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MEDIA KULTUR SEDERHANA UNTUK PEMBIAKKAN UNTUK PEMBIAKKAN
BACILLUS SPHAERICUS ISOLAT LOKAL PULAU LOMBOK UNTUK
PENGENDALIAN LARVA NYAMUK ANOPHELES SP

ABSTRAK

Latar belakang : Pengembangan model suatu formula biolarvasidal dengan bahan dasar
bakteri B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang dapat dikembangkan menggunakan
media sederhana dan formula sederhana yang secara efektif dan efisien dapat digunakan oleh
masyarakat untuk pemberantasan nyamuk pada waktu dalam stadium larva perlu di pikirkan.
Media sederhana yang akan di diteliti dalam penelitian ini adalah dengan memvariasikan
berbagai sumber protein dan karbohidrat yang dapat dengan mudah di peroleh sehingga
kedepannya diharapkan formula media sederhana ini dapat dikembangkan dalam skala ganda
untuk pertumbuhan B. sphaericus dan tidak lagi tergantung dari formula media khusus yaitu
Medium NYSM (New York City Medium) yang selama ini diimport dari luar negeri.

Tujuan : Mengetahui kemampuan media sederhana dengan formula santan 30 % v/v, Susu
kedelai 30% v/v, Tepung lkan 30 % wi/v dapat sebagai media sederhana untuk pertumbuhan
B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang digunakan dalam pengendalian larva
Anopheles Sp.

Metode : Penelitian ini penelitian eksperimen di laboratorium. Uji kemampuan media
sederhana dalam menumbuhkan Bacillus sphaericus isolat lokal Pulau Lombok dalam
pengendalian larva Anopheles Sp setiap formula media dilakukan replikasi sebanyak 3 kali.
Besar unit penelitian dalam penelitian adalah 4 macam media (NYSM, Tepung ikan 30%w/v,
Susu kedelai 30% v/v dan Santan 30% v/v) x 3 replikasi = 12 Unit penelitian. Uji Bioassay
dilakukan dengan menggunakan 7 pengenceran berseri dan 3 kali replikasi. Data kemampuan
biolarvasidal dari B. sphaericus yang ditumbuhkan dari masing — masing media sederhana
dianalisis menggunakan Probit Analysis dengan bantuan perangkat lunak MINITAB 16 untuk
mendapatkan nilai LCsq dan LCq dari tiap isolat bakteri B.

Hasil: Nilai LCso dan LCg terendah dimiliki oleh B. sphaericus yang dibiakkan pada
medium Santan 30% v/v, disusul medium Tepung ikan 30% w/v dan Susu Kedelai 30% v/v
pada pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam. Pada hasil ini juga terlihat, tingginya
konsentrasi sel tidak berbanding lurus dengan nilai LC. Namun, konsentrasi endospora
berbanding lurus dengan nilai LC. Semakin tingginya konsentrasi endospora, menyebabkan
tingginya toksin yang dihasilkan. Semakin rendah LCsy dan LCqy yang dimiliki oleh suatu
bakteri pada waktu pengamatan 48 jam dan 72 jam,maka semakin tinggi toksisitas bakteri
tersebut.

Kesimpulan : Medium Santan adalah medium yang paling baik untuk pertumbuhan B.
sphaericus lokal pulau Lombok dan menghasilkan toksisitas B. sphaericus yang cukup tinggi
terhadap larva Anopheles Sp.

Kata kunci : Anopheles sp, Bacillus sphaericus , Media Sederhana



ABSTRACT

SIMPLE CULTURE MEDIUM FOR BACILLUS SPHAERICUS LOCAL ISOLATES
LOMBOK ISLAND TO CONTROL MOSQUITO LARVAE, ANOPHELES SP

Background: development of a model of a formula biolarvasidal by basic ingredients of
bacterial isolates of B. sphaericus local Lombok island which can be developed using simple
media and simple formulas that effectively and efficiently can be used by the community for
the eradication of mosquitoes at the time in stadium larvae need to be thinking about. Simple
media that will be examined in this study is by varying the different sources of protein and
carbohydrates that can be easily obtained so that the future expected this simple media
formula can be developed in a double scale for the growth of B. sphaericus and no longer
depends on the formula of special NYSM (New York City Medium) that has been imported
from abroad.

Objective: to know the simple media capabilities with coconut milk formula 30% v/v, soy
milk 30% v/v, Fish flour, 30% w/v can be a simple as a medium for the growth of B.
sphaericus Lombok island local isolates used in the control of larvae of Anopheles Sp.
Method: this research research experiments in the laboratory. Test simple media capabilities
in growing B.sphaericus local isolates the island of Lombok in the control of larvae of
Anopheles Sp every formula media do replication as much as 3 times. A large research unit
in the study is 4 kinds of media (NYSM, fish flour, 30% w/v, soy milk 30% v/v and coconut
milk 30% v/v) x 3 = 12 research units of replication. Bioassay test performed using 7 dilution
series and 3-time replication. Data biolarvasidal ability of B. sphaericus are grown from
simple media respectively analysed using Probit Analysis with the help of software
MINITAB 16 to get the value of LC50 and bacterial isolates from each LC90 .

Results: the lowest LC50 Value and LC90 owned by B. sphaericus are bred on coconut milk
medium 30% v/v, followed by medium fish meal 30% wi/v and soy milk 30% v/v on the
observation 24 hours, 48 hours and 72 hours. On the results is also visible, the high
concentration of cells is not directly proportional to the value of the LC. However, the
concentration of endospora is directly proportional to the value of the LC. The increasing
concentration of endospora, causing the high toxin produced. The lower LC50 and LC90
owned by an observation at time bacteria 48 hours and 72 hours, then the higher the bacterial
toxicity.

Conclusion: Medium coconut milk is the best medium for the growth of B. sphaericus
Lombok island and produce local toxicity of B. sphaericus high enough against the larvae of
Anopheles Sp.

Keywords: Anopheles Sp, Bacillus sphaericus, a simple Media



RINGKASAN EKSEKUTIF

MEDIA KULTUR SEDERHANA UNTUK PEMBIAKKAN UNTUK PEMBIAKKAN
BACILLUS SPHAERICUS ISOLAT LOKAL PULAU LOMBOK UNTUK
PENGENDALIAN LARVA NYAMUK ANOPHELES SP

Pengendalian nyamuk secara terintegrasi adalah pendekatan terbaik dalam
penanganan nyamuk di lingkungan/masyarakat. Pendekatan ini melibatkan modifikasi habitat
yang berpotensi menjadi habitat perindukan nyamuk, penggunaan larvasida untuk menekan
larva, penggunaan pestisida untuk membunuh nyamuk dewasa dan edukasi pada masyarakat.
Pendekatan yang terbukti efektif dan aman adalah menekan perkembangan stadium larva
nyamuk. Beberapa bahan bisa digunakan untuk menekan larva nyamuk, tapi penggunaan
biolarvasidal terbukti efektif dan aman untuk diaplikasikan.

Salah satunya adalah biolarvasidal berbasis mikroba entopathogenik, seperti Bacillus
thuringiensis untuk pengendalian larva Aedes aegypti dan Bacillus sphaericus untuk
menenekan larva Culex dan Anopheles Sp (California Department of Public Health, 2008).
Suryadi dkk (2015) berhasil mengisolasi B. sphaericus dari beberapa lokasi di Pulau Lombok
yang memiliki aktivitas antilarva. Beberapa isolat yang ditemukannya mampu membunuh
larva nyamuk Culex, Anopheles Sp dan Aedes dalam waktu 24 hingga 48 jam. Pengembangan
model suatu formula biolarvasidal dengan bahan dasar bakteri B. sphaericus isolat lokal
Pulau Lombok yang dapat dikembangkan menggunakan media sederhana dan formula
sederhana yang secara efektif dan efisien dapat digunakan oleh masyarakat untuk
pemberantasan nyamuk pada waktu dalam stadium larva perlu di pikirkan. Media sederhana
yang akan di diteliti dalam penelitian ini adalah dengan memvariasikan berbagai sumber
protein dan karbohidrat yang dapat dengan mudah di peroleh sehingga kedepannya
diharapkan formula media sederhana ini dapat dikembangkan dalam skala ganda untuk
pertumbuhan B. sphaericus dan tidak lagi tergantung dari formula media khusus yaitu
Medium NYSM (New York City Medium) yang selama ini diimport dari luar negeri. Hasil
sementara dari kemajuan penelitian ini adalah telah didapatkan 3 formula media alami
sederhana yaitu susu kedelai 30% wi/v, Santan 30 % v/v dan kaldu ikan 30 % w/v, dengan
media pertumbuhan terbaik dan kemampuan toksisitasnya adalah B. sphaericus yang tumbuh
pada media Santan 30 % v/v.

Pengembangan model suatu formula biolarvasidal dengan bahan dasar bakteri B.
sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang dapat dikembangkan menggunakan media
sederhana dan formula sederhana yang secara efektif dan efisien dapat digunakan oleh
masyarakat untuk pemberantasan nyamuk pada waktu dalam stadium larva perlu di pikirkan.
Media sederhana yang akan di diteliti dalam penelitian ini adalah dengan memvariasikan
berbagai sumber protein dan karbohidrat yang dapat dengan mudah di peroleh sehingga
kedepannya diharapkan formula media sederhana ini dapat dikembangkan dalam skala ganda
untuk pertumbuhan B. sphaericus dan tidak lagi tergantung dari formula media khusus yaitu
Medium NYSM (New York City Medium) yang selama ini diimport dari luar negeri.

Tujuan umum dari penelitian ini adalah mengetahui kemampuan media sederhana
dengan formula santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung Ikan 30 % w/v dapat sebagai
media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp. Penelitian ini penelitian eksperimen di
laboratorium. Besar unit penelitian dalam penelitian adalah 4 macam media (NYSM, Tepung
ikan 30%w/v, Susu kedelai 30% v/v dan Santan 30% v/v) x 3 replikasi = 12 Unit penelitian.
Uji Bioassay dilakukan dengan menggunakan 7 pengenceran berseri dan 3 kali replikasi.
Data kemampuan biolarvasidal dari B. sphaericus yang ditumbuhkan dari masing — masing
media sederhana dianalisis menggunakan Probit Analysis dengan bantuan perangkat lunak
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MINITAB 16 untuk mendapatkan nilai LCso dan LCqq dari tiap isolat bakteri B.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa B. sphaericus tumbuh paling subur pada media
alami sederhana Santan dengan konsentrasi 30 % v/v yaitu jumlah sel bakteri B. sphaericus
296 x 10° sel/ml, kemudian disusul oleh media tepung ikan dengan konsentrasi 30% wi/v 291
x 10° sel/ml dan Susu kedelai 30% v/v 89 x 10® sel/ml. Pertumbuhan sel bakteri pada media
standart NYSM adalah 353 x 10® sel/ml. Persentase endospora sel bakteri B. sphaericus pada
media standart NYSM adalah 65,39%, sedangkan untuk media sederhana persentase
endospora paling banyak terbentu pada media santan 30% v/v (57,6%) disusul media Tepung
ikan 30% wi/v (55,66%) dan Susu Kedelai 30% v/v (48,1%).Nilai LCsy dan LCgq terendah
dimiliki oleh B. sphaericus yang dibiakkan pada medium Santan 30% v/v, disusul medium
Tepung ikan 30% w/v dan Susu Kedelai 30% v/v pada pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72
jam. Pada hasil ini juga terlihat, tingginya konsentrasi sel tidak berbanding lurus dengan nilai
LC. Namun, konsentrasi endospora berbanding lurus dengan nilai LC. Semakin tingginya
konsentrasi endospora, menyebabkan tingginya toksin yang dihasilkan. Semakin rendah LCsg
dan LCq yang dimiliki oleh suatu bakteri pada waktu pengamatan 48 jam dan 72 jam,maka
semakin tinggi toksisitas bakteri tersebut. Medium adalah medium yang paling baik untuk
pertumbuhan B. sphaericus lokal pulau Lombok dan menghasilkan toksisitas B. sphaericus
yang cukup tinggi terhadap larva Anopheles Sp.
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BAB |

PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Malaria merupakan penyakit menular yang banyak diderita oleh masyarakat,
penyebarannya sudah tidak lagi dominan pada masyarakat yang hidup di daerah sekitar
pesisir pantai, masyarakat perkotaanpun memiliki risiko menderita penyakit malaria.
Penyakit malaria sampai saat ini masih merupakan masalah kesehatan yang perlu perhatian
serius karena sering menimbulkan kejadian luar biasa (KLB). Dampak penyakit malaria
sangat luas dari dapat menurunkan kualitas hidup, menurunkan produktivitas Kkerja,
menurunkan ekonomi masyarakat, kesakitan, gangguan jiwa sampai dengan menyebabkan
kematian pada kelompok risiko tinggi yaitu ibu hamil, bayi dan anak balita.

Malaria disebabkan oleh parasit dari genus Plasmodium yang dibawa oleh vector
nyamuk. Terdapt empat spesies yang dapat menginfeksi manusia yaitu; Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium falciparum dan Plasmodium ovale. Nyamuk merupakan
salah satu serangga yang memiliki peran sebagai vektor dari agen penyakit salah satunya
adalah penyakit malaria. Nyamuk di daerah NTB yang terkenal sebagai vector penyakit
malaria adalah nyamuk Culex Sp dan Anopheles Sp.

