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RINGKASAN

DIAN MALINI OKTOVINA. Stabilitas Beberapa Formulasi Bioinsekiisida Bacilfus thuringiensis subsp.
aizawai (The Stability of Several Formulations of Bacillus thuringiensis subsp. aizawai Bioinsecticides).
Dibimbing oleh RATNA SIRI HADIOETOMO, R. BAMBANG SUKMADI, dan KARNADL

Dalam penelitian ini dikaji tiga macam formulasi cair [flowable concentrates (fc)] bioinscktisida
dengan bahan aktif Bacillus thuringiensis subsp. aizawai (Bta). Ketiga macam formulasi tersebut diberi
nama sandi FC (formulasi C), FD (formulasi D), dan FE (formulasi E). Dalam semua kasus, bahan aktif
ketika dipanen disuspensikan kembali dalam cairan formulasi yang sesuai (10% volume cairan fermentasi)
lalu sebanyak 1 ml dicampurkan dengan cairan formulasi hingga volume total masing-masing mencapai
100 ml. Dalam penelitian ini disertakan kontrol negatif GC, GD, dan GE {1 ml suspensi bahan aktif
tersebut di atas dicampurkan dengan 99 mi larutan garam fisiologis (NaCl)]. Scbagai kontrol positif
dipakai produk komersial Florbac fc (Novo Nordisk, Denmark). Pengkajian ini dilakukan untuk mencari
formulasi yang paling mendukung viabilitas spora dan stabilitas kristal protcin Bia sclama penyimpanan
pada suhu kamar yang berkaitan dengan keampuhannya terhadap larva Spodoptera litura instar-1,

Penurunan nilai pH, viabilitas spora dan krstal protein Bta serta mortalitas larva semakin tinggi
dengan bertambahnya umur formulasi. Persentase penurunan total viabilitas spora yang disebabkan oleh
ketiga macam formulasi yang dicobakan setelah disimpan selama tiga bulan mencapat lebih dari 90%,
yaitu masing-masing sebesar 96,96% (FE), 93,33% (FD), dan 92,57% (FC). Konsenirasi kristal protein
sebagaimana diduga dengan hemasitometer memperlihatkan penurunan yang serupa dengan penurunan
viabilitas spora tetapi dengan persentase yang lebih rendah, yaitu masing-masing scbesar 42,23% (FC),
33,33% (FD), dan 77,22% (FE). Persentase penurunan tersebut menunjukkan toksiknya cairan formulasi
vang dicobakan terhadap spora dan kristal protein Bta. Penurunan total viabilitas spora yang terjadi pada
kontrol negatif, yaitu masing-masing sebesar 14,08% (GC), 21,69% (GD), dan 10,34% (GE) juga
mendukung kesimpulan terscbut. Penurunan pH juga terjadi pada semua formulasi, masing-masing
sebanyak 0,73 (FC), 0,85 (FD), dan 1,46 (FE) satuan pH. Tidak ada satupun pelakuan formulasi yang
menyebabkan mortalitas larva 100% meskipun sampai hari ke-4.

Produk komersial Florbac fc yang disertakan sebagai kontrol positif menunjukkan nilai pH dan VSC
yang letap stabil sclama tiga bulan masa penyimpanan dengan nilai mortalitas 100%.

Secara keseluruhan, ketiga macam formulasi yang dicobakan tidak ada yang dapat mendukung
viabilitas spora dan stabilitas kristal protein Bta dengan baik. Pengkajian kembali komposisi bahan-bahan
formulasinya perlu dilakukan untuk menghasilkan cairan formulasi yang dikchendaki.
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PENDAHULUAN

Latar Belakang )

Di antara berbagai hama penting pertanian
di Indonesia, salah satunya adalah Spodoprera
{itura. Hama ini dikenal sering menimbulkan
kerugian pada berbagai tanaman penting

pertanian dan perkebunan seperti padi, kedelai, |

kacang tanah, kacang hijau, jagung, kentang,
tomat, kubis, kapas, ubi jalar, dan tembakau
(Kalshoven, 1981).

Pada awalnya, usaha-usaha pengendalian
hama tanaman pertanian banyak menggunakan
insektisida kimia. Pemakaian inscktisida 1ini
memang menguntungkan karena daya bunuh
terhadap hama sasaran relatif cepat dan mdah
diaplikasikan.  Namun, keampuhan dan
aplikasinya vang mudah membuat inscktisida ini
sering digunakan dengan dosis dan frekuensi
yang tinggi, sehingga timbul dampak yang
merugikan. Dampak negatif yang dimaksud
antara lain ialah timbulnya residu yang
menyebabkan  polusi  lingkungan, hama
sckunder, dan resistensi hama terhadap
inscktisida yang digunakan (Sudarmo, 1995).
Mengingat dampak tersebut, maka upaya
pengendalian  alternatif  seperti metode
pengendalian  scrangga hama secara hayati
mendapat perhatian scrius.

Pengpgunaan bioinscktisida berbahan aktif
Bacillus thuringiensis (Bt) merupakan salah satu
aplikasi pengendalian hama secara hayati.
Menurut Kalmakoff dan Longworth (1980),
bioinsektisida ini telah banyak dipakai dan
diproduksi secara komersial baik dalam bentuk
formulasi cair maupun serbuk kering,

Sejak bioinsektisida Bt dikenal olch petani
Indonesia  pada awal tahun  1970-an
{Hadioctomo, komunikasi pribadi), (emyata
belom ada satupun yang diproduksi di dalam
ncgeri. Sccara umum, faktor-faktor yang dapat
mecnghambat  komersialisasi bioinsekiisida Bt
meliputi terbatasnya metode produksi dengan
biaya rendah, kurangnya konsistensi pemakaian
di lapang, dan ketidakstabilan formulasi (Wilson
& Jackson, 1997). Fonnulast bioinscktisida
yang baik menipakan formulasi yang dapat
mendukung  stabilitas  bahan  aktif  yang
bersangkutan sclama masa simpan yang cukup
panjang,

Dalam upaya wuntuk merintis produksi
bicinscklisida Bt komersial di datam neger,

belakangan ini Badan Pengkajian dan Penerapan
Teknologi (BPPT) felah melakukan pengkajian
formulasi baik dalam benluk serbuk, cair
maupun pasta atau krim. Beberapa formulasi
cair secara fisiko-kimia dapat digunakan, dan
untuk mengetahui  kualitas  masing-masing
formulasi dilakukan pengujian bioasai terhadap
tiga formulasi yang selanjutnya discbut scbagai
formulasi C, D, dan E.

