

pengamatan abdomen larva Aedes aegypti yang mati pada berbagai instar, 

abdomen larva tidak menunjukkan gejala terinfeksi Bacillus thuringiensis 

yaitu abdomen tidak mengalami pembengkakan, menghitam bahkan hancur 

(Gambar 4.11). 

 
Gambar 4.11 Hasil pengamatan abdomen Aedes aegypti yang mati pada isolat SK10 

menggunakan mikroskop stereo. 

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 

 

Berdasarkan pengamatan di atas dapat dikatakan bahwa larva yang 

mati tidak disebabkan karena isolat bakteri melainkan hal lain. Kematian larva 

uji dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya isolat bakteri yang 

digunakan, kristal protein target, jumlah kristal protein yang dicerna oleh 

larva, suhu, pH, kondisi larva dan perlakuan saat memindahkan larva ke gelas 

plastik (Faisal, 2018). Sedangkan faktor dari bakteri sendiri menurut 
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Pattipeilohy (2012), adalah struktur penyusun kistal protein dan spora, ukuran 

molekul, serta kandungan karbohidrat dan susunan asam amino dalam kristal 

yang bersifat toksik terhadap target. Patogenesis yang berbeda disebabkan 

oleh perbedaan  serotipe Bacillus thuringiensisi yang dapat dipengaruhi oleh 

kondisi lingkungan pada habitat mereka (Rahardianingtyas & Wianto, 2014). 

Hasil penelitian ini merupakan salah satu dari sekian banyak kekuasan 

yang Allah tunjukkan kepada kita dimana Ciptaan-Nya tidak ada yang sia-sia 

baik yang ada dilangit dan dibumi, baik yang besar maupun kecil bahkan  

yang tak dapat dilihat dengan mata telanjang sekalipun misalnya bakteri. 

Sebagaimana firman Allah dalam Q.S. Al-Baqarah ayat 26: 

                              

                               

                   

Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 

nyamuk atau lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka 

mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi 

mereka yang kafir mengatakan: “Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk 

perumpamaan?,” dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan 

oleh Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-

Nya petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang 

fasik.”  

 

Asbabun nuzul dari ayat di atas menurut Tafsir Ibnu Katsir. 

Berdasarkat riwayat dari Abdur Razak dari Mu‟amar, dari Qatadah, 

menurutnya ayat ini diturunkan setelah turunnya Q.S. Al Hajj ayat 73 yang 

berisi perumpamaan orang musyrik dengan lalat dan Q.S. Al Ankabut ayat 41 

58 
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yang mengumpamakan orang musyrik dengan laba-laba. Kemudian muncullah 

pertanyaan dari orang-orang musyrik “untuk apa laba-laba dan lalat itu 

disebut?”, lalu Allah menurunkan ayat yang artinya: 

“Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 

nyamuk atau lebih rendah dari itu……..”. Q.S. Al Baqarah ayat 26. 

 

Ayat tersebut memberitahukan bahwa Dia tidak pernah membedakan 

dan memandang remeh apa yang telah diciptakan-Nya. Ada pula yang 

mengartikan, Allah juga tidak takut membuat perumpamaan apa saja baik 

dalam bentuk yang besar maupun kecil (Ad-Dimasyqi, 2004).  

Berdasarkan penafsiran di atas, meskipun orang musyrik menganggap 

nyamuk sebagai hal yang hina namun ternyata hewan ini memiliki manfaat 

yang salah satunya yaitu menjadi bahan penelitian. Oleh karena itu, penelitian 

ini dapat membuktikan betapa besar Kuasa-Nya dan ciptaan-Nya yang tak 

terbatas. Dan Dia tidak pernah menyia-nyiakan setiap ciptaan-Nya. Dia 

menciptakannya dengan sungguh-sungguh bahkan setiap apa yang hambanya 

lakukan akan mendapatkan balasan (Al-Hilal, 2005). Semoga hasil penelitian 

ini dapat menambahkan iman dan ketaqwaan kita kepada Allah sebagai sang 

pencipta.  
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Simpulan  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan dapat diambil kesimpulan 

bahwa: 

a. Bacillus thuringiensis koleksi Balai Besar Penelitian dan 

Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga 

memiliki tingkat toksisitas tinggi pada larva Aedes aegypti berbagai 

instar yaitu sebesar 100% mulai dari konsentrasi 0,5 ml sampai 2,5 ml. 

b. Bacillus thuringiensis isolat Surabaya (SK10) tidak efektif dalam 

membunuh larva Aedes aegypti berbagai instar baik dari konsentrasi 

0,5 ml sampai 2,5 ml. Karena tidak ditemukan tanda-tanda kematian 

larva karena Bacillus thuringiensis seperti abdomen bengkak, 

menghitam dan hancur.  

c. Bacillus thuringiensis koleksi Balai Besar Penelitian dan 

Pengembangan Vektor dan Reservoir Penyakit (B2P2VRP) Salatiga 

memiliki tingkat toksisitas yang lebih tinggi daripada isolat Surabaya 

(SK10). 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan perlu dilakukan 

karakterisasi lebih lanjut mengenai Bacillus thuringiensis isolat Surabaya 

(SK10) baik dari bentuk kristal protein yang dimiliki bakteri tersebut 

maupun jenis kristal protein dan gen penyandi kristal tersebut. Sehingga 
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dapat diketahui kemampuan toksisitasnya pada organisme target yang 

sesuai.Karena dalam penelitianini, isolat Surabaya hanya 

dikarakterisasikan sampai tingkat spesies. 
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