Insiden malaria pada penduduk NTB menurut hasil Riskesdas tahun 2013 ada terdapat
lima Kabupaten/Kota dengan insiden malaria tertinggi yaitu Dompu (4.3%), Lombok Tengah
(3,8%), Bima (3,5%), Lombok Barat (3,2%) dan kota Bima (2,6%). Karakteristik responden
insiden malaria yang tertinggi pada kelompok umur 35-44 tahun (3,9%). Menurut jenis
kelamin, tidak ada perbedaan antara laki — laki dan perempuan (3,0%), tinggal di daerah
pedesaan (3,6%). Penyakit Malaria lebih banyak dialami pada kelompok penduduk dengan
kuintil indeks kepemilikan menengah (Riskesdas,2013).

Prevalensi malaria di NTB tahun 2013 sebesar 8,5 persen. Lima Kabupaten/Kota yang
mempunyai prevalensi malaria tertinggi adalah Lombok Tengah adalah Lombok Tengah
(12,3), Kabupaten Dompu (10,5), Kota Bima (10,2), Lombok Utara (9,6) dan Sumbawa (8,6).
Sedangkan karakteristik responden prevalensi malaria yang tertinggi terjadi pada kelompok
umur 1-4 tahun (14,5). Menurut jenis kelamin tidak ada perbedaan yang terlalu jauh antara
laki — laki dan perempuan. Penduduk yang tinggal di daerah pedesaan (9,2). Penyakit malaria
lebih banyak dialami pada kelompok penduduk dengan kuintil indeks kepemilikan terbawh
(10,4) (Riskesdas,2013).



Jenis Malaria dengan menggunakan pemeriksaan hapusan darah di daerah NTB jenis
malaria yang rata — rata terdapat di setiap Kabupaten/ Kota adalah Malaria Falsiparum.
Persentase malaria di setiap Kabupaten/Kota di daerah NTB adalah Kabupaten Lombok Barat
Malaria Falsiparum 11,4 %, Lombok Tengah Malaria lainnya 44,6%. Lombok Timur 5,1%.
Kabupaten Sumbawa malaria Falsiparum 5,9 %, Malaria Vivax 16,8%, Malaria lainnya
10,4%. Kabupaten Dompu Malaria Vivax 15,8%, Malaria lainnya 15,5%. Kabupaten Bima
Malaria Falsiparum 16,0% Malaria lainnya 7,3%. Sumbawa Barat Malaria Falsiparum
10,3%, Malaria Vivax 5,9% dan Malaria lainnya 18,7%. Lombok Utara Malaria Falsiparum
28,5%, Malaria Vivax 5,4% dan Malaria lainnya 31,0%. Kota Mataram Malaria Falsiparum
45,2%. Kota Bima Malaria Falsiparum 1,0%, Malaria Vivax 2,0 %, Malaria Falsiparum dan
Malaria Vivax 3,5% dan Malaria lainnya 13,9% (Riskesdas,2013).

Program pemberantasan malaria mempunyai kegiatan meliputi diagnosis dini malaria,
pengobatan cepat dan tepat, surveilans dan pengendalian vektor untuk memutuskan rantai
penularan malaria, kegiatan ini bertujuan untuk menekan angka kesakitan dan kematian.
Eliminasi malaria di Provinsi NTB dilakukan untuk menuju NTB bebas malaria tahun 2020.

Pengendalian nyamuk secara terintegrasi adalah pendekatan terbaik dalam
penanganan nyamuk di lingkungan/masyarakat. Pendekatan ini melibatkan modifikasi habitat
yang berpotensi menjadi habitat perindukan nyamuk, penggunaan larvasida untuk menekan
larva, penggunaan pestisida untuk membunuh nyamuk dewasa dan edukasi pada masyarakat.
Pendekatan yang terbukti efektif dan aman adalah menekan perkembangan stadium larva
nyamuk. Beberapa bahan bisa digunakan untuk menekan larva nyamuk, tapi penggunaan
biolarvasidal terbukti efektif dan aman untuk diaplikasikan. Salah satunya adalah
biolarvasidal berbasis mikroba entopathogenik, seperti Bacillus thuringiensis untuk
pengendalian larva Aedes aegypti dan Bacillus sphaericus untuk menenekan larva Culex dan
Anopheles Sp (California Department of Public Health, 2008).

B. sphaericus tidak membutuhkan karbohidrat pada pertumbuhannya, karena tidak
memiliki enzim yang diperlukan untuk memasukkan karbohidrat dan mengubahnya menjadi
sumber energi (Hu dkk, 2008). Namun, berbagai material kaya protein dan lemak dilaporkan
dapat mendukung pertumbuhannya, bahkan dari sumber yang sederhana sekalipun. Yadav
dkk pada 2011 melaporkan beberapa bahan sederhana yang bisa digunakan untuk
menumbuhkan B. sphaericus entopathogenik dalam bentuk medium cair dengan tetap
mempertahankan sifat toksisitasnya.

Produk biolarvasidal berbasis bakteri entopathogenik (B. thuringiensis dan B.

sphaericus) sebagian besar diproduksi di luar negeri (AS, India dan China) (Poopathi dan

X



Tyagi, 2006) yang sulit ditemukan dan perkembangbiakannya memerlukan media khusus dan
dilakukan di laboratorium.

Suryadi dkk (2015) berhasil mengisolasi B. sphaericus dari beberapa lokasi di Pulau
Lombok yang memiliki aktivitas antilarva. Beberapa isolat yang ditemukannya mampu
membunuh larva nyamuk Culex, Anopheles Sp dan Aedes dalam waktu 24 hingga 48 jam.
Penemuan B. sphaericus isolat lokal ini diharapkan dapat mendukung pengembangan
biolarvasidal berbahan dasar lokal dan berpotensi mengurangi ketergantungan pada produk
biolarvasidal dari luar negeri/impor.

Formula biolarvasidal dengan bahan dasar bakteri B. sphaericus isolat lokal Pulau
Lombok yang dapat dikembangkan menggunakan media sederhana dan formula sederhana
yang secara efektif dan efisien dapat digunakan oleh masyarakat untuk pemberantasan
nyamuk pada waktu dalam stadium larva perlu di pikirkan. Mengingat media pertumbuhan
Bacillus sphaericus masih menggunakan formula yang diimport dari luar negeri yaitu
medium NYSM (New York City Medium) yang harganya mahal, maka dalam penelitian ini
akan mencari formula media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau
Lombok dari santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% w/v, Tepung lkan 30 % wi/v dan Ikan laut

jenis tongkol, kakap merah, teri dan tenggiri masing — masing konsentrasi ikan 30 % wi/v.

1.2. Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang akan di jawab dalam penelitian ini adalah :

Apakah media sederhana dengan formula santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v,
Tepung lkan 30 % w/v dapat sebagai media sederhana untuk pertumbuhan B.
sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang digunakan dalam pengendalian larva

Anopheles Sp?.

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah : Mengetahui kemampuan media sederhana
dengan formula santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung Ikan 30 % w/v dapat
sebagai media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok

yang digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.
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1.3.2. Tujuan Khusus
Tujuan Khusus dari penelitian ini adalah :

a Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula santan 30 %
viv untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

b Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula Susu kedelai
30% v/v untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

¢ Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula Tepung Ikan
30 % w/v untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp .

d Menganalisis kemampuan media sederhana dengan santan 30 % v/v, Susu
kedelai 30% v/v, Tepung lkan 30 % w/v dapat sebagai media sederhana untuk
pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang digunakan dalam

pengendalian larva Anopheles Sp.

1.4. Hipotesis Penelitian

Media sederhana dengan formula santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung
Ikan 30 % w/v dapat sebagai media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat

lokal Pulau Lombok yang digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah :

a. Manfaat teoritis. : sebagai sumber informasi dan pencerahan bagi pengembangan limu
pengetahuan terutama bidan Mikrobiologi dan Parasitologi untuk dapat
mengembangkan pembiakan bakteri Bacillus sphaericus menggunakan media — media
sederhana santan, Susu kedelai dan Tepung Ikan.

b. Manfaat Praktis : dengan ditemukannya formula media sederhana untuk pertumbuhan
Bacillus sphaericus Lokal Pulau Lombok dapat dikembangkan dalam skala ganda oleh

Institusi terkait atau industri tanpa menggunakan media import dari luar negeri.
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BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Kepustakaan

2.1.1. Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus pertama kali diisolasi oleh Kellen dan Meyers (1964) dari tubuh
larva mati Culiseta incidens di California, Amerika Serikat. Dari larva tersebut didapatkan
dua strain yaitu K dan Q, yang memiliki daya bunuh yang rendah terhadap serangga. Sejak
saat itu berbagai strain dari bakteri B. sphaericus berhasil diisolasi dan hingga Kini tercatat
lebih dari 40 strain telah dipelajari (Vanlalhruaia dkk, 2011).

B. sphaericus adalah bakteri yang bersifat Gram positif, berbentuk batang, dan
mampu membentuk endospora terminal (di ujung sel) dengan sporangium yang membesar
(swollen sporangium) yang dapat diisolasi dari tanah (Baumann dkk, 1991). Kebanyakan
strain B. sphaericus tumbuh menggunakan asetat sebagai sumber karbon yang terdapat di
tanah dan sisa tanaman yang terdekomposisi. B. sphaericus memerlukan thiamin atau biotin
(atau keduanya) dan beberapa strain memerlukan glutamat. Bakteri ini tidak dapat tumbuh
pada medium yang hanya mengandung glukosa sebagai satu-satunya sumber karbon.
Ketidakmampuannya dalam munggunakan glukosa dapat dijadikan sebagai salah satu
karakter biokimia untuk mendeteksi B. sphaericus. Hal ini disebabkan oleh tidak adanya
sistem enzim yang memungkinkan transpor glukosa maupun sukrosa ke dalam sel (Baumann

dkk, 1991). Koloni dan sel B. sphaericus disajikan dalam Gambar 2.1.
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(Sumber: Vanlalhruaia dkk, 2011)

Gambar 2.1. Morfologi koloni dan sel bakteri B. sphaericus
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Pada bakteri ini

tidak dijumpai

aktivitas enzim glukokinase, heksokinase,

fosfoglukoisomerase, fosfofruktokinase dan glukosa-6-fosfat dehidrogenase. Enzim ekstra

selular seperti amilase, gelatinase, kitinase dan lecithinase tidak dimiliki oleh B. sphaericus.

B. sphaericus tidak mampu melakukan aktivitas denitrifikasi maupun mereduksi nitrat

menjadi nitrit (Hu dkk, 2008). B. sphaericus mampu tumbuh pada medium yang mengandung

sitrat dan 5 % NaCl, serta menunjukkan aktivitas oksidase dan katalase (Vanlahlruaia dkk,

2011). Karakter sel dan biokimiawi bakteri B. sphaericus disajikan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Karakter sel dan biokimiawi B. sphaericus

Karakter

Hasil Uji

Bentuk (Pewarnaan Gram)
Spora (Pewarnaan sopra)
Pewarnaan kristal
Sporangium

Bentuk

Warna

Elevasi koloni

Pinggiran koloni

Reaksi Gram

Methyl Red

Pertumbuhan pada glukosa
Pertumbuhan pada mannitol
Pertumbuhan pada sitrat
Vogues Proskauer

Eskulin

Triptofan

Indol

Pertumbuhan anaerob
Arginin dihidrolase
Hidrolisis pati
Pertumbuhan pada 7 % NaCl
Kasein

Urease

Oksidase

Katalase

Reduksi nitrat

Sel vegetatif (panjang pm)
Sel vegetatif (lebar - um)
Spora (panjang - pm)
Spora (lebar - um)

Kristal (panjang - um) Crystals

Kristal (Iebar - um)

Batang dengan terminal spora
Postif (oval/lonjong)
Positif (oval/lonjong)
Membesar

Sirkuler

Putih

Rata (Flat)

Rata (Entire)

Positif

Negatif

Negatif

Negatif

Postif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Positif

Positif

Positif

Positif

Negatif

4,35+ 1,99-6,52 + 2,98
2,44 +1,12-299+ 1,35
0,86 + 0,05-2,78 £ 0,19
0,19 +0,01-1,56 + 0,46
0,85+ 1,02-3,15+ 0,74
0,26 £ 0,51-3,48 £ 0,05

(Sumber: Vanlalhruaia dkk, 2011)
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B. sphaericus secara umum mampu membunuh larva nyamuk dari genus Culex dan
Anopheles Sp, tetapi kurang mampu dalam membunuh larva genus Aedes (Berry dkk, 1993).
Kemampuan dalam membunuh larva berbagai jenis nyamuk sangat bervariasi, bergantung
pada spesies nyamuk dan strain B. sphaericus. Dilaporkan juga, strain B. sphaericus yang
sama memiliki kemampuan yang berbeda dalam membunuh larva nyamuk spesies yang sama
(Thiery dan de Barjac, 1989). Berbagai teknik analisis tidak dapat memprediksi kemampuan
daya bunuh B. sphaericus terhadap larva spesies nyamuk tertentu. Metode deteksi yang
paling efektif adalah dengan menguji B. sphaericus secara langsung pada larva nyamuk
(Charles dkk, 1996).