Tujuan peneliian  ini dalah  mencari
formulasi_di antara ketiga macam formulasi
vang diuji terschbut di atas yang paling
mendukung viabilitas spora dan stabilitas kristal
protein Bt subsp. aizawai (Bta) sclama
penyimpanan pada suhu kamar yang berkaitan
dengan keampuhannya terhadap larva S litura
instar-1.

Bioinscktisida Berbahan Ak6l  Bacillus
thuringiensis

Bicinscktisida berbahan aktif Bt sclain
digunakan untuk mengendalikan serangga hama
tanaman perianian dan kehutanan, juga dipakai
untuk mengendalikan serangga yang merupakan
vektor berbagai penyakit pada manusia dan
hewan (Priest, 1992). Dalam tinjavannya, Bravo
(1997) menycbutkan bahwa Bt tidak hanva
toksik bagi hama scrangga dari berbagai ordo.
seperti Lepidoptera, Coleoptera, dan Diptera.
letapi  juga terhadap  anggota-anggota
Hymenoptera, Homoptera, Mallophaga, dan
Acart  serla  invertebrata  ain seperi

Nemathelminthes, Platyhelminthes, dan
Sarcomastigophora.
Pemakaian  bioinsektisida Bt im

memberikan beberapa keuntungan di antaranya
ialah tidak meninggalkan residu yang dapat
mencemari lingkungan dan relatif aman bagi
organisme bukan sasaran (Aronson ef al., 193806).
Akan tetapi, scbagaimana ditinjau olch Lulhy et
al. pada tahun 1982, penggunaannya sclain
menguntungkan  juga  memiliki  beberapa
kekurangan yaitu spcktrum sasaran yang sempit,
lingkat persisicnsinya  yang "terbatas  di
lingkungan, kerentanan  delta-cndotoksinnya
terhadap sinar matahar, dan biaya produksinya
yvang relatif tinggi dibandingkan inscktisida
kimia.

Menurut tinjauan Frankenhuyzen (1993).
pengpunaan Bt scbapai pengendali scrangpa
hama pertama kali dilakukan pada akhir tahun
1920-an dan awal tahun 1930-an terhadap hama
wlat jagung (Ostrinic  nubilalisy di’ Eropa



Tenggara. Pemanfaatan Bt ini berlanjut sclama
dua dasawarsa berikuinya untuk membasmi
beberapa hama Lepidoptera di Eropa dan
Amerika. Sporeine  merupakan  produk
komersial berbahan aktif Bt pertama (galur
berliner) yang dikeluarkan di Prancis pada tahun
1938.  Setelah ilu, pengembangan produk-
produk komersial lain mulai dilakukan sejak
tahun 1950-an di beberapa negara lain seperti
Uni Soviet, Amerika, Chekoslovakia, dan
Jerman. Tinjauan oleh Knowles (1994)

menyebutkan bahwa dewasa ini Bl merupakan
bahan aktif bioinsektisida yang paling banyak
digunakan. Disebutkan juga bahwa penjualan
bioinsektisida Bt terscbut mencapai 90-95%
pangsa pasar bicinsektisida komersial.

Salah satu di antara produk Bt yang
digunakan secara luas ialah Thuricide yang

dikelvarkan di Amerika pada tahun 1957
Sampai dengan tahun 1960-an, bahan aktif yang
terkandung di dalam produk komersial tersebut
hanya terbatas pada Bt Berliner (Bt H-I).
Namun, penggunaan Bt Berliner mulai
ditinggalkan sejak ditemukan Bt subsp. kurstaki
(Btk/HD-1) pada tahun 1967 vang diketahui
lebih  ampuh 2-200 kali dterhadap hama
pertanian, Hingga awal tahun 1980-an, produk
komersial berbahan akif Btk HD-1 im
mendominasi upaya pengendalian terhadap
hama pertanian dan kehutanan anggota ordo
Lepidoptera. Pada pertengahan tahun 1980-an,
penggunaan galur ini juga masih mendominasi
60% aplikasi pertanian dan 20% aplikasi
kehutanan dari jumlah total perdagangan
bioinsektisida Bt.

-]‘31 subsl-a.. berliner

Bt subsp. kurstaki

Javelin

Thuricide, Dipel, Sporeine, Bactis, | Luthy er al {1982), Powles &
Plantibac, Bug Time, Biospor, Biotrol, | Rogers (1989),

Conder, Cutlass, Delfin, Foil, Biobit,

Bt subsp. israelensis
Vectobac, Skeetal

Teknar, Mozkill, Bactimos, Bactucide, | Powles & Rogers (1989), Navon

(1993)

Bt subsp. galleriae

Entobacterine 3, Gomeline

Luthy et ol. (1982)

Bt subsp. dendrolimus Dendrobacilline

Luthy er al. (1982)

Bt subsp. insectus

Toxobacterin, Insectine

Luthy ef al. (1982)

Bt subsp. cancasicus BIP

Luthy et al. (1982)

Bt subsp. aizawai

Bacilin, Florbac, Turex, Xentari, Certan

Navon (1993), Anonim (1997)

Bt subsp. thuringiensis Leptox,

Bathurin,
Baktukal, Bactospeine

Bitoxibacilline, | Luthy et al. (1982)

Tabel 2. Produk bioinsektisida Bacillus thuringiensis yang beredar di Indonesia dengan berbagai

merk dagang serta jenis formuiasinya

Bita weltable powder
Florbac FC Bta Sluid
Turex WP Bta GC-91 weltable powder
Xentari G Bta granule
Bactospeine ULV Btk H-14 oil
Bactospeine WP Btk H-14 wettable powder
Condor 7OF Btk EG-2348 Sluid
Condor WP Btk EG-2348 wettable powder
Cutlass WP Btk EG-237] wettable powder
Dipel WP Btk HD-7 weltable powder
Delfin WDG Btk SA-115 granule
Foil 70F Btk EG-2424 Sluid
Thuricide HP Btk HD-1 powder

Sumber : Anonim, 1997




Navon  (1993) dalam  tinjauannya
menyebutkan balwa selama lebih dari 20 tahun
dominasi galur Btk HD-1 didasarkan atas
kemampuan galur tersebut dalam
mengendalikan Icbith dan 100 spesies hama
Lepidoptera. Sementara itu, galur-galur Bt yang
lain mempunyai spektrum inang yang lebih
sempit dengan nilai ckonomis yang lebih
rendah.  Khusus untuk larva Spodoptera,
dilaporkan bahwa bahan aktif galur-galur Bta
dan Bt subsp. entomocidus (Bte) ternyaia lebih
ampuh dibandingkan galur Btk HD-1. Di antara
58 subspesies Bt yang diketahni sejauh ini, baru
sembilan yang diproduksi secara komersial
sebagaimana tampak pada Tabel 1.