Adanya inklusi kristal pada B. sphaericus dilaporkan pertama kali oleh Davidson
(1981). Kiristal ini dicurigai berperan dalam aktivitas B. sphaericus yang menyebabkan
kematian larva nyamuk. Semua strain B. sphaericus yang bersifat toksik terhadap nyamuk
dapat menghasilkan kristal parasporal. Penelitian lebih lanjut pada B. sphaericus toksik
menegaskan keberadaan kristal parasporal ini pada tahap sporulasi (Broadwell dan Baumann,
1986; de Barjac dkk, 1988).

Protein toksin B. sphaericus tersusun atas 2 komponen (karenanya disebut protein
biner yang disingkat Bin), yaitu BinA (berat molekul 41,9 kDa) dan BinB (51,4 kDa)
(Arapinis dkk, 1988 dan Baumann dkk, 1988). Protein ini disintesis dalam jumlah yang sama
(equimolar) dan tersusun dalam bentuk kristal yang terlihat jelas pada tahap Il sporulasi B.
sphaericus (Baumann dkk, 1985). Dari percobaan kloning gen penyandi BinB dan BinA dari
berbagai strain B. sphaericus yang berifat sangat toksik terhadap larva nyamuk didapatkan
informasi bahwa gen penyandi protein Bin ini terdapat dalam 1 operon yang memiliki 174
hingga 176 pasang basa pada daerah intergenic region. Pada masing-masing bagian hulu
penyandi BinB dan BinA didapatkan situs ribosom binding site dan pada daerah penyandi
BinA didapatkan struktur stem-loop yang menunjukkan daerah terminasi transkripsi
(Baumann dkk, 1988; Hindley dan Berry, 1987). Ini mengindikasikan bahwa 2 protein toksin
tersebut disintesis pada saat yang bersamaan.

Selain kristal parasporal yang berifat toksik kuat terhadap larva nyamuk, B.
sphaericus memiliki toksin lain yang bersifat toksik lemah terhadap larva nyamuk. Toksin ini
diisolasi pertama kali dari B. sphaericus strain SSII-1. Berbeda dengan kristal parasporal,
toksin yang bersifat lemah ini disintesis oleh B. sphaericus pada fase pertumbuhan vegetatif
(Thanabalu dkk, 1991). Protein ini diberi nama Mosquitocidal Toxin disingkat Mtx. Protein
toksin Mtx terdiri atas 3 jenis protein, yaitu berukuran 100 kDa (disebut Mtx1), 31,8 kDa
(disebut Mtx2) dan 35,8 kDa (disebut Mtx3). Rendahnya sifat toksisitas protein Mtx ini
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disebabkan protein Mtx tidak membentuk struktur kristal seperti protein toksin biner/Btx,
sehingga mudah terdegradasi oleh protease yang dimiliki oleh B. sphaericus. Ini didukung
oleh penelitian yang mengaplikasikan protein Mtx yang dihasilkan B. sphaericus mutan
(protease non-aktif) menunjukkan bahwa protein Mtx memiliki toksisitas yang cukup tinggi
terhadap larva nyamuk Culex dan Anopheles Sp (Delecluse, 1995).

Tidak semua strain B. sphaericus memiliki aktivitas antilarva. Strain yang mampu
menghasilkan kristal protein akan bersifat toksik bagi larva nyamuk, sementara strain yang
tidak menghasilkan kristal protein akan bersifat toksik lemah atau tidak toksik sama sekali
(Vanlalhruaia dkk, 2011).

Ketika kristal toksin ditelan oleh larva nyamuk, protein 42 kDa dan 51 kDa akan
diubah menjadi bentuk aktif protein 39 kDa dan 43 kDa oleh kombinasi pH tinggi dan
aktivitas enzim protease yang terdapat pada saluran pencernaannya. Protein 43 kDa akan
berfungsi sebagai pengikat reseptor khas pada sel penyusun saluran pencernaan dan pembawa
protein 39 kDa yang akan memasuki sel tersebut. Masuknya toksin ke sel penyusun saluran
pencernaan menyebabkan lisis yang pada gilirannya akan membunuh serangga serangga
target (Klein dkk, 2002).

Berikut ini adalah urutan yang terjadi pada mekanisme perusakan oleh toksin biner B.
sphaericus yang diamati pada larva Culex sp. (I) Penelanan kompleks sel-endospora B.
sphaericus oleh larva nyamuk; (I1) solubilasi dalam saluran pencernaan bagian tengah
(midgut) akibat pH basa yang dihasilkan dalam saluran pencernaan larva nyamuk; (l11)
pemrosesan protein 51 kDa dan 42 kDa menjadi 43 kDa dan 39 kDa; (IV) pengikatan protein
pada bagian caecum lambung dan saluran pencernaan bagian posterior; dan (V) internalisasi
toksin dan terbentuknya efek kerusakan pada bagian lambung dan saluran pencernaan yang
ditempeli oleh protein toksin (Bauman dkk, 1991).

Kerusakan pada saluran pencernaan terjadi terutama pada membran sel penyusun
saluran pencernaan. Kerusakan ini terjadi kurang lebih 15 menit setelah kristal toksin ditelan
oleh larva nyamuk Culex dan Anopheles Sp. Ikatan antara toksin biner dengan sel epitelium
pada sel penyusun saluran pencernaan menyebabkan terbentuknya lubang pada membran
lipida yang mengakibatkan pembesaran mitokondria, retikulum endoplasma dan vakuola,
yang akan diikuti dengan lisis sel dan kematian larva. Kerusakan paling parah didapati pada
bagian caecum lambung dan saluran pencernaan bagian posterior. Kerusakan juga dijumpai
pada jaringan syaraf dan otot rangka (Klein dkk, 2002).

Ketidakmampuan toksin biner B. sphaericus dalam membunuh larva Aedes sp dapat
diamati dalam percobaan pengikatan BinB dan BinA (dilakukan secara terpisah) dengan
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fraksi membran batas sikat (brush border membran fraction) saluran pencernaan larva Aedes.
BinB tidak berikatan dengan BBMF saluran pencernaan larva Aedes, sedangkan BinA hanya
berikatan secara non-spesifik dengan dengan BBMF saluran pencernaan larva Aedes. Hasil
yang berbeda ditunjukkan dengan percobaan menggunakan BBMF saluran pencernaan larva
Culex, di mana BinB mampu berikatan dengan caecum lambung dan saluran pencernaan
bagian tengah, sedangkan BinA hanya berikatan dengan caecum lambung dan saluran
pencernaan secara non-spesifik (Davidson, 1988 dan Davidson, 1989). Bila BinB dan BinA
direaksikan secara bersamaan, BinA akan mengikat daerah yang diikat oleh BinB.
Pengamatan pada tingkat in-vivo menunjukan bagian ujung/terminal N BinB berikatan
dengan bagian saluran pencernaan larva. Bagian ujung/terminal C BinB berikatan dengan
bagian ujung/terminal N BinA yang bertanggung jawab pada kerusakan saluran pencernaan
larva. Internalisasi toksin akan terjadi apabila komponen BinB dan BinA ada secara
bersamaan (Oey dkk, 1992).

Bakteri B. sphaericus dapat ditumbuhkan pada beberapa jenis media pertumbuhan.
Media yang umum digunakan adalah media NYSM (Myers dan Yousten, 1978) dan MBS
(Kalfon dkk, 1984). Medium NYSM tersusun atas Nutrient Broth, Yeast extract, MgCl,,
MnCl, dan CaCl,, sedangan medium MBS tersusun atas Triptone dan Yeast extract, MgSQ,,
CaCly, Fe(S04),, MnSQ,, dan ZnSO,4. Medium tersebut juga digunakan untuk membiakkan
bakteri lain yang memiliki aktivitas larvasida, yaitu bakteri B. thuringiensis. Dengan
menggunakan medium pertumbuhan tersebut biakan bakteri B. sphaericus akan mencapai
fase stasioner pada 12-24 jam dan sporulasi akan tercapai setelah 24 jam (konsentrasi biakan
mebihi 10° sel/mL). Bakteri B. sphaericus yang ditumbuhkan mampu menunjukkan sifat
toksisitas terhadap larva nyamuk Culex dan Anopheles Sp bila ditumbuhkan pada medium
NYSM dan MBS.

Medium lain yang dapat digunakan untuk menumbuhkan bakteri B. sphaericus adalah
medium NYST (NY Agar/NY Broth, MnCl,, CaCl,, dan MgCl,) yang mengandung
Streptomycin 100 pg/mL. Medium yang lain adalah BATS (Na,HPO4, K,HPO4, MgSO,,
MnCl,, FeSO,4, CaCl,, L-Arginin, Thiamin dan Biotin) yang merupakan medium selektif
yang diperkaya, untuk menumbuhkan dan menyuburkan pertumbuhan bakteri B. sphaericus
yang diisolasi dari tanah (Yousten dkk, 1985).

Produk B. sphaericus komersial dipasarkan pertama di Amerika Serikat pada tahun
1980-an. Produk ini dipasarkan di Amerika Serikat dan Eropa dengan nama VectoLex® dan
Spherimos®, mengandung B. sphaericus strain 2362 yang aplikasinya ditargetkan untuk
menekan nyamuk Anopheles Sp dan Culex. Komersialisasi B. sphaericus disusul oleh negara
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lain, seperti India (menggunakan B. sphaericus strain 1593) dan RRC (menggunakan B.
sphaericus strain C3-41) (Poopathi dan Abidha, 2010).

Bakteri B. sphaericus efektif dalam membunuh nyamuk Anopheles Sp dan Culex,
tetapi kurang mampu membunuh Aedes. Kemampuannya dalam membunuh 2 spesies ini
disebabkan karena kristal toksin yang dihasilkan oleh B. sphaericus cenderung mengapung di
permukaan air ketika disebarkan (Poopathi dan Abidha, 2010). Larva Anopheles Sp dan
Culex adalah larva yang lebih sering berada di permukaan untuk bernafas, karena tidak
memiliki siphon pernafasan (CDC, 2011). Hal ini membuat kemungkinan pertemuan antara
larva dan kristal toksin tinggi. Setelah kristal tertelan oleh larva, dalam waktu beberapa jam
saluran pencernaan larva (midgut) akan mengalami kerusakan akibat kerja toksin B.
sphaericus dan disusul oleh kematian larva.

Selain karena aktivitas kristal toksin, endospora yang tertelan oleh larva mampu
tumbuh menjadi sel vegetatif dan menghasilkan toksin yang berbahaya untuk larva walaupun
larva sudah mati. Sehingga dikatakan B. sphaericus memiliki efek residu (dapat bertahan di
alam) hingga 30 hari (Poopathi dan Abidha, 2010).

Aplikasi B. sphaericus di lapang dilakukan dengan pendekatan augmentasi inundatif.
B. sphaericus diaplikasikan dalam jumlah besar dan diharapkan bekerja dalam waktu cepat
(bersifat korektif). Aplikasinya dilakukan di badan air yang cenderung statis (diam/tanpa
arus) misalnya kolam, rawa, dan genangan bekas hujan. Aplikasi agen lain biasanya
menyelingi penyebaran B. sphaericus, misalnya agen pengendali permukaan (contoh:
monomolecular film dan petroleum oil) maupun regulator pertumbuhan (contoh: Metophrene
dan Dimilin) untuk membunuh nyamuk yang memiliki stadium yang lebih dewasa (larva
instar 4 dan pupa). Agen pengendali permukaan memiliki dampak menghambat akses larva
dan pupa ke permukaan air untuk bernafas. Agen regulator pertumbuhan akan menghambat
maturasi larva dan pupa menjadi nyamuk dewasa (California Department of Public Health,
2008).

2.1.2. Nyamuk Anopheles Sp

Nyamuk Anopheles Sp dewasa adalah vektor penyebab malaria. Spesies Anopheles
Sp yang terbukti sebagai vektor adalah Anopheles aconitus, Anopheles nigerrimus,
Anopheles sundaicus, Anopheles leucosphyrus, Anopheles subpictus, Anopheles annularis,
Anopheles maculates, Anopheles umbrosus, Anopheles flavirostris, Anopheles baezai,
Anopheles tessalatus, Anopheles vagus, Anopheles balabacensis dan Anopheles bancrofti,
Anopheles barbirostris, Anopheles punctulatus. Anopheles sinensis, Anopheles farauti, dan
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Anopheles kochi. Anopheles Sp Nyamuk betina dapat bertahan hidup selama sebulan (Damar
T, 2008).