Di Indonesia telah beredar sejumlah
produk bioinscktisida berbahan aktif Bt dengan
berbagai merk dagang (Tabel 2) yang digunakan
untuk mengendalikan hama pertanian  dan
kehutanan.

Buacillus thuringiensis subsp. aizawai sehagai
Bahan Aktif Bioinscktisida

Bacillus  thuringiensis subsp. aizawai
pertama kali ditemukan oleh Aizawa pada tahun
1962 (Dulmage, 1981) dan berdasarkan antigen
flagelumnya termasuk serotipe 7 (H-7). Bakteri
ini mempunyai endospora  subterminal
berbentuk oval dan selama masa sporulasi
menghasiltkan satu kristal protein dalam setiap
selnya. Kristal protein ini yang dikenal juga
sebagai delta-endotoksin merupakan komponen
utama  yang  menyebabkannya  bersifat
insektisidal. Menurut tinjauan Faust dan Bulla
(1982), delta-endotoksin tersebut  bersifat
termolabil karena dapat terdenaturasi olch panas
(walaupun lebih stabil dibandingkan eksotoksin
vang terlarut) dan tidak ldrut dalam pelarut
organik nmamun lfarut dalam pelarut alkalin,
Dilaporkan bahwa keampuhan delta-endotoksin
dipengaruhi oleh beberapa faktor yailu
komposisi protoksin dan nilai nutritif medium
kultor vang bersangkutan (Aronson, 1993;
Mummigatii & Raghunathan, 1990),

Menurut  klasifikasi yang terbaru yang
didasarkan pada perseniase kesamaan sckuen
asam amino yang menyusun kristal protein yang
bersangkutan, dikenali 22 kelas dengan 124
jenis gen cry yang menyandikan kristal protein
Bt (Crickmore et af., 1998). Bila sendiri
diketahui memiliki empat jenis gen cryl, yaitu
erylda, crylAb, ery]Ca, dan cryfDa (Wright et
al., 1997, Crickmorc et af, 1998} vyang

menyandikan  kristal  protein  berbentuk
bipiramida (Schnepfl et af., 1998). Menurut
tinjauvan Lereclus e/ af. (1993), kristal protein ini
memiliki aktivitas insektisidal terhadap larva
serangga ordo Lepidoptera dan Diptera, )

Kristal protein Bta yang tersusun atas
protoksin CrylAa (32%), CrylAb (38%),
Cry1Ca (26%), dan CrylDa (5%) {Wright e¢ af,,
1997} dengan berat molekul 130-140 kDa,
apabila tcrserap dalam suasana basa saluran
pencernaan tengah serangga yang rentan akan
terlarut dan terhidrolisis untuk menghasilkan
protein toksin. Selama aktivasi proteolitiknya
terscbut, enzim protease akan mengubah
polipeptida terscbut menjadi fragmen toksin
aktif benikuran 60-70 kDa. Toksin CrylAa dan
CrylAb akan berikatan dengan reseptor spesifik
vang berukuran 210 kDa pada membran
mikrofili apikal sel epitelium usus tengah
serangga, sementara protein Cry1Ca berikatan
dengan reseptor lainnya yang berukuran 40 kDa
(Maagd er al, 1996). Ikalan antara toksin
dengan reseptornya tersebul akan menginduksi
perubahan konformasi toksin  yang diikuii
dengan penyisipan toksin pada membran
sehingga terjadi oligomerisasi toksin berupa
lubang pada pori membran (Bravo, 1997).
Fenomena tersebut menyebabkan sistem pompa
ion K" pada membran apikalnya tidak berfungsi
schingga mengganggu keseimbangan osmotik
yang berakibat lisisnya sel. Akhirnya, larva
akan berhenti makan dan mati karena gejala
septisemia setelah satu atau tiga hari (Aronson et
al, 1986, Hofte & Whiteley, 1989; Pricto-
Samsonov ef al., 1997).

Di antara galur-galur Bta, ada beberapa
galur yang sangat ampuh dalam mengendalikan
serangga hama Spodoptera karena mengandung
berbagai protein Cryl.  Menunut tinjauan
Lereclus et al {1993), protein CrylCa yang
terdapat pada Bta diketalui bersifat toksik
tethadap larva S. littoraiis, S, exigua, dan S
Jrugiperda. Di pihak kain, Cry1Da agak kurang
toksik terhadap larva S. exiguag pamun paling
toksik terhadap S jfrugiperda (Ceron et daf.,
1995). Protein CrylCa itu sendiri ternyata tidak
hanya dapat dijumpai pada Bta saja tetapi juga
pada Bte (Moar et al., 1995) dan Bt var. kenyae
4F1  scbagaimana yang discbutkan dalam
tinjauan Juarez-Perez ef a/. pada tahun 1997.

Selain protein CrylCa, CrylDa, CrylAa,
dan CrylAb yang dimiliki Bta, jenis protein
Cryl lain yang juga bersifat toksik terhadap
Spodoptera  adalah CrylEa dan CrylFa



Namun, di antara protein-protcin Cryl yang
disebutkan ini, yang paling toksik adalah protein
CrylCa, CrylEa, dan CrylFa (Muller ef af,
1996).

Liv er af. (1998) melaporkan bahwa pada
beberapa kasus, spora ternyata secara sinergis
dapat meningkatkan toksisitas kristal protein.
Pada Bta, sinergisme yang terjadi ialah antara
spora dengan protein CrylCa tefapi tidak
dengan protein Cryl yang lain,

Formulasi Bacillus thuringiensis

Faktor-fakior yang dapat menghambat
komersialisasi  bioinsektisida Bt meliputi
terbatasnya metode produksi dengan biaya
rendah, kurangnya konsistensi pemakaian di
lapang, dan ketidakstabilan formulasi (Wilson &
Jackson, 1997).