Siklus perkembangan morfologi nyamuk Anopheles Sp menurut Damar,T (2008)
adalah sebagai berikut :

a. Telur

Nyamuk betina meletakkan telurnya sebanyak 50 — 200 butir sekali bertelur. Telur

tersebut tidak dapat bertahan di tempat yang kering dan dalam 2-3 hari akan menetas

menjadi larva. Telur mempunyai alat apung dan diiletakkan satu per satu di

permukaan air. Adapun bentuk telur Anopheles Sp seperti terlihat pada gambar 2.2 :

Gambar 2.2. Telur Nyamuk Anopheles Sp

b. Larva

Larva nyamuk Anopheles Sp memiliki kepala dan mulut yang digunakan untuk
mencari makan, sebuah torak dan sebuah perut, belum memiliki kaki. Larva tidak
mempunyai saluran pernafasan dan untuk posisi badan sejajar dipermukaan air. Larva
bernafas dengan lubang angin pada perut karena itu ada di permukaan. Makanan larva
alga, bakteri dan mikroorganisme lain di permukaan. Larva banyak ditemukan di air
bersih dan air payau yang memiliki kadar garam, rawa bakau, air sawah, selokan yang
ditumbuhi rumput, pinggir sungai, dan genangan air hujan. Adapun gambar larva
Anopheles Sp seperti terlihat pada gambar 2.3.

© 2002 Stephen L. Doggett

Gambar 2.3. Larva Nyamuk Anopheles Sp
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c. Kepompong/Pupa

Kepompong terdapat dalam air dan tidak memerlukan makanan tetapi memerlukan
udara. Kepompong memiliki sifon pendek, tumpul, dengan celah pada satu sisinya.
Pada kepompong belum ada perbedaan antara jantan dan betina. Kepompong menetas
dalam 1-2 hari menjadi nyamuk, dan pada umumnya nyamuk jantan lebih dulu
menetas daripada nyamuk betina. Lamanya dari telur berubah menjadi nyamuk
dewasa bervariasi tergantung spesiesnya dan dipengaruhi oleh panasnya suhu.
Nyamuk bisa berkembang dari telur ke nyamuk dewasa paling sedikit membutuhkan
waktu 10 — 14 hari. Adapun gambar kepompong nyamuk Anopheles Sp seperti
ditunjukkan pada gambar 2.4.

© 2002 Stephen L. Doggett

Gambar 2.4. Kepompong nyamuk Anopheles Sp

d. Nyamuk dewasa

Nyamuk dewasa memiliki tubuh kecil dengan tiga bagian ; kepala, torak dan
abdomen (perut). Kepala nyamuk berfungsi untuk memperoleh informasi dan untuk
makan. Pada kepala terdapat mata dan sepasang antenna. Antena nyamuk sangat
penting untuk mendeteksi bau host dari tempat perindukan dimana nyamuk betina
meletakkan telurnya. Thorak berfungsi sebagai penggerak. Tiga pasang kaki dan
sebuah kaki menyatu dengan sayap. Perut berfungsi untuk pencernaan makanan dan
mengembangkan telur. Bagian badannya mengembang agak besar saat nyamuk betina
menghisap darah. Darah tersebut lalu dicerna tiap waktu untuk membantu
memberikan sumber protein pada produksi telurnya. Nyamuk Anopheles Sp daoat
dibedakan dari nyamuk lainnya, dimana hidupnya lebih panjang dan adanya sisik
hitam dan putih pada sayapnya. Nyamuk Anopheles Sp dapat juga dibedakan dari

posisi beristirahatnya yang khas yaitu jantan dan betina lebih suka beristirahat dengan
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posisi perut berada di udara daripada sejajar dengan permukaan. Adapun gambar
nyamuk Anopheles Sp seperti ditunjukkan pada gambar 2.5.
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Gambar 2.5. Nyamuk Anopheles Sp
Tempat perindukan (breeding places) nyamuk Anopheles Sp ada 3 zona vyaitu :
1). Pantai dengan tanaman bakau, danau di pantai (laguna/lagoon), rawa dan empang
yang terdapat disepanjang pantai .
2). Pedalaman yang ada sawah, rawa, empang dan sal. Irigasi

3). Kaki gunung dengan perkebunan atau hutan dan daerah gunung

2.1.3. Media Pertumbuhan Bakteri

Media adalah suatu bahan yang terdiri atas campuran nutrisi/zat makanan yang
dipakai untuk menumbuhkan mikroba. Sebelum mikroba ditumbuhkan pertama-tama
harus dipahami kebutuhan dasarnya,kemudian mencoba memformulasikan suatu
media yang memberikan hasil terbaik.Susunan dan kadar nutrien dalam suatu media
untuk mikroba harus seimbang agar pertumbuhan mikroba dapat sebaik mungkin. Hal
ini perlu dikemukakan mengingat banyaknya senyawa-senyawa yang menjadi
penghambat atau menjadi racun bagi mikroba kalau kadarnya terlalu tinggi ( misalnya
garam-garam dari asam lemak,gula dan lain-lain).

Untuk membuat media suatu mikroba,titik tolaknya harus dimulai dari
medium dasar mineral yaitu sutau medium yang mengandung unsur-unsur yang dapat
diberikan dalam bentu senyawa anorganik. Medium dasar ini selanjutnya dapat

ditambah dengan senyawa-senyawa lain jika diperlukan,misalnya sumber
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karbon,sumber energi,sumber nitrogen,faktor pertumbuhan,dan faktor lingkungan
yang lain. Meskipun persyaratan nutrien mikroba amat beraaneka ragam,namaun
sebagai makluk hidup mereka mempunyai kebutuhan dasar yang sama,yaitu meliputi
air,karbon,energi,mineral dan faktor pertumbuhan.

Syarat-syarat suatu medium :

1. Media harus mengandung semua nutrien yang mudah digunakan oleh mikroba
2. Mempunyai tekanan osmose,tegangan permukaan dan pH yang sesuai
3. Tidak mengandung zat penghambat
4. Harus steril
Media dapat diklasifikasikan berdasarkan atas susunan kimia, konsistensi dan

fungsinya. Berdasarkan susunan kimia :
1. Media anorganik yaitu media yang tersusun dari bahan-bahan anorganik
2. Media organik yaitu media yang tersusun dari bahan-bahan organik

3. Media sintetikyaitu media yang susunan kimianya dapat diketahui dengan

pasti biasanya digunakan untuk mempelajari kebutuhan makanan mikroba

Uji kualitas media mencakup aspek yang sangat luas,baik media buatan sendiri
maupun media jadi,oleh karena itu penyiapan media harus mendapat perhatian.
Hal-hal yang perlu diperhatikan dalam penyiapan media :

Sampel media dehidrasi ditimbang dan ditambahkan kedalam air suling dan bebas
mineral,lalu dicampur untuk membuat suspensi yang homogen.kemudian panaskan
untuk melarutkan zat-zat dalam medium.Jumlah panas yang digunakan harus diatur
hanya cukup sampai membuat larutan yang sempurna,kecuali dinyatakan lain dalam
prosedur. Pemanasan yang lebih lama akan menghasilkan denaturasi
protein,karamelisasi Karbohidrat,inaktivasi zat-zat gizi dan kehilangan kadar air yang
berarti karena penguapan.

Media dilarutkan ke dalam wadah yang berukuran cukup dan disterilisasi dengan
otoklaf,setelah selesai harus segera dikeluarkan dari otoklaf untuk menghindari
pemanasan yang lama. Wadah berisi media agar harus dipindahkan ke penangas air
bersuhu 48 - 50°C sampai mencapai suhu yang diperlukan. Penyimpanan lebih lama

di penangas air harus dihindari.
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c. pH setiap batch media harus diperiksa dengan pH meter setelah media dibiarkan
dingin sampai suhu kamar. Untuk menguji media agar,dapat digunakan electrode
permukaan atau electrode biasa. Media yang menyimpang > 0,2 unit pH dari pH
optimum harus dibuang.

d. Media dapat dituang kedalam tabung atau cawan petri dalam ruangan bersih atau
dibawah wudara aliran udara laminar. Ruangan tersebut harus dijaga cukup

terang,bebas dari bahan-bahan lain yang dapat menyebabkan terjadinya kontaminan.

(Murray,2005).
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2.2. Kerangka Konsep

_______________________

Lingkungan :
i = Suhu !
! = Ph
Media sederhana dengan L____"._Jenis Media __;
formula santan 30 % v/v, l Pertumbuhan
Susu kedelai 30% v/v, > Bacillus
Tepung Ikan 30 % w/v sphaericus
Variabel Independet Variabel dependent
Keterangan :
| . Diteliti
b Tidak diteliti

XXV



BAB |11

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

3.1.1. Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah : Mengetahui kemampuan media sederhana
dengan formula santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung lkan 30 % w/v dapat
sebagai media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok

yang digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

3.1.2. Tujuan Khusus
Tujuan Khusus dari penelitian ini adalah :

d Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula santan 30 %
v/v untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

e Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula Susu kedelai
30% v/v untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp.

f Mengidentifikasi kemampuan media sederhana dengan formula Tepung Ikan
30 % wi/v untuk pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang
digunakan dalam pengendalian larva Anopheles Sp .

d Menganalisis kemampuan media sederhana dengan santan 30 % v/v, Susu
kedelai 30% v/v, Tepung lkan 30 % w/v dapat sebagai media sederhana untuk
pertumbuhan B. sphaericus isolat lokal Pulau Lombok yang digunakan dalam

pengendalian larva Anopheles Sp.

3.1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah :

a. Manfaat teoritis. : sebagai sumber informasi dan pencerahan bagi pengembangan
IImu pengetahuan terutama bidan Mikrobiologi dan Parasitologi untuk dapat
mengembangkan pembiakan bakteri Bacillus sphaericus menggunakan media — media

sederhana santan, Susu kedelai dan Tepung Ikan.
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b. Manfaat Praktis : dengan ditemukannya formula media sederhana untuk
pertumbuhan Bacillus sphaericus Lokal Pulau Lombok dapat dikembangkan dalam
skala ganda oleh Institusi terkait atau industri tanpa menggunakan media import dari
luar negeri.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Lokasi Penelitian

Lokasi penelitian untuk :

a. Penelitian pembuatan media sederhana untuk pertumbuhan Bacillus sphaericus
isolat lokal Pulau Lombok di laboratorium Mikrobiologi Jurusan Analis
Kesehatan Politeknik Kesehatan Mataram Kemenkes RI.

b. Pengujian Biolarvasidal pada larva uji Anopheles Sp dilakukan dilaboratorium

Parasitologi Jurusan Analis Kesehatan Mataram Kemenkes RI.

4.2. Waktu penelitian

Penelitian berlangsung selama 6 bulan dari bulan Juni 2016 sampai dengan November
2016.

4.3. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratorik di laboratorium.

4.4. Unit Penelitian :

1. Bakteri Bacillus sphaericus

2. Media Pertumbuhan Sederhana : santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung
ikan 30 % wiv.

3. Larva Anopheles Sp.

4.5. Besar unit penelitian
Besar unit penelitian yang dibutuhkan untuk mengetahui kemampuan media sederhana
dalam menumbuhan Bacillus sphaericus isolat lokal Pulau Lombok dalam
pengendalian larva Anopheles Sp di tentukan dengan menggunakan sampel minimal
ulangan pada penelitian di laboratorium menurut Kemas hanafiah (2010) adalah 3. Jadi
untuk uji kemampuan media sederhana dalam menumbuhkan Bacillus sphaericus isolat
lokal Pulau Lombok dalam pengendalian larva Anopheles Sp setiap formula media
dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Dengan demikian besar unit penelitian dalam
penelitian adalah 4 macam media (NYSM, Tepung ikan 30%w/v, Susu kedelai 30% v/v

dan Santan 30% v/v) x 3 replikasi = 12 Unit penelitian.
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4.6. Teknik pengambilan sampel

Teknik pengambilan sampel menggunakan teknik Non Random Purpusive Sampling
yaitu pengambilan sampel berdasarkan kriteria yang dibuat oleh peneliti sendiri.
Adapun kriteria media sederhana adalah berasal dari sumber protein alami dengan
konsentrasi yang ditetapkan oleh peneliti sendiri berdasarkan perhitungan total
konsentrasi protein yang terkandung dalam media NYSM. Sedangkan kriteria larva

yang digunakan dalam penelitian ini adalah larva nyamuk Anopheles Sp Sp Instar I11.

4.7. Variabel Penelitian
Variabel Independent : Jenis Media Sederhana

Variabel terikat : 1. Bacillus sphericus
2. Kematian larva Anopheles Sp

4.8. Definisi Operasional Variabel

a. lIsolat B. sphaericus yang digunakan dalam penelitian ini adalah B. sphaericus
isolat MNT yang diisolasi oleh Suryadi dkk (2015) yang mampu membunuh
larva nyamuk Culex, Anopheles Sp, dan Aedes instar Il yang dilakukan di
laboratorium.

b. Medium pertumbuhan sederhana B. sphaericus adalah : medium yang dibuat
formula dari santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v, Tepung Ikan 30 % w/v.

c. Kematian larva Anopheles Sp adalah jumlah larva Anopheles Sp yang mati yang
diberi isolat Bacillus sphericus yang berasal dari hasil pertumbuhan pada

masing — masing media sederhana.
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4.9. Alur Kerja Analitik

Pembuatan Media
sederhana

l

Kultur Bacillus
sphaericus

l

Koleksi Koloni

v

Uji Biolarvasidal

Pengambilan larva pada
lagoon

\4

Koleksi larva
nyamuk uji

l

Rearing nyamuk ( penetasan
telur nyamuk dan pembiakan
hingga mendapatkan larva
instar 111 (F1))

A\ 4
| Larva Anophels

A 4

Analisis data

A 4

Kesimpulan
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4.10.