Optimasi  metode produksi berkaitan
dengan galur Bt dan medium fermentast yang
digunakan untuk menghasilkan  biomassa.
Seleksi terhadap galur-galur Bt vang sesuai
dengan medium produksinya menjadi suatu
keharusan yang tidak dapat ditunda, Pada
pmumnya konsentrasi sel vyang dihasilkan
berkisar antara 10%10° sel/ml. Pada skala
produksi vang lebih tinggi, konsentrasi sel ini
bisa melebihi 5x10° sel/ml (Bernhard & Utz,
1993).

Untuk  menghasilkan  suatu  produk
bicinsektisida komersial, campuran spora-kristal
Bt yang dihasilkan melalui fermentasi perlu
diformulasi (Flores ef al., 1997). Formulasi ini
merupakan svatu proses pencampuran bahan
aktif  (campuran  spora-kristal)  dengan
konsentrasi  tertentu  dengan  bahan-bahan
tambahan schingga dihasilkan siapan (produk
akhir) yang praktis untuk digunakan (Magallona
el al, 1990). Bahan-bahan tambahan tersebut
meliputi bahan pembawa, pengemulsi (khusus
untuk formulasi cair), penyebar, perekat, dan
protektan. Bahan pembawa dan pengemulsi
digunakan untuk memudahkan aplikasi di
lapang. Sementara bahan penyebar, perckat, dan
protektan diperlukan untuk mencapai kondisi
fisik formulasi yang diharapkan seperti mampu
menyebar dengan baik, persisten, dan terlindung
dari sinar ulira violet yang dapat menonaktifkan
kristal protein (Keller & Langenbruch, 1993).

Formulasi Bt yang stabil seyogyanya dapat
disimpan cukup lama pada suhu kamar tanpa
mengalami perubahan bahan aktifnya. Untuk
menghasitkan formulasi tersebut, bahan-bahan

formulasi yang digunakan tidak  bolch
merangsang lerjadinya perkecambahan spora
atan pertumbuban sel scbelum waktunya dan
tidak menggangpgu stabilitas bahan aktifnya
{Angus & Luthy, 1971). Stabilitas bahan aktil
dapat terganggu apabila bahan formulasi yang
digunakan membunuh spora hidup ataupun
mendenaturasi kristal protein Bt. Persyaratan
umum ini berlaku bagi semua bahan tambahan
dalam formulasi. Berbagai bahan tambahan
yvang biasa digunakan dalam formulasi
bioinsektisida Bt dapat dilihat pada Tabel 3.
Formulasi cair maupun kering merupakan
bentuk dasar formulasi bioinsektisida Bt yang
telah diproduksi secara komersial (Kalmakoff &
Longworth, 1980). Formulasi cair biasanya
merupakan  cairan  emulsi  (emulsifiable
concentratesfemulsible concentrates), minyak
(oify  ataupun  cairan  terlarut (fuid
concentrates{flowable concentrates). Di pihak
lain, formulasi kering dapat berupa butiran
(granule), tepung hembus (dust), dan tepung
(powder) (Navon, 1993; Sudanmno, 1993).

Tabel 3. Berbagai bahan tambahan yang biasa
digunakan dalam formulasi
bioinsektisida Bacillus thuringiensis

arfabbalian:

Bahan pembawa | ekstrak tanah, laktosa, talek,
kuarsa, kaolin, bentonit,
atapulgit, silikat sintetik, xilena,
metil naflalena, minyak tanah,
aminoesler, tween 20

Bahan pmolin 1882, tween 80, span
pengemulsi 80, triton B, 9D 207

Bahan penyebar | bubuk susu, sirup jagung,
fepung kasein, bubuk darah,
gelatin,  saponin,  senyawa
deterjen

Bahan perekat tepung, dekstrin, karet, lovo
(cairan amino stearat), polivinil
klorida, molase, glutolin

Bahan protektan | musin, sukrosa, kasein

Sumber : Angus & Luthy, 1971

Kedua bentuk dasar formulasi di atas
masing-masing memiliki  keuntungan dan
kerugian. Keuntungan pemakaian formulasi cair
ialah sclain murah (Magallona et /., 1990} juga
mudah dipakai di lapang karena mendukung
penyemprotan, persistensi, dan penyebaran
dengan baik (Angus & Luthy, 1971). Di
samping  itu, formulasi cair seringkali




menunjukkan keampuhan yang lcbih tinggi
daripada formulasi kering, Vandenberg dan
Shimanuki (1990) melaporkan bahwa formulasi
cair Cerlan (Sandoz, San Diego) berbahan aktif
Bta menyebabkan mortalitas yang lebih tinggi
terhadap larva Galleria mellonelia ketimbang
formulasi kering produksi Sandoz dengan galur
Bt yang sama. Pada kasus lain, Laccy dan
Undeen (1984) melaporkan bahwa galur Bt
subsp. israelensis (Bti) yang sama dalam
formulasi cair Teknar WDC terbukti lebih
ampuh dibandingkan formulasi tepung Vectobac
WP ataupun Bactimos WP dalam membunuh
hama lalat hitam (Simulizm vittatum). Ukuran
partikel formulasi kemungkinan berpengaruh
terhadap jumlah bahan aktif vang termakan
hama sasaran.  Diketahui, ukuran rata-rata
partikel formulasi Teknar WDC (2,1 pm) lebih
kecil ketimbang Vectobac WP (5,2 um) ataupun
Bactimos WP (4,0 pm). Namun demikian, sifai
formulasi cair diketahui kurang stabil ketimbang
formulasi kering (Navon, 1993; Bernhard &
Utz, 1993). Batas kadaluwarsa formulasi cair
vang relatif lebih singkat {satu tahun)
ketimbang formulasi kering (dua sampai tiga
tahun) menunjukkan hal tersebut. Navon (1993),
dalam tinjavannya juga mengemukakan bahwa
formulasi serbuk kering baru kehilangan sedikit
aktivitas toksinnya setelah beberapa tahun
disimpan. Di pihak lain, formulasi kering
walaupun relatif stabil namun pemakaiannya di
lapang tidak mudah dan menghabiskan biaya
yang lebih mahal (Angus & Luthy, 1971;
Bernhard & Utz, 1993).