Pengumpulan data
a. Bahan dan Media yang digunakan dalam penelitian.

1) Isolat B. sphaericus yang digunakan : Isolat B. sphaericus yang digunakan
dalam penelitian ini adalah B. sphaericus isolat MNT yang diisolasi oleh
Suryadi dkk (2015) yang mampu membunuh larva nyamuk Culex, Anopheles
Sp, dan Aedes instar 111 yang dilakukan di laboratorium.

2) Jenis media yang digunakan : Medium standar NYSM (Nutrient Broth 8,0
g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl, 0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L; dan CaCl, 0,1
g/L) (Myers dan Yousten, 1978), digunakan sebagai kontrol.

3) Medium yang dibuat formula dari santan 30 % v/v, Susu kedelai 30% v/v,

dan Tepung lkan 30 % w/v.

b. Prosedur kerja.

1)

2)

Prosedur Pembiakan | : Stok isolat B. spharicus yang memiliki aktivitas
larvasida diremajakan dengan menumbuhkannya pada medium NYSM padat pada
suhu 30 °C selama 24 jam. Dari koloni tunggal yang tumbuh, biakan starter dibuat
dengan melakukan subkultur dengan memasukkan 1 ose biakan dari medium padat ke
dalam 100 mL medium NYSM cair, kemudian diinkubasi pada 30 °C pada shaking
waterbath dengan penggojokan 180 rpm selama 6-8 jam. Subkultur dilakukan
kembali dengan mencuplik starter 2,5 % v/v (12,5 mL) ke dalam 500 mL medium
pertumbuhan alami cair baru. Inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C pada shaking
waterbath dengan penggojokan pada 180 rpm selama 72 jam. Konsentrasi sel dan
endospora dihitung pada saat persiapan starter, dan pada akhir waktu inkubasi (segera
sebelum pengujian).

Prosedur pembiakan Il untuk uji Kemampuan Media Sederhana.

Jenis media yang digunakana adalah:

a. Medium NYSM padat (Nutrient Agar 28,0 g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl,
0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L; dan CaCl, 0,1 g/L) (Myers dan Yousten, 1978),
digunakan sebagai kontrol. Untuk yang bentuk cair Medium NYSM broth
(Nutrient broth 8,0 g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl, 0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L;
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dan CaCl, 0,1 g/L) (Myers dan Yousten, 1978). Sebagai Gold standart
pertumbuhan media.

. Medium sederhana alami santan 30 % v/v broth. Medium ini dibuat dengan
mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril hingga
mencapai perbandingan 30 % v/v. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah
dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan medium siap digunakan.
Medium sederhana alami santan 30 % v/v broth. Medium ini dibuat dengan
mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril hingga
mencapai perbandingan 30 % v/v. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah
dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan medium siap digunakan.
Untuk Medium sederhana alami santan 30 % v/v Agar (Padat). Medium ini
dibuat dengan mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril
hingga mencapai perbandingan 30 % v/v ditambahkan agar — agar 28 gram/L.
Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan Streptomycin
100 ug/ml dan di tuang dalam plate yang steril, dibiarkan membeku dan
medium siap digunakan.

Medium Susu kedelai 30% w/v broth. Susu kedelai disiapkan dengan merebus
300 gram Susu kedelai. Setelah matang, Susu kedelai dihaluskan dengan
blender dan ditambah dengan aquadest hingga 1 L. Medium ini kemudian
disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml, medium
siap digunakan. Untuk Medium sederhana alami Susu kedelai 30 % w/v Agar
(Padat). Medium ini dibuat dengan mencampurkan susu Susu kedelai 30 %
w/v ditambahkan agar — agar 28 gram/L. Medium ini kemudian disterilisasi.
Setelah dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan di tuang dalam plate
yang steril, dibiarkan membeku dan medium siap digunakan.

. Medium Tepung Ikan 30 % w/v broth. Ikan laut sebanyak 300 gram di blender
dengan air 1L, disaring. Airnya sebagai medium ini kemudian disterilisasi.
Setelah dingin Streptomycin 100 ug/ml, medium siap digunakan. Untuk
Medium sederhana alami Tepung lkan 30 % w/v Agar (Padat). Medium ini
dibuat dengan mencampurkan Tepung Ikan 30 % w/v ditambahkan agar — agar
28 gram/L. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan
Streptomycin 100 ug/ml dan di tuang dalam plate yang steril, dibiarkan

membeku dan medium siap digunakan.
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3)

4)

5)

Pengambilan larva dan identifikasi larva nyamuk Anopheles Sp : pengambilan
larva dilakukan pada lagoon — lagoon di daerah Meninting Kecamatan Batu layar
Lombok Barat.

Kolonisasi larva nyamuk Anopheles Sp : untuk mendapatkan larva nyamuk instar
11 (F1) yang akan diuji Bioaasay (uji Hayati), maka larva nyamuk yang telah
dikoleksi dipelihara hingga menjadi pupa (kepompong) dengan memberi makan pellet
ikan dalam mampan larva yang berisi air dengan ukuran 20 cm x 12,5 cm x 5 cm
dengan kedalaman air lebih kurang 2 cm. kemudian pupa dimasukkan ke dalam
sangkar nyamuk sampai menjadi nyamuk dewasa dan diberi larutan air sukrosa 10%.
Untuk memperoleh telur dari nyamuk dewasa betina dilakukan dengan pemberian
pakan darah tikus putih. Nyamuk betina yang kenyang darah akan bertelur dan telur
akan dikumpulkan dengan menggunakan ovitrap yang diletakkan dalam sangkar
nyamuk hingga didapatkan koloni larva instar 11 yang mencukupi untuk bioassay (uji
hayati).

Prosedur Bioassay (Uji Hayati) : Tujuan pengujian untuk mendapatkan nilai LC
(Lethal Concentration) .

a) Biakan B. sphaericus yang digunakan adalah biakan dalam medium cair
dengan waktu inkubasi selama 72 jam. masing-masing berisi 200 ml
aquadest steril yang ditambah dengan 20 ekor larva Anopheles Sp instar 11
dan biakan B. sphaericus yang diencerkan secara serial.

b) Pengujian dilakukan pada suhu ruang dengan waktu pemaparan (exposing
time) 24, 48 dan 72 jam.

c) Kontrol medium menggunakan wadah berisi 200 ml campuran aquadest
steril yang mengandung 10 % v/v medium pertumbuhan (tanpa bakteri B.
sphaericus) dan 20 larva Anopheles Sp instar I1I.

d) Kontrol air menggunakan wadah berisi 200 mL aquadest steril dan 20 ekor
larva Anopheles Sp instar I1I.

e) Jumlah larva yang mati pada tiap wadah kemudian dicatat.

f) Bila terjadi kematian larva pada wadah pertama (kontrol medium) dan kedua
(kontrol air), maka pengujian harus diulangi.

g) Pengujian harus diulang, jika 10% dari larva uji dan larva kontrol telah
berubah menjadi pupa, karena kondisi ini menggambarkan bahwa larva

berada pada kondisi tidak makan.
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h) Pengujian harus diulang, jika ada kematian pada kelompok kontrol lebih dari
20 %. Mortalitas larva uji harus dikoreksi dengan formula Abott jika ada
kematian pada kelompok kontrol sebesar 5 — 20%.

Formula Abott :

Mortalitas kelompok perlakuan — Mortalitas kelompok control
X 100%

100 — mortalitas kelompok kontrol

(Umniyati, 2008)

4.11. Analisa Data

Data dari hasil pengamatan pertumbuhan koloni pada masing — masing media
sederhana dianalisis secara deskriptif.

Data kemampuan biolarvasidal dari B. sphaericus yang ditumbuhkan dari masing —
masing media sederhana berupa jumlah larva mati, konsentrasi sel/endospora dan
jumlah ulangan dalam tiap wadah kemudian ditabulasikan dan dianalisis menggunakan
Probit Analysis dengan bantuan perangkat lunak MINITAB 16 untuk mendapatkan
nilai LCso dan LCq dari tiap isolat bakteri B. sphaericus yang didapat (Dulmage dkk,
1991 dan Minitab 17 Support, 2015).

4.12. Pertimbangan Ijin Penelitian dan Pertimbangan Etika Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Insthalasi Litbang Rumah
Sakit Umum Provinsi NTB. Pertimbangan Etik Penelitian diusulkan pada Komisi Etik

Fakultas Kedokteran Universitas Mataram.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. HASIL PENELITIAN.
5.1.1. Hasil sub kultur B.sphericus isolat lokal Lombok.

Stok isolat B. spharicus lokal Lombok yang memiliki aktivitas larvasida
diremajakan dengan menumbuhkannya pada medium NYSM padat (Nutrient Agar
28,0 g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl, 0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L; dan CaCl, 0,1 g/L)
(Myers dan Yousten, 1978), Dengan menggunakan medium pertumbuhan tersebut
biakan bakteri B. sphaericus akan mencapai fase stasioner pada 12-24 jam dan
sporulasi akan tercapai setelah 24 jam (konsentrasi biakan mebihi 10° sel/mL).
Inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C selama 3 x 24 jam.

Koloni tunggal atau murni yang tumbuh dibuat biakan starter dengan
melakukan subkultur dengan memasukkan 1 ose biakan dari medium padat ke dalam
100 mL medium NYSM cair, kemudian diinkubasi pada 30 °C pada shaking
waterbath dengan penggojokan 180 rpm selama 6-8 jam. Subkultur dilakukan
kembali dengan mencuplik starter 2,5 % v/v (12,5 mL) ke dalam 500 mL medium
pertumbuhan alami cair baru. Inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C pada shaking
waterbath dengan penggojokan pada 180 rpm selama 72 jam. Konsentrasi sel dan
endospora dihitung pada saat persiapan starter, dan pada akhir waktu inkubasi
(segera sebelum pengujian). Adapun gambar media, hasil pertumbuhan koloni pada
media padat, biakan starter dan hasil pemeriksaan mikroskopis dari Media NYSM
ditunjukkan pada gambar 5.1,5.2,5.3,5.4,5.5 dan 5.6.

Gambar 5.1 : Media NYSM padat yang ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml
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Gambar 5.2 : Koloni B. spharicus lokal Lombok pada Media NYSM padat yang
ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml inkubasi 30 °C selama 3 x 24 jam

Gambar 5.3 :  Hasil perwarnaan Gram B. spharicus lokal Lombok dari Media NYSM
padat yang ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml inkubasi 30 °C selama
1 x 24 jam

Gambar 5.4 : Hasil perwarnaan Gram B. spharicus lokal Lombok dari Media NYSM
padat yang ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml inkubasi 30 °C selama
2 X 24 jam
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Gambar 5.5 :  Hasil perwarnaan Gram B. spharicus lokal Lombok dari Media NYSM
padat yang ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml inkubasi 30 °C selama
3 X 24 jam

Gambar 5.6 :  Panen B. Spharicus dari koloni yang di sub kultur pada Media padat
NYSM padat yang ditambah dengan Streptomycin 100 ug/ml inkubasi 30
°C selama 3 x 24 jam

5.1.2. Hasil pembiakan Il untuk uji Kemampuan Pertumbuhan B. Spharicus pada
Media Sederhana.
Jenis media yang digunakana adalah:
e. Medium NYSM padat (Nutrient Agar 28,0 g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl,
0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L; dan CaCl; 0,1 g/L) (Myers dan Yousten, 1978),
digunakan sebagai kontrol. Untuk yang bentuk cair Medium NYSM broth
(Nutrient broth 8,0 g/L; Yeast extract 0,5 g/L; MgCl, 0,2 g/L; MnCl, 0,01 g/L;
dan CaCl, 0,1 g/L) (Myers dan Yousten, 1978). Sebagai Gold standart

pertumbuhan media atau media dasar.
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b. Medium sederhana alami santan 30 % v/v broth. Medium ini dibuat dengan
mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril hingga
mencapai perbandingan 30 % v/v. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah
dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan medium siap digunakan.
Medium sederhana alami santan 30 % v/v broth. Medium ini dibuat dengan
mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril hingga
mencapai perbandingan 30 % v/v. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah
dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan medium siap digunakan.
Untuk Medium sederhana alami santan 30 % v/v Agar (Padat). Medium ini
dibuat dengan mencampurkan santan pekat siap pakai dengan aquadest steril
hingga mencapai perbandingan 30 % v/v ditambahkan agar — agar 28 gram/L.
Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan Streptomycin
100 ug/ml dan di tuang dalam plate yang steril, dibiarkan membeku dan
medium siap digunakan.
c. Medium Susu kedelai 30% wi/v broth. Susu kedelai disiapkan dengan
merebus 300 gram Susu kedelai. Setelah matang, Susu kedelai dihaluskan
dengan blender dan ditambah dengan aquadest hingga 1 L. Medium ini
kemudian disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml,
medium siap digunakan. Untuk Medium sederhana alami Susu kedelai 30 %
w/v Agar (Padat). Medium ini dibuat dengan mencampurkan susu Susu
kedelai 30 % w/v ditambahkan agar — agar 28 gram/L. Medium ini kemudian
disterilisasi. Setelah dingin ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan di tuang
dalam plate yang steril, dibiarkan membeku dan medium siap digunakan.
d. Medium Tepung Ikan 30 % wi/v broth. Ikan laut sebanyak 300 gram di
blender dengan air 1L, disaring. Airnya sebagai medium ini kemudian
disterilisasi. Setelah dingin Streptomycin 100 ug/ml, medium siap digunakan.
Untuk Medium sederhana alami Tepung Ikan 30 % w/v Agar (Padat). Medium
ini dibuat dengan mencampurkan Tepung lkan 30 % w/v ditambahkan agar —
agar 28 gram/L. Medium ini kemudian disterilisasi. Setelah dingin
ditambahkan Streptomycin 100 ug/ml dan di tuang dalam plate yang steril,
dibiarkan membeku dan medium siap digunakan.

Penambahan Streptomycin 100 ug/ml untuk mencegah pertumbuhan bakteri kontaminan yang

akan menganggu pertumbuhan B. sphaericus.
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Adapun gambar dari media sederhana yang dibuat dalam penelitian ini, hasil kultur dan hasil
pewarnaan dari B. sphaericus seperti ditunjukkan pada gambar 5.7 sampai dengan 5.16.

Susu Kedelai Tepung ikan Santan

Gambar 5.7 : Stok Medium Susu Kedelai, Tepung Ikan dan Santan

Gambar 5.9 : Medium Santan, Tepung Ikan dan susu kedelai yang

dinkubasi 3 x 24 jam
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Gambar 5.10 : Hasil panen koloni | pada Medium Santan, Tepung Ikan dan susu
kedelai yang dinkubasi 3 x 24 jam

Gambar 5.11. Pewarnaan Gram B. sphaericus dari media santan 30% v/v
inkubasi 30 °C selama 3 x 24 jam

Gambar 5.12. Pewarnaan Gram B. sphaericus dari media susu kedelai 30% wi/v inkubasi
30 °C selama 3 x 24 jam
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Gambar 5.13. Pewarnaan Gram B. sphaericus dari media Tepung Ikan 30% w/v inkubasi
30 °C selama 3 x 24 jam

Gambar 5.14. Pewarnaan Gram B. sphaericus dari media susu kedelai w/v inkubasi
30 °C selama 3 x 24 jam dengan pewarnaan CBB + Asam Asetat untuk
mengetahui endospora yang mengandung toksin

:
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Gambar 5.15. Dari Pengenceran suspensi B. sphaericus untuk Hitung Koloni Metode
Cawan tuang
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Gambar 5.16. Plate Perhitungan Cawan Tuang Dari Pengenceran suspensi B. sphaericus
untuk Hitung Koloni Metode Cawan uang

5.1.3. Hasil perhitungan jumlah bakteri B. sphaericus untuk Hitung Koloni Metode
cawan tuang dari masing — masing media Sederhana

Hasil perhitungan jumlah bakteri B. sphaericus untuk Hitung Koloni Metode cawan

tuang dari masing — masing media perlakuan seperti ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai

berikut :

Tabel 5.1. Perhitungan jumlah bakteri B. sphaericus untuk Hitung Koloni

Metode cawan tuang

No Jenis Media Jumlah Bakteri x 10° sel/ml | Total Rerata x
P1 P2 P3 10° sel/ml

1. NYSM 363 352 346 1.061 353

2. Tepung Ikan 30% w/v | 298 285 292 875 291

3. Susu Kedelai 30% v/iv | 86 89 92 267 89

4, Santan 30 % v/v 304 296 289 889 296
Keterangan :
P1 : Pengenceran 1
P2 : Pengenceran 2

P3 : Pengenceran 3

Dari data tabel 5.1 tersebut menunjukkan bahwa B. sphaericus tumbuh paling subur
pada media alami sederhana Santan dengan konsentrasi 30 % v/v yaitu jumlah sel
bakteri B. sphaericus 296 x 10® sel/ml, kemudian disusul oleh media tepung ikan
dengan konsentrasi 30% w/v 291 x 10® sel/ml dan Susu kedelai 30% v/v 89 x 10°
sel/ml. Pertumbuhan sel bakteri pada media standart NYSM adalah 353 x 10% sel/ml.
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5.1.4. Hasil perhitungan jumlah sel bakteri B. sphaericus dari masing — masing media
Sederhana

Hasil perhitungan jumlah sel bakteri per ml suspensi bakteri dalam setiap media yang

dinkubasi 3 x 24 jam menggunakan metode slide dengan menggunakan rumus :

1000 ul lcm

X N X = sel/ml
10 ul Luas 10 Lapangan pandang (LP)
(Soemarno,2010)

Bentuk sel bakteri yang dihitung adalah jumlah sel vegetatif bakteri, sel vegetatif bakteri
dengan endospora oval terminal dan endospora. Adapun hasil perhitungannya seperti

ditunjukkan pada tabel 5.2. sebagai berikut :

Tabel 5.2. Perhitungan jumlah sel bakteri B. sphaericus dari masing — masing

media sederhana

No | Jenis Media Rerata Jumlah Bakteri sel bakteri/ml Total %
Sel Sel vegetatif | Endospora Endospora
vegetatif | dengan
endospora oval

terminal
1. NYSM 204 477 1287 1968 65,39%
2. Tepung Ikan 30% w/v 314 504 1027 1845 55,66%
3. Susu Kedelai 30% w/v | 344 577 855 1776 48,1%
4. Santan 30 % v/v 232 568 1089 1889 57,6%

Tabel 5.2 menunjukkan bahwa persentase endospora sel bakteri B. sphaericus pada media
standart NYSM adalah 65,39%, sedangkan untuk media sederhana persentase endospora
paling banyak terbentuk pada media santan 30% v/v (57,6%) disusul media Tepung ikan
30% wlv (55,66%) dan Susu Kedelai 30% v/v (48,1%).

5.1.5. Hasil Pengambilan larva, identifikasi dan kolonisasi larva nyamuk Anopheles Sp :

Pengambilan larva dilakukan pada lagoon — lagoon di daerah Sambelia Lombok Timur.
Untuk mendapatkan larva nyamuk instar 11 (F1) yang akan diuji Bioaasay (uji Hayati), maka
larva nyamuk yang telah dikoleksi dipelihara hingga menjadi pupa (kepompong) dengan
memberi makan pellet ikan dalam mampan larva yang berisi air dengan ukuran 20 cm x 12,5

cm x 5 cm dengan kedalam air lebih kurang 2 cm.
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Pupa kemudian dimasukkan ke dalam sangkar nyamuk sampai menjadi nyamuk
dewasa dan diberi larutan air sukrosa 10%. Untuk memperoleh telur dari nyamuk dewasa
betina dilakukan dengan pemberian pakan darah tikus putih. Nyamuk betina yang kenyang
darah akan bertelur dan telur akan dikumpulkan dengan menggunakan ovitrap yang
diletakkan dalam sangkar nyamuk hingga didapatkan koloni larva instar 111 yang mencukupi

untuk bioassay (uji hayati).

5.1.6. Hasil Bioassay (Uji Hayati).

Tujuan pengujian untuk mendapatkan nilai LC (Lethal Concentration). Biakan B.
sphaericus yang digunakan adalah biakan dalam medium cair dengan waktu inkubasi selama
72 jam. masing-masing berisi 200 ml aquadest steril yang ditambah dengan 20 ekor larva
Anopheles Sp instar I11 dan biakan B. sphaericus yang diencerkan secara serial.

Pengujian dilakukan pada suhu ruang dengan waktu pemaparan (exposing time) 24,
48 dan 72 jam. Kontrol medium menggunakan wadah berisi 200 ml campuran aquadest steril
yang mengandung 10 % v/v medium pertumbuhan (tanpa bakteri B. sphaericus) dan 20 larva
Anopheles Sp instar 111.

Kontrol air menggunakan wadah berisi 200 mL aquadest steril dan 20 ekor larva
Anopheles Sp instar IlIl. Jumlah larva yang mati pada tiap wadah kemudian dicatat. Bila
terjadi kematian larva pada wadah pertama (kontrol medium) dan kedua (kontrol air), maka
pengujian harus diulangi. Pengujian harus diulang, jika 10% dari larva uji dan larva kontrol
telah berubah menjadi pupa, karena kondisi ini menggambarkan bahwa larva berada pada
kondisi tidak makan. Pengujian harus diulang, jika ada kematian pada kelompok kontrol lebih
dari 20 %. Mortalitas larva uji harus dikoreksi dengan formula Abott jika ada kematian pada
kelompok kontrol sebesar 5 — 20%.

Formula Abott :

Mortalitas kelompok perlakuan — Mortalitas kelompok control
X 100%

100 — mortalitas kelompok kontrol

(Umniyati, 2008)

Adapun Rerata hasil Pengujian Bioassay (Uji larvasidal) dari masing — masing media
ditunjukkan pada tabel 5.3 s.d 5.6 dan grafik 5.1 s.d 5. 3.
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Tabel 5.3. Rerata kematian Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media NYSM pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Cawan No / Dilusi Rerata kematian Larva dalam waktu
24 jam 48 jam 72 jam
1/10* 16 20 20
2/ 10°* 11 20 20
3/10° 10 20 20
4/ 10 8 20 20
5/ 107 6 17 19
6/ 10° 4 15 17
7/ 107 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0
9/ Kontrol Medium 0 0 0
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Grafik 5.1. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari
media NYSM pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam
Tabel 5.3 dan grafik 5.1 menunjukkan bahwa pada media standart NYSM, B. sphaericus
sudah mampu membunuh larva 16 larva pada waktu pengamatan 24 jam, dan waktu
pengamatan 48 jam dan 72 jam dari pengenceran 10, 102 103, dan 10 menunjukkan larva
yang mati 20 larva (100%).
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Tabel 5.4. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Tepung ikan 30% w/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Cawan No / Dilusi Rerata kematian Larva dalam waktu
24 jam 48 jam 72 jam

1/10* 16 20 20
2/ 10°* 13 20 20
3/10° 11 20 20
4/ 10 8 18 20
5/ 107 7 16 18
6/ 10° 3 7 12
7/ 107 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0
9/ Kontrol Medium 0 0 0
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Grafik 5.2.

Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Tepung ikan 30% w/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Tabel 5.4 dan grafik 5.2 menunjukkan bahwa pada media Tepung ikan 30% w/v, B.

sphaericus sudah mampu membunuh larva 16 larva pada waktu pengamatan 24 jam, dan

waktu pengamatan 48 jam dan 72 jam larva yang mati 20 larva (100%) dari pengenceran 10

1102 dan 103

xlIvi




Tabel 5.5. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Susu kedelai 30% v/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Cawan No / Dilusi Rerata kematian Larva dalam waktu
24 jam 48 jam 72 jam

1/ 107 0 19 20
2/ 10°* 0 17 20
3/10° 0 16 19
4/ 10 0 15 17
5/ 107 0 0 12
6/ 10° 0 0 10
7/ 107 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0
9/ Kontrol Medium 0 0 0
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Grafik 5. 3. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Susu kedelai 30% v/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Tabel 5.5 dan grafik 5.3 menunjukkan bahwa pada media Susu kedelai 30% v/v, B.

sphaericus baru menunjukkan toksisitasnya terhadap larva Anopheles Sp setelah 48 jam

pengamatan yaitu 19 larva dan pada pengamatan 72 jam sudah mampu membunuh larva 20

larva (100%) dari pengenceran 10, dan 102
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Tabel 5.6. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Santan 30% v/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Cawan No / Dilusi Rerata kematian Larva dalam waktu
24 jam 48 jam 72 jam
1/ 10™ 15 20 20
2/ 107 11 20 20
3/10° 9 20 20
4/ 10™ 7 17 19
5/10° 5 17 17
6/10° 0 4 8
7/10 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0
9/ Kontrol Medium 0 0 0
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Grafik 5.4. Rerata hasil uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari

media Santan 30% v/v pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Tabel 5.6 dan grafik 5.4 menunjukkan bahwa pada media Santan 30% v/v, B. sphaericus
sudah menunjukkan toksisitasnya terhadap larva Anopheles Sp sejak 24 jam pengamatan
yaitu jumlah larva yang mati 15 larva dan pada pengamatan 42 jam dan 72 jam sudah mampu

membunuh larva 20 larva (100%) dari pengenceran 10, 107 dan 107,
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5.1.7. Hasil perhitungan Letal Concentration (LC 5o dan LCgp)
Data hasil yang telah ditabulasi dianalisis menggunakan Probit Analysis dengan
bantuan perangkat lunak MINITAB 16 untuk mendapatkan nilai LCsy dan LCqy dari
tiap isolat bakteri B. sphaericus pada masing — masing media sederhana uji dan media
NYSM (media Gold standart) yang didapat. Adapun hasil uji seperti di tunjukkan pada
tabel 5.7 s.d 5.10 sebagai berikut:

Tabel 5.7. Hasil perhitungan Letal Concentration (LC 5o dan LCqy) Bioassay

Biolarvasidal Bacillus sphericus dari media NYSM.