Menurut  tinjauan oleh Keller dan
Langenbruch (1993), stabilitas bahan aktif
dalam formulasi cair tampaknya dipengaruhi
oleh pH formulasi dan suhu penyimpanan. Nilai
pH yang merusak kristal Bt pada umumnya
adalah pH yang sangat rendah atau sangat
tinggi,

Spodoptera litura sebagai Serangga Sasaran
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
Spodoptera litura  yang tergolong ke
dalam filum Arthropoda, kelas Insecta, ordo
Lepidoptera, dan famili Noctuidae merupakan
salah satu ulat grayak yang secara luas tersebar
di Asia, Eropa, Afrika, Australia, dan beberapa
Kepulavan Pasifik. Larvanya yang polifag sudah
banyak dikenal di Indonesia sebagai hama
perusak beberapa jenis tanaman penting
pertanian dan perkcbunan. Sebagai contoh,

menuny data statistik tahun 1994-1995, luas
area tanaman padi di Pulau Jawa yang discrang
rata-rata mencapai 2.287,5 ha dengan intensilas
serangan sckitar 21% per tahunnya, schingga
mengakibatkan kerusakan yang cukup besar

" (BPS, 1994-1993).

Sebagai hama yang ganas, S. Jitwra ini
tidak saja memakan jaringan daun tetapi juga
bunga, buah, dan akar. Sihwami (1984)
melaporkan bahwa stadium larva merupakan
stadiom serangga yang merugikan tanaman
dengan masa berkembang yang paling lama (+
20 hari) dibandingkan telur, pupa, maupun
imago. Larva S. litura terdin dan lima atau
enam instar, setiap instarnya mempunyai warna
kulit tersendiri. Larva instar pertama dan kedua
merusak daun dengan cara memakan bagian
bawah daun dan menyisakan tulang-tulang daun
dan epidermis atas. Pada instar ketiga, larva
aktif memakan seluruh jaringan daun kecuali
tulang daun sehingga daun berlubang-lubang,
Larva instar keempat, kelima, dan keenam
memakan semua jaringan daun. Noch ef af
(1983) melaporkan bahwa seckor ulat pada
instar kelima mampu menghabiskan semua daun
kedelai pada tanaman berumur dua minggu
dalam waktu tiga sampai empat hari
Kemampuan larva S litura memakan daun
tanaman yang diserangnya dipenganthi oleh
tingkat instarnya. Semakin tinggi tingkat instar
semakin besar luas dawn yang dimakannya
(Purnomo, 1986).

Serangan ulat grayak di lapangan setiap
saat  berfluktuasi dan  sulit  didoga
Kemampuannya untuk berkembang biak sangat
tinggi. Diketahni, seekor imago betina dapat
melakukan perkawinan beberapa kali dan
mampu menghasilkan telur sebanyak 2.000
sampai 3.000 butir (Kalshoven, 1981).

Insektisida kimia telah lama dipakai untuk
mengendalikan hama S. fitura (Noch et al,
1983). Kerentanan larva terhadap insektisida ini
berbeda-beda bergantung pada jenis inscktisida
kimia yang digunakan (Laba & Sockarna, 1984).
Di antara jenis inscktisida tersebut, ada jenis
vang mudah membunuh larva instar awal tetapi
ada juga yang membunuh instar vang lebih
tinggi. Akan tetapi, penggunaan insektisida
kimia ternyata mengakibatkan turunnya populasi
musuh alami serangga sasaran (Prasaja &
Hamnoto, 1984) schingga upaya pengendalian
secara hayati dengan menggunakan baktenn Bt
menjadi sangat diminati.



Secara umum, Bt bekerja secara spesifik
schingga spektrum inangnya relatif sempit. Bta
sendiri diketahui bersifat spesifik terhadap hama
8. litura karena protein CrylCa yang- dimiliki
Bta dapat mengenali protein reseptor pada usus
tengah serangga terscbut. Protein CrylCa yang
merupakan protoksin apabila termakan oleh
serangga akan larut dalam lingkungan alkalin
usus lengah serangga, lalu diproses olch
protease lumen usus. Selanjuinya, proses ini
akan menghasilkan fragmen ujung N yang
merupakan  toksin aktif. Toksin aktif ini
kemudian terikat pada reseptor yang scsuai yang
ada pada brush border membrane vesicle
(BBMV) secl epitel usus tengah. Terikatnya
toksin  pada  reseptornya  menyebabkan
tertbentuknya lubang pada membran schingga
merusak  membran  sel epite]  sasaran.
Selanjutnya sel mengalami lisis. Larva akhimya
miati setelah berhenti makan (Maagd et al,
1996).

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Agro-Mikrobiologi, Pusat Pengkajian dan
Pencrapan Bioteknologi Industri dan Pertanian
(PPP-Biotek), Badan Pengkajian dan Penerapan
Teknologi (BPPT), Kawasan Pusat Penelitian
Iinu Pengetahuan dan Teknologi
(PUSPIPTEK), Serpong-Tangerang, mulai
bulan Mei sampai November 1998,

Jenis Formulasi

Dalam penelitian ini diujikan tiga macam
formulasi cair [flowable concentrates (fc)]
bioinsektisida yang diberi nama sandi C, D, dan
E. Cairan formulasi C dan D, keduanya
berwama kuning tua, meskipun formulasi C
tampak lebih jernih dibandingkan D. Di pihak
lain, formulasi E tampak jernih dan tidak
berwarna. Informasi mengenai komposisi ketiga
macam formulasi tersebut belum dipublikasikan
oleh BPPT.

Sumber Bahan Aktif

Bahan aktif Bta yang dipakai dalam
penelitian  ini  adalah suspensi Bta yang
merupakan  campuran  spora-kristal  hasil

6

fermentasi dengan komposisi medium Sukmadi
et al. (1997) yang dimodifikasi, yaitu: dekstrosa
1,0%, tepung kedelai 1,5%, tepung jagung 0.3%
dan mineral (MgSQO,.7H,0 0,03%, FeSO,.7H-0
0,002%, ZnSO.7H0 0,002%, MnS0..7H,0
0,002%, dan C3C03 0,1%)). .

Sesuai  dengan perlakuan  yang ingin
dicobakan dalam penelitian ini, masing-masing
pelet bahan aktif hasil sentrifugasi vang
diperoleh dari proscs pemanenan disuspensikan
ke dalam cairan formulasi (10% volume cairan
fermentasi} yang scsuai. Suspensi spora-kristal
tersebut  dipekatkan  sedemikian  hingga
mencapai konsentrasi sel sebesar 8,55 x 10°
sel/ml yang diperkirakan setara dengan 7.300
IU/ml.  Bahan aktif ini kemudian disimpan
dalam fieezer sampai waktunya dipergunakan.

Penyiapan Formulasi dengan Bahan Aktif
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

Sebanyak 1 ml bahan aktif diisikan ke dalam
seliap tiga botol berwarna gelap berukuran 120
ml hingga mencapai volwme kerja 100 ml untuk
tiap formulasi. Botol-botol formulasi tersebut
selanjutnya disimpan pada suhu kamar selama
berlangsungnya pengujian.

Analisis Formulasi Bahan Aktif

Setiap bulan selama kurun waktu tiga bulan
dilakukan analisis terhadap masing-masing
formulasi yang meliputi: (1) hitungan spora
hidup (viable spore count atau VSC), (2) pH
formulasi; dan (3) stabilitas kristal protein dalam
hal konsentrasi dan keampuhannya terhadap
larva & litura instar-1,

Penghitungan spora hidup dilakukan dengan
cara seperti berikut ini. Mula-mula sebanyak 1
ml campuran spora-kristal disuspensikan dalam
9 ml lamtan garam fisiologis (NaCl steril
0.85%) lalu diberi renjatan panas pada suhu
80°C selama 7 menit. Suspensi ini kemudian
diencerkan seperlunya secara serial dan 50 ul
dari pengenceran yang sesuai dicawankan pada
cawan nutrient agar (NA) dengan metode
cawan $ebar. Setelah diinkubasikan sclama 24
Jjam pada suhu 30°C, dilakukan penghitungan
koloni untuk penentuan VSC.

Untuk mengetahui  fluktuasi pH cairan
formulasi selama waktu penyimpanan, sebanyak
3 ml masing-masing formulasi diukur pHnya
dengan menggunakan pH meter.

Untuk mengetahui stabilitas kristal protein,
dilakukan penghitungan jumlah  kristal/m}



dengan menggunakan hemasitometer dan uji
toksisitas (bioasai) terhadap larva S litura
instar-1. Untuk setiap perlakvuan yang diujikan
dalam bioasai dipakai 20 ckor larva yang
ditempatkan di dalam cawan-cawan plastik,
masing-masing dengan tiga ulangan. Setiap 20
ekor larva ini diberi 0,5 g pakan buatan
(komposisi pakan buatan dapat dilihat pada
Lamp. 1) vang tclah dikontaminasi dengan 40 pl
masing-masing perlakuan (formulasi dan kontrod
positif) yang sesuai, yang telah diencerkan
sedemikian schingga mempunyai konsentrasi
1,25 x 10® sel/ml [catatan; 40 ul suspensi spora-
kristal per 0,5 g pakan mengandung campuran
spora-kristal yang setara dengan 1 mg serbuk
(107 spora) hasil liofilisasi Sukmadi et al. (1997)
per g pakan]. Sebagai kontrol positif digunakan
Florbac fc (Novo Nordisk, Denmark) yang
konsentrasinya (3,55)(108 sel/ml) diduga dengan
metode hitungan cawan. Ada dua kontrol negatif
yang disertakan, yaitu formulasi tanpa bahan
aktif dan air steril, masing-masing dihantarkan
dalam volume 40 ul juga. Persentase mortalitas
larva diamati tiap 24 jam selama empat hari
berturut-turut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Viabilitas Spora Bacillus thuringiensis subsp.
gizawai dan Perubahan pH Formulasi Selama
Penyimpanan

Penurunan viabilitas spora yang disebabkan
oleh ketiga macam formulasi yang dicobakan
dapat dilihat pada Tabel 4. Perhatikan bahwa
GC, GD, dan GE vyang disebut sebagai
pembanding sesungguhnya adalah suspensi sel
yang diisikan ke dalam botol-botol berisikan
larutan garam fisiologis. Akan tetapi, sewaktu
sel tersebut dipanen, setelah pencucian, pelet sel
terlebih dahulu disuspensikan kembali dalam
cairan formulasi yang sesuai- (sebanyak 10%
volume cairan fermeniasi). Ternyata pada
ketiga pembanding ini terlihat juga penurunan
viabilitas spora yang berkisar antara 27,32%
(GC) sampai 58,85% (GE) setelah penyimpanan
tiga bulan, Larutan garam fisiologis sendiri
diketahui tidak bersifat toksik, tetapi dalam
penelitian ini lidak ada bahan aktif yang hanya
disuspensikan dalam larutan garam fisiologis

saja, schingga sefauh mana larutan garam
fisiologis  berkontribusi  pada  penurunan
viabilitas spora tidak diketahul.

Turunnya viabilitas spora Bta di dalam
ketiga macam cairan formulasi yang dicobakan
terlihat jauh lebih besar daripada yang lampak
pada pembanding (lihat Tabel 4). Persentasc
penurunan total VSC terlihat semakin tinggl
dengan bertambahnya umur formulasi. Setelah
tiga bulan masa penyimpanan, FE menunjukkan
penurutan terbesar (96,96%) disusul oleh FD
(93,33%) dan FC (92,57%).

Di pihak lain, produk komersial Florbac [c
{(Novo Nordisk, Denmark) yang sudah disimpan
selama tiga bulan temyata memperlihatkan nilai
VSC yang tetap stabil (8x10* spora/ml). Hal ini
menunjukkan bahwa cairan formulasi yang
dipakai oleh produk komersial terscbut dapat
mendukung  stabilitas  spora hidup yang
tersuspensikan di dalamnya, sangat berbeda jauh
dengan tiga formulasi BPPT yang menunjukkan
penurunan total viabilitas spora sampai lebih
dari 90% selama tiga bulan masa penyimpanan.
Berhubung komposisi bahan-bahan formulasi
yang digunakan oleh BPPT merupakan suatu
informasi yang belum dapat dipublikasikan,
maka hal di atas tidak dapat dijelaskan Icbih
jauh.