Konsentrasi 3.53E+08 Sel/ml
Endospora 65.39 %

LC50-24 jam 1.20E+07 Sel/ml
LC50-48 jam 9.97E+02 Sel/ml
LC50-72 jam 5.65E+02 Sel/ml
LC90-24 jam 4.49E+07 Sel/ml
LC90-48 jam 3.78E+03 Sel/ml
LC90-72 jam 2.51E+03 Sel/ml

Tabel 5.7 menunjukkan bahwa LCs-24 jam (1.20E+07), artinya dalam waktu 24 jam untuk
membunuh 50% larva diperlukan 1.20 x 107 sel/ml bakteri B. sphaericus. LCso-48 jam
(9.97E+02) dalam waktu 48 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 9,97 x 10? sel/ml
bakteri B. sphaericus dan LCsp-72 jam (5.65E+02) dalam waktu 72 jam untuk membunuh
50% larva diperlukan 5,65 x 10° sel/ml bakteri B. sphaericus, sedangkan LCg-24 jam
(4.49E+07) dalam waktu 24 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 4.49 x 10 sel/ml
bakteri B. sphaericus, LCg-48 jam (3.78E+03) dalam waktu 48 jam untuk membunuh 90%
larva diperlukan 3.78 x 103 sel/ml bakteri B. sphaericus dan LCgy-72 jam (2.51E+03) dalam
waktu 72 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 2.51 x 103 sel/ml bakteri B.
sphaericus. Pada media NYSM semakin rendah sesuai dengan lama pengamatan. Semakin
rendah LCso dan LCqy yang dimiliki oleh suatu bakteri pada waktu pengamatan 48 jam dan

72 jam, maka semakin tinggi toksisitas bakteri tersebut.
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Tabel 5.8. Hasil perhitungan Letal Concentration (LC 5o dan LCqy) Bioassay

Biolarvasidal Bacillus sphericus dari media Tepung ikan 30% w/v.

Konsentrasi 2.91E+08 Sel/ml
Endospora 55,66 %

LC50-24 jam 9.08E+06 Sel/ml
LC50-48 jam 6.28E+03 Sel/ml
LC50-72 jam 9.56E+02 Sel/ml
LC90-24 jam 3.64E+07 Sel/ml
LC90-48 jam 2.61E+04 Sel/ml
LC90-72 jam 2.73E+03 Sel/ml

Pada tabel 5.8 menunjukkan uji Letal Concentration (LC) B. sphaericus yang di
inokulasikan pada medium sederhana Tepung ikan 30% w/v adalah LCsp-24 jam
(9.08E+06) artinya dalam waktu 24 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 9.08 x
10° sel/ml bakteri B. sphaericus, LCso-48 jam (6.28E+03) dalam waktu 48 jam untuk
membunuh 50% larva diperlukan 6.28 x 10° sel/ml bakteri B. sphaericus, LCs-72 jam
(9.56E+02) dalam waktu 72 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 9.5 x 107
sel/ml bakteri B. sphaericus. Pada perhitungan LCg-24 jam (3.64E+07) dalam waktu
24 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 3.64 x 10’ sel/ml bakteri B. sphaericus
LCyo-48 jam (2.61E+04) dalam waktu 48 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan
2.61 x 10 sel/ml bakteri B. sphaericus dan LCgo-72 jam (2.73E+03) dalam waktu 72

jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 2.73 x 10% sel/ml bakteri B. sphaericus




Tabel 5.9. Hasil perhitungan Letal Concentration (LC 5o dan LCqy) Bioassay

Biolarvasidal Bacillus sphericus dari media Susu Kedelai 30%o v/v.

Konsentrasi 8.90E+08 Sel/ml
Endospora 48.00 %

LC50-24 jam - Sel/ml
LC50-48 jam 1.02E+06 Sel/ml
LC50-72 jam 3.51E+03 Sel/ml
LC90-24 jam - Sel/ml
LC90-48 jam 5.25E+06 Sel/ml
LC90-72 jam 6.71E+04 Sel/ml

Pada tabel 5.9 menunjukkan uji Letal Concentration (LC) B. sphaericus yang di
inokulasikan pada medium sederhana Susu kedelai 30% v/v adalah LCsp-24 jam (-) dan
LCgo-24 jam (-) artinya dalam waktu 24 B. sphaericus tidak mampu membunuh larva
Anopheles Sp.. Letal Concentration (LC) oleh endospora B. sphaericus yang
diinokulasikan pada medium sederhana Tepung ikan 30% v/v nampak setelah 48 jam
pengamatan. LCsp-48 jam (1.02E+06) dalam waktu 48 jam untuk membunuh 50% larva
diperlukan 1.028 x 10° sel/ml bakteri B. sphaericus, LCso-72 jam (3.51E+03) dalam
waktu 72 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 3.51 x 10° sel/ml bakteri B.
sphaericus. Pada perhitungan LCg-48 jam (5.25+06) dalam waktu 48 jam untuk
membunuh 90% larva diperlukan 5.25 x 10° sel/ml bakteri B. sphaericus dan LCgo-72
jam (6.71+04) dalam waktu 72 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 6.71 x 10*

sel/ml bakteri B. sphaericus




Tabel 5.10. Hasil perhitungan Letal Concentration (LC s, dan LCgqy) Bioassay

5.2.

Biolarvasidal Bacillus sphericus dari media Santan 30% v/v.

Konsentrasi 2.96E+08 Sel/ml
Endospora 57.6 %

LC50-24 jam 1.25E+07 Sel/ml
LC50-48 jam 8.22E+03 Sel/ml
LC50-72 jam 4.43E+03 Sel/ml
LC90-24 jam 4.22E+07 Sel/ml
LC90-48 jam 2.92E+04 Sel/ml
LC90-72 jam 2.26E+04 Sel/ml

Pada tabel 5.10 menunjukkan uji Letal Concentration (LC) B. sphaericus yang di
inokulasikan pada medium sederhana Santan 30% v/v adalah LCsp-24 jam (1.25E+07)
artinya dalam waktu 24 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 1.25 x 10’ sel/ml
bakteri B. sphaericus, LCs-48 jam (8.22E+03) dalam waktu 48 jam untuk membunuh
50% larva diperlukan 8.22 x 10° sel/ml bakteri B. sphaericus, LCs-72 jam (4.43E+03)
dalam waktu 72 jam untuk membunuh 50% larva diperlukan 4.43 x 10° sel/ml bakteri
B. sphaericus. Pada perhitungan LCgp-24 jam (4.22E+07) dalam waktu 24 jam untuk
membunuh 90% larva diperlukan 4.22 x 10’ sel/ml bakteri B. sphaericus, LCg-48 jam
(2.92E+04) dalam waktu 48 jam untuk membunuh 90% larva diperlukan 2.92 x 10*
sel/ml bakteri B. sphaericus dan LCgy-72 jam (2.26E+04) dalam waktu 72 jam untuk

membunuh 90% larva diperlukan 2.26 x 10*sel/ml bakteri B. sphaericus.

PEMBAHASAN
B. sphaericus adalah bakteri yang bersifat Gram positif, berbentuk batang, dan mampu

membentuk endospora terminal (di ujung sel) dengan sporangium yang membesar (swollen

sporangium) yang dapat diisolasi dari tanah (Baumann dkk, 1991).

Penelitian ini membuat media — media sederhana untuk pertumbuhan B. sphaericus

sehingga nantinya dapat menggantikan media import yang harganya mahal. Hasil penelitian

menunjukkan bahwa media sederhana Santan 30% v/v, Tepung ikan 30% w/v dan Susu

kedelai 30% v/v dapat digunakan untuk menumbuhkan B. sphaericus lokal Lombok yang




dibuktikan dengan pertumbuhan koloni yang baik. B. sphaericus tumbuh paling subur pada
media alami sederhana Santan dengan konsentrasi 30 % v/v yaitu jumlah sel bakteri B.
sphaericus 296 x 10® sel/ml, kemudian disusul oleh media tepung ikan dengan konsentrasi
30% wiv 291 x 10% sel/ml dan Susu kedelai 30% v/v 89 x 10° sel/ml. Pertumbuhan sel
bakteri pada media standart NYSM adalah 353 x 10° sel/ml. Persentase endospora sel bakteri
B. sphaericus pada media standart NYSM adalah 65,39%, sedangkan untuk media sederhana
persentase endospora paling banyak terbentu pada media santan 30% v/v (57,6%) disusul
media Tepung ikan 30% w/v (55,66%) dan Susu Kedelai 30% v/v (48,1%).

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa B. sphaericus lokal Lombok dapat tumbuh
dengan baik pada media — media sederhana yang banyak mengandung protein dan asam
lemak, tanpa adanya karbohidrat atau jumlah karbohidrat yang sangat sedikit. Pertumbuhan
yang baik ini disebabkan pada media — media sederhana tersebut mengandung kaya dengan
asam amino dan asam lemak.

Santan Kelapa Peras Tanpa Air adalah bahan makanan yang biasa dikonsumsi oleh
masyarakat Indonesia. Santan Kelapa Peras Tanpa Air mengandung energi sebesar 324
kilokalori, protein 4,2 gram, karbohidrat 5,6 gram, lemak 34,3 gram, kalsium 14 miligram,
fosfor 45 miligram, dan zat besi 2 miligram. Selain itu di dalam Santan Kelapa Peras Tanpa
Air juga terkandung vitamin A sebanyak 0 1U, vitamin B1 0,02 miligram dan vitamin C 2
miligram (Anonim, 2016).

Tepung lkan adalah bahan makanan yang biasa dikonsumsi oleh masyarakat
Indonesia. Tepung lkan mengandung energi sebesar 316 kilokalori, protein 60,1 gram,
karbohidrat 22,4 gram, lemak 6,5 gram, kalsium 3196 miligram, fosfor 1976 miligram, dan
zat besi 16,6 miligram. Selain itu di dalam Tepung Ikan juga terkandung vitamin A sebanyak
1083 IU, vitamin B1 0 miligram dan vitamin C O miligram. Hasil tersebut didapat dari
melakukan penelitian terhadap 100 gram Tepung lkan, dengan jumlah yang dapat dimakan
sebanyak 100 % (Anonim, 2016).

Susu kedelai mengandung 38% Protein Soya 18% Asid Lemak Poli Tak Jenuh
15% Karbohidrat 15% Fiber Fitonutrien seperti Lesitin, Isoflavon dan Saponin
Mineral, seperti Kalsium, Magnesium, Besi, fosforus, Potasium, Selenium dan Zink.
Nilai protein pada susu kedelai menempati urutan teratas dalam Protein Digestibility
Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) dengan nilai 1.0 (Anonim, 2016). Ini berarti protein
kedelai mengandung protein terlengkap dan dapat digunakan.



Pertumbuhan yang baik dari B. sphericus pada media — media sederhana yang tidak
mengandung atau sangat sedikit mengandung karbohidrat ini, sesuai dengan teori yang
menyatakan bahwa kebanyakan strain B. sphaericus tumbuh menggunakan asetat sebagai
sumber karbon yang terdapat di tanah dan sisa tanaman yang terdekomposisi. B. sphaericus
memerlukan thiamin atau biotin (atau keduanya) dan beberapa strain memerlukan glutamat.
Bakteri ini tidak dapat tumbuh pada medium yang hanya mengandung glukosa sebagai satu-
satunya sumber karbon. Ketidakmampuannya dalam munggunakan glukosa dapat dijadikan
sebagai salah satu karakter biokimia untuk mendeteksi B. sphaericus. Hal ini disebabkan oleh
tidak adanya sistem enzim yang memungkinkan transpor glukosa maupun sukrosa ke dalam
sel (Baumann dkk, 1991).

B. sphaericus tidak membutuhkan karbohidrat pada pertumbuhannya, karena tidak
memiliki enzim yang diperlukan untuk memasukkan karbohidrat dan mengubahnya menjadi
sumber energi (Hu dkk, 2008). Namun, berbagai material kaya protein dan lemak dilaporkan
dapat mendukung pertumbuhannya, bahkan dari sumber yang sederhana sekalipun. Yadav
dkk pada 2011 melaporkan beberapa bahan sederhana yang bisa digunakan untuk
menumbuhkan B. sphaericus entopathogenik dalam bentuk medium cair dengan tetap
mempertahankan sifat toksisitasnya. Pada bakteri ini tidak dijumpai aktivitas enzim
glukokinase, heksokinase, fosfoglukoisomerase, fosfofruktokinase dan glukosa-6-fosfat
dehidrogenase. Enzim ekstra selular seperti amilase, gelatinase, kitinase dan lecithinase tidak
dimiliki oleh B. sphaericus. B. sphaericus tidak mampu melakukan aktivitas denitrifikasi
maupun mereduksi nitrat menjadi nitrit (Hu dkk, 2008). B. sphaericus mampu tumbuh pada
medium yang mengandung sitrat dan 5 % NaCl, serta menunjukkan aktivitas oksidase dan
katalase (Vanlahlruaia dkk, 2011).