Pada awalnya, ketiga macam formulasi yang
dicobakan mempunyai pH awal sekitar netral
(6,04-6,58). Sctelah tiga bulan masa
penyimpanan, terjadi penurunan pH pada semua
formulasi sebanyak 0,73 (FC), 0,85 (FD), dan
1,46 (FE) satuan pH. Berbeda halnya dengan
nilai pH produk komersial Florbac fc (Novo
Nordisk, Denmark) yang tetap stabil (pH=4,3)
setelah disimpan selama tiga bulan. Tidak jelas
apakah bioinsektisida komersial ini pada
awalnya disiapkan pada pH netral lalu menjadi
stabil pada pH 4,5 atau memang sudah
mempunyai nilai pH ini sejak disiapkan.

Turunnya nilai pH pada semua formulasi
yang dicobakan kemungkinan disebabkan oleh
reaksi kimia biasa dan bukan oleh fermentasi.
Hal ini terlihat dari nilai pH botol kontrolnya
{cairan formulasi tanpa bahan aktif) yang
cenderung turun pula dengan laju yang hampir
sama {lihat Gamb. 1 dan Lamp. 2). Selain itu,
hasil pengamatan mikroskopik terhadap semua
formulasi sejak sebelum disimpan (t;) sampai
setelah  disimpan seclama tiga bulan (t3)
menunjukkan tidak adanya sel vegelalif,
sebagaimana yang scharusnya teramati bila
terjadi perkecambahan spora dan fermentasi,



Jelas bahwa viabilitas spora dipengaruhi oleh
dua faktor yaitu nilai pH dan cairan formulasi.
Cairan  formulasi yang toksik sebagaimana
tampak pada Tabel 4 yang didukung oleh hasil

Akan tetapi, ketika disimpan sclama 100 hari
pada suhu 30°C, pH naik (dari 6,4 menjadi 8,0)
dan viabilitas spora ada yang hilang.

Tabel 4. Hubungan antara jumlah spora hidup (VSC) Bacillus thuringiensis subsp. aizawai dengan lama
penyimpanan serta persentase penurunan totalnya pada tiga jenis formulasi

o o
7,77 0,57 70,66
8,47 2,34 1,20 0,56 72,37

FE . 8,58 4,06 0,95 0,26 52,68
GC 7,10 6,10 5,91 5,16 14,08
GD 8,30 6,50 3,97 3,03 21,69
GE 8,70 7.80 5,05 3,58 10,34 41,95 58,85

* FC = formulasi C, FD = formulasi D; FE = formulasi E; GC, GD, dan GE = formulasi C, D, dan E di dalam larutan garam
fisiologis
¥ Nilai-nilai VSC yang tercantum merupakan rata-rata dari tiga ulangan; 4 = sebelum disimpan; 1, = disimpan 1 bulan; t, =

disimpan 2 bulan; 1; = disimpan 3 bulan
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Gambar 1. Perubahan nilai pH formulasi selama tiga bulan penyimpanan pada suhu kamar.

bicasai (lihat bawah) dan turunnya nilai pH
menyebabkan penurunan viabilitas spora Bla.
Namun, tidak diketahui berapa besar kontribusi
masing-masing faktor tersebut.

Scbagaimana disitir oleh Vandenberg dan
Shimanuki (1990), Ignoffo pada tahun 1964
dalam  penelitiannya menemukan bahwa
suspensi Bt Berliner disimpan selama 500 hari
pada suhu 10°C terjadi perubahan pH yang
relatif kecil (dari 6,4 menjadi 6,8) tetapi
viabilitas spora tetap stabil.

Stabilitas Kristal Protein Bacillus
thuringiensis subsp. aizawai

Ketiga jenis cairan formulasi yang diujikan
selain menyebabkan deteriorasi spora juga
melarutkan  kristal  protein.  Penurunan
konsentrasi kristal protein terjadi selama tiga
bulan  penyimpanan, namun  persentase
penurunannya tidak scbesar seperti yang terjadi
pada viabilitas spora. Tabel 5 memperlihatkan
persentase penurunan total terkecil pada FC
(42,23%) disusul oleh FD (53,33%) dan FE
(77,22%).



Tabel 5. Konsentrasi kristal protein Bacillus thuringiensis subsp. aizawai dalam tiga jenis formnlasi yang
berbeda serta persentase penurunan totalnya setelah tiga bulan masa penyimpanan

e L ) 3
7,01 4,39 4,05
FD 8,27 5,01 4,67 3,86 39,42 43,53 53,33
FE 8,43 5,98 3,13 1,92 29,06 62,87 77,22
* FC = formulasi C; FD = formulasi D; FE = formulasi £
* Nilai-nilai konsentrasi kristal protein yang tercantum merupakan rata-rala dari tiga ulangan; 1o = sebelum disimpan; 1, = disimpan 1

bulan; t; = disimpan 2 bulan; t; = disimpan 3 bulan

Tabel 6. Hubungan stabilitas kristal protein dalam tiga jenis formulasi bahan aktif Bacillus thuringiensis
subsp. aizawai terhadap mortalitas larva Spodoptera litura instar-1 setelah empat hari

perlakuan
: Fihpannn
PR akyan : FR
FC* 91,67 (88,34) 88,33 (83,33) 81,67 (78,34) 78,33 (75,00)
FD*® 95,00 (85,00) 906,00 (81,67) 88,33 (80,00) 76,67 (68,34)
FE® 96,67 (85,00) 93,33 (81,66) 80,00 (70,00) 75,00 (63,33)
K(-)FC 3,33 5,00 3,33 3,33
K(-) FD 10,00 8,33 8,33 8,33
K(-) FE 11,67 11,67 10,00 11,67
K(-) air steril 0 0 0 0
K{+) Florbac 100 100 100 100

*  FC = formulasi C; FD = formulasi D; FE = formutasi E; K(-) FC, K{-) FD, dan K(-) FE = formulasi C, D, dan E tanpa bahun

aktif Bta

Nilai mortalitas merupakan rata-rata dari tiga ulangan; 1, = sebelum disimpan; 1, = disimpan 1 bulan; 1; = disimpan 2 bulan; 1, =

disimpan 3 bulan
Konsentrasi bahan aktif Bta setara dengan konsentrasi sel dalam 1 mg serbuk
Konsentrasi bahan aktif Bta lidak dapat disetarakan dengan konsentrasi sel dalam 1 mg serbuk
Nilai mortalitas di dalam kurung sudah dikoreksi oleh mortalitas Jarva yang disebabkan oleh cairan formulasi tanpa bahan akuf

n

o

Menurut Keil (1991), diketahui ada sejumlah
zat yang bersifat merusak kristal protein seperti
natrium hipoklorit. Adanya natrium hipoklorit
di dalam formutasi diketahui dapat melarutkan
kristal protein Bt sehingga mengurangi
toksisitasnya terhadap serangga  sasaran.
Kristal protein yang sudah terlarut tersebut
dapat dibuat tidak aktif oleh bahan-bahan
tambahan tertentu seperti asam trikloroasetat
dan merkuri klorida, Sementara bahan lain
seperti senyawa deterjen {(natrium dodesil sulfat
dan triton x-100) dapat membuka struktur
kristalnya sehingga kristal protein menjadi lebih
sensitif terhadap gangguan.