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa pembiakan B. sphaericus dari 3 jenis media
sederhana tidak mengubah morfologi sel vegetative dan endospora yang dihasilkan. Karena
3 jenis medium ini aman untuk digunakan. Dari hasil ini dapat dilihat bahwa konsentrasi sel
tidak berbanding lurus dengan persentase endospora. Artinya sekaitan dengan lamanya
inkubasi dari 24 jam, 48 jam dan 72 jam semakin banyak endospora yang terbentuk maka
jumlah sel vegetatifnya semakin sedikit. Tingginya persentase endospora berkaitan dengan
daya bunuh B. sphaericus terhadap larva Anopheles Sp. Hal ini disebabkan oleh toksin yang
disintesis oleh B. sphaericus melekat pada endospora. Tingginya produksi endospora,

menyebabkan tingginya daya bunuh B. sphaericus.
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Daya bunuh larva Anopheles Sp ditunjukkan paling tinggi oleh B. sphaericus yang
ditumbuhkan pada media standar NYSM. Untuk media uji menggunakan media sederhana
daya bunuh tertinggi dicapai oleh B. sphaericus yang tumbuh pada medium santan 30% v/v,
disusul dengan medium Tepung ikan 30% wi/v dan Susu kedelai 30% v/v. Pada medium
santan, B. sphaericus mampu membunuh larva Anopheles Sp larva mulai 24 jam pertama
(hingga mendekati 80%). Daya bunuh terendah terdapat pada pertumbuhan b.sphaericus
yang ditumbuhkan pada media Susu kedelai 30% v/v. Daya bunuh tertinggi dicapai pada
48 dan 72 jam setelah pemberian B. sphaericus, yaitu mencapai 100%. Pengenceran di
bawah 10 menunjukkan daya bunuh yang sangat rendah kurang dari 40%, hal ini
disebabkan karena endospora semakin sedikit dan konsentrasi toksin lebih encer
dikarenakan adanya pengenceran bertingkat.

B. sphaericus yang ditumbuhkan pada media pertumbuhan Susu kedelai tidak
menunjukkan kematian larva pada pengamatan 24 jam. Kemampuan membunuh larva
Anopheles Sp baru terlihat pada 48 dan 78 jam pengamatan, yaitu sebesar 75% - 100%.
Kemampuan ini bertahan hingga pengenceran 10™. Pada pengenceran 10° dan 10, daya
bunuh hanya terjadi setelah 72 jam pemberiam B. sphaericus, yaitu antara 50% -60%.

Sifat toksisitas yang dimiliki oleh B. sphericus yang ditumbuhkan pada beberapa
medium alami secara kuantitatif dicerminkan oleh nilai Letal Concentration (LC) yang
dimiliki. Nilai LCsy dan LCqq terendah dimiliki oleh B. sphaericus yang dibiakkan pada
medium Santan 30% v/v, disusul medium Tepung ikan 30% w/v dan Susu Kedelai 30% v/v
pada pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam. Pada hasil ini juga terlihat, tingginya
konsentrasi sel tidak berbanding lurus dengan nilai LC. Namun, konsentrasi endospora
berbanding lurus dengan nilai LC, karena semakin tingginya konsentrasi endospora,
menyebabkan tingginya toksin yang dihasilkan. Semakin rendah LCs, dan LCgy yang
dimiliki oleh suatu bakteri pada waktu pengamatan 48 jam dan 72 jam,maka semakin tinggi
toksisitas bakteri tersebut.

B. sphaericus yang ditumbuhkan pada medium standar NYSM menunjukkan nilai LC
yang lebih rendah dibandingkan dengan nilai LC dari medium sederhana Santan kelapa
30% v/v, Tepung ikan 30% w/v dan Susu kedelai 30% v/v pada 24 jam, 48 jam, dan 72 jam
setelah observasi. Dari tiga medium sederhana alami yaitu medium Santan kelapa 30% v/v,
Tepung ikan 30% w/v dan Susu kedelai 30% v/v, yang paling baik digunakan untuk
medium pertumbuhan alternatif B. sphaericus lokal pulau Lombok entomopatogenik adalah
medium Santan dan Tepung ikan. Medium Santan adalah medium yang menghasilkan
toksisitas B. sphaericus yang paling tinggi terhadap larva Anopheles Sp dan toksisitas
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tersebut sudah dapat dideteksi dari 24 jam pertama setelah B. sphaericus dilepaskan pada

media uji.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. KESIMPULAN

a Media sederhana dengan formula santan 30 % v/v menunjukkan pertumbuhan B.
sphaericus paling subur yaitu 296 x 10° sel/ml, kemudian disusul oleh media tepung
ikan dengan konsentrasi 30% w/v 291 x 10° sel/ml dan Susu kedelai 30% v/v 89 x
10® sel/ml. Jumlah persentase endospora paling banyak terbentuk adalah pada media
santan 30% v/v (57,6%) disusul media Tepung ikan 30% wi/v (55,66%) dan Susu
Kedelai 30% v/v (48,1%).

b Hasil uji Bioassay B. sphaericus yang ditumbuhkan pada media Santan 30% v/v,
sudah menunjukkan toksisitasnya terhadap larva Anopheles Sp sejak 24 jam
pengamatan yaitu jumlah larva yang mati 15 larva dan pada pengamatan 42 jam dan
72 jam sudah mampu membunuh larva 20 larva (100%) dari pengenceran 10, 107
dan 107,

¢ Hasil uji Bioassay B. sphaericus pada media Tepung ikan 30% w/v, sudah mampu
membunuh larva 16 larva pada waktu pengamatan 24 jam, dan waktu pengamatan 48
jam dan 72 jam larva yang mati 20 larva (100%) dari pengenceran 10", 107, dan 107,

d Hasil uji Bioassay B. sphaericus pada media Susu kedelai 30% v/v, B. sphaericus
baru menunjukkan toksisitasnya terhadap larva Anopheles Sp setelah 48 jam
pengamatan yaitu 19 larva dan pada pengamatan 72 jam sudah mampu membunuh
larva 20 larva (100%) dari pengenceran 10, dan 107.

e Nilai LCsp dan LCgq terendah dimiliki oleh B. sphaericus yang dibiakkan pada
medium Santan 30% v/v, disusul medium Tepung ikan 30% w/v dan Susu Kedelai
30% v/v pada pengamatan 24 jam, 48 jam dan 72 jam.

f Semakin tingginya konsentrasi endospora, menyebabkan tingginya toksin yang
dihasilkan. Semakin rendah LCso dan LCq yang dimiliki oleh suatu bakteri pada

waktu pengamatan 48 jam dan 72 jam,maka semakin tinggi toksisitas bakteri tersebut.
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6.2. SARAN

Formula media sederhana untuk pertumbuhan Bacillus sphaericus Lokal Pulau
Lombok dapat digunakan oleh masyarakat dalam mengendalikan larva Anopheles Sp
dan dapat dikembangkan dalam skala ganda oleh Institusi terkait atau industri tanpa

menggunakan media import dari luar negeri.
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Lampiran 1. Data Uji Bioassay pada Media standart NYSM dan media sederhana.

A. Uji Bioassay larva pada media NYSM (Gold standart media)

1. Jenis Media :NYSM
Konsentrasi bakteri : 1968 sel/l
% Endospora : 65,39 %
Hari / jam pengamatan :1/24 jam

Tabel 1. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

NYSM pengamatan 24 jam

Cawan No / Kematian Larva Total Rerata
Dilusi Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/10™ 16 16 17 49 16
2/ 107 12 11 10 33 11
3/10° 10 10 9 29 10
4/ 10" 8 7 8 23 8
5/10° 6 6 7 19 6
6/10° 5 4 6 14 5
7/ 107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | 0 0 0 0 0
2. Jenis Media :NYSM

Konsentrasi bakteri : 1968 sel/l

% Endospora : 65,39 %

Hari / jam pengamatan :2/48 jam

Tabel 2. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

NYSM pengamatan 48 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/ 107 20 20 20 60 20
2/ 10 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10 20 20 20 60 20
5/10° 18 16 18 52 17
6/ 10° 16 14 16 46 15
7/107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | O 0 0 0 0
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3. Jenis Media : NYSM
Konsentrasi bakteri : 1968 sel/l
% Endospora : 65,39 %
Hari / jam pengamatan :3/72 jam

Tabel 3. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

NYSM pengamatan 72 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
1/10* 20 20 20 60 20
2/ 10 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10 20 20 20 60 20
5/107° 20 20 18 58 19
6/10° 18 16 18 52 17
7/10 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | O 0 0 0 0
B. Uji Bioassay larva pada media Tepung ikan 30% w/v
1. Jenis Media : Tepung ikan 30 % w/v

Konsentrasi bakteri 1 1845 sel/l

% Endospora : 55,66 %

Hari / jam pengamatan  : 1/ 24 jam
Tabel 4. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Tepung ikan 30 % w/v pengamatan 24 jam
Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/ 107 16 17 16 49 16
2/ 107 14 14 12 40 13
3/10° 12 12 10 34 11
4/ 10 8 9 8 25 8
5/ 107 8 8 6 22 7
6/ 10° 4 2 2 8 3
7/107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium |0 0 0 0 0
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2. Jenis Media : Tepung ikan 30 % wi/v

Konsentrasi bakteri : 1845 sel/l
% Endospora : 55,66 %
Hari/ jam pengamatan : 2 /48 jam

Tabel 5. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Tepung ikan 30 % w/v pengamatan 48 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
1/10* 20 20 20 60 20
2/ 10 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10™ 18 20 17 55 18
5/107° 16 17 16 49 16
6/10° 8 6 8 22 7
7/10 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | O 0 0 0 0
3. Jenis Media : Tepung ikan 30 % w/v

Konsentrasi bakteri 1 1845 sel/l

% Endospora : 55,66 %

Hari / jam pengamatan :3/72 jam

Tabel 6. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Tepung ikan 30% w/v pengamatan 72 jam
Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/10* 20 20 20 60 20
2/ 107 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10 20 20 20 60 20
5/10° 18 17 18 53 18
6/ 10° 14 12 10 36 12
7/10°7 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium |0 0 0 0 0
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C. Uji Bioassay larva pada media Susu kedelai 30% wi/v

1. Jenis Media : Susu Kedelai 30 % wiv
Konsentrasi bakteri 11776 sel/ml
% Endospora 1 48,1%
Hari/ jam pengamatan  :1/24 jam

Tabel 7. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Susu kedelai 30 % v/v pengamatan 24 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
1/ 107 0 0 0 0 0
2/ 107 0 0 0 0 0
3/10° 0 0 0 0 0
4/ 10™ 0 0 0 0 0
5/ 107 0 0 0 0 0
6/ 10° 0 0 0 0 0
7/ 107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium |0 0 0 0 0
2. Jenis Media : Susu Kedelai 30 % w/v

Konsentrasi bakteri 11776 sel/ml

% Endospora : 48,1%

Hari/ jam pengamatan  : 2/48 jam

Tabel 8. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Susu kedelai 30 % v/v pengamatan 48 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/ 107 20 18 20 58 19
2/ 107 18 16 18 52 17
3/10° 18 14 16 48 16
4/ 10 16 14 16 46 15
5/10° 0 0 0 0 0
6/ 10° 0 0 0 0 0
7/107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | O 0 0 0 0
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3. Jenis Media

Konsentrasi bakteri

% Endospora

Hari / jam pengamatan

Tabel 9.

: Susu Kedelai 30 % wiv
11776 sel/ml
:48,1%

:3/72 jam

Susu kedelai 30 % v/v pengamatan 72 jam

Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
1/ 10™ 20 20 20 60 20
2/ 107 20 20 20 60 20
3/10° 20 18 18 56 19
4/ 10™ 18 16 18 52 17
5/10° 12 14 10 36 12
6/10° 10 12 8 30 10
7/ 107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | 0 0 0 0 0
D. Uji Bioassay larva pada media Santan 30% v/v
1. Jenis Media : Santan 30 % v/v

Konsentrasi bakteri : 1889 sel/l

% Endospora : 57,6 %

Hari/ jam pengamatan  :1/24 jam
Tabel 10. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Santan 30 % v/v pengamatan 24 jam
Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/ 107 15 16 14 45 15
2/ 10 10 12 10 32 11
3/10° 8 10 8 26 9
4/ 10™ 6 6 8 20 7
5/ 107 6 4 5 15 5
6/10° 0 0 0 0 0
7/107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium | 0 0 0 0 0
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2.Jenis Media

Konsentrasi bakteri

% Endospora

Hari / jam pengamatan

: Santan 30 % v/v

: 1889 sel/l
: 57,6 %

: 2/48 jam

Tabel 11. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Santan 30 % v/v pengamatan 48 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/10* 20 20 20 60 20
2/ 10 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10™ 18 16 18 52 17
5/107° 18 15 18 51 17
6/ 10° 4 2 6 12 4
7/ 107 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium |0 0 0 0 0

3.Jenis Media

Konsentrasi bakteri

% Endospora

Hari / jam pengamatan

: Santan 30 % v/iv

: 1889 sel/l
:57,6%

:3/72 jam

Tabel 12. Uji Bioassay Larva dengan bakteri Bacillus sphericus dari media

Santan 30 % v/v pengamatan 72 jam

Cawan No / Dilusi Kematian Larva Total Rerata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

1/10* 20 20 20 60 20
2/ 107 20 20 20 60 20
3/10° 20 20 20 60 20
4/ 10 20 18 18 56 19
5/10° 18 16 18 52 17
6/ 10° 8 10 6 24 8
7/10°7 0 0 0 0 0
8/ Kontrol Air 0 0 0 0 0
9/ Kontrol Medium |0 0 0 0 0
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