Data pada Tabel 6 menunjukkan bahwa
kematian larva S. /itura ini memang benar-benar
disecbabkan oleh pengaruh bahan aktif Bta yang
diumpankan. Terbukti, pada cawan kontrol
negatif (air suling steril) larva tetap sehat,

tumbuh normal, dan dapat berkembang ke instar
berikutnya. Larva S [itura yang mati akibat
perlakuan  tubnhnya menjadi keriput, kering,
dan berubah warna menjadi coklat kehitaman.
Sementara sisa-sisa larva yang tidak mati bukan
berarti tetap sechat. Larva-larva tersebut
menunjukkan pejala-gejala tidak normal, yai
kurang aktif bergerak, tubuh menjadi kecil dan
kurus serta lambal atau bahkan tidak dapat
berkembang ke instar berikutnya.
Temyata, pemberian cairan formulasi saja
- tanpa dibubuhi bahan aktif dalam semua kasus
menyebabkan mortalitas yang berkisar antara
3,33% (cairan FC) sampai 11,67% (cairan FE).
Hal ini menunjukkan bahwa cairan formulasi it
sendiri mempunyai daya bunuh. Diketahui
bahwa bahan-bahan dalam cairan formulasi
yang dapat meningkatkan daya bunuh bahan
aktif (sinergisme) dapat menunda perkembangan



resistensi hama terhadap bioinsektisida yang
bersangkutan mengingat situs kerjanya berbeda
(Benz, 1971; Thalib, 1992). Akan tetapi, kalau
toksisitas cairan formuiasi  tersebut tidak
selektif seperti yang terjadi dalam penelitian ini,
maka pengaruhnya  justru merugikan.
Sebagaimana yang dikemukakan oleh Angus
dan Luthy (1971), bahan-bahan formulasi yang
digunakan hendaknya mendukung terjadinya
infeksi terhadap organisme sasaran tanpa
mengganggu stabilitas bahan aktifnya.

Tidak ada satupun perlakuan formulasi yang
menyebabkan mortalitas larva 100%, meskipun
sampai hari ke-4. Nilai mortalitas terendah
dicapai oleh perlakuan FE untuk formulasi yang
sudah disimpan selama tiga bulan (63,33%),
sementara yang tertinggi dicapai oleh perlakuan
FC untuk formulasi sebelum disimpan (88,34%).
Berbeda halnya dengan suspensi spora-kristal
vang dihasilkan produk Florbac fc yang tetap
memberikan nilai mortalitas 100% sekalipun
disimpan selama tiga bulan.

Semakin lama disimpan, semua formulasi
Bta yang dicobakan menyebabkan mortalitas
larva yang semakin menurun. Hal ini
disebabkan karena jumlah spora dan kristal
protein (lihat Tabel 4 dan 5) yang diumpankan
mengalami penurunan pula akibat toksiknya
cairan formulasi itu sendiri. Sampai pada suatu
titik (dimulai dengan penyimpanan dua bulan),
konsentrasi spora-kristal di dalam semua
formulasi menjadi sedemikian rendahnya
schingga tidak mungkin lagi disetarakan dengan
konsentrasi spora-kristal vyang dikehendaki
sepertt yang terkandung dalam 1 mg serbuk
bahan aktif / g pakan. Oleh sebab itu, semakin
turunnya mortalitas larva sebagaimana teramati
pada Tabel 6 untuk formulasi yang disimpan
selama doa dan tiga bulan belum tentn
disebabkan  semata-mata oleh  hilangnya
loksisitas kristal protein Bia.

Stabilitas kristal protein Bta hanya diukur
berdasarkan  jumlah  krstal  protein/m]
sebagaimana terhitung oleh hemasitometer dan
keampuhannya melalui bioasai.  Penentuan
konsentrasi kristal protein dengan metode-
metode yang lebih akurat [misalnya metode
Bradford (Bradford, 1976)] tidak dapat
dilakukan karena keterbatasan teknis.
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‘KESIMPULAN DAN SARAN

D1i antara ketiga formulasi cair bioinscktisida
yang diujikan (FC, FD, dan FE), ternyata tidak
ada satupun yang mendukung viabilitas spora
dan stabilitas kristal protcin Bla dengan baik.
Disarankan agar dilakukan perubahan komposisi
bahan-bahan formulasinya sehingga dapat
dihasitkan cairan formulasi yang dikehendaki.
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Lampiran 1. Komposisi pakan ulat dan cara pembuatannya*)

Agar-agar kertas 1,20 g
Kacang jogo 10,00 g
Dedak gandum 10,00 g
Khamir 400g
Air suling 60,00 ml
Bahan B :
Asam L-askorbat 040 g
Asam sorbat 0,14 ¢
Metil-p-hidroksibenzoat 028¢g
Air suling steril ’ 20,00 ml

*} Resep ini diperoleh dari Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan

Cara pembuatan :

Bahan A dan B pada awalnya disiapkan secara terpisah. Pada penyiapan bahan A, mula-mula
sebanyak 1,20 g agar-agar kertas dipanaskan dalam 50 ml air suling sampai larut, lalu dibubuhi bahan-
bahan A yang lain dan diaduk hingga rata. Sisa air scbanyak 10 ml dimasukkan ke dalamnya lalu
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C dan 1 atm selama 15 menit. Sementara itu, bahan-bahan B
yang padat dilarutkan dalam 20 ml air suling steril dan dicampurkan dengan bahan A yang sudah
dibiarkan sampai dingin, dan diaduk secara aseptik hingga rata.
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Lampiran 2, Perubahan pH formulasi selama tiga bulan penyimpanan pada suhu kamar

L 3 3
FC 6,04 5,57 5,51 5,31
FD 6,13 5,66 5,46 -~ 528
FE 6,58 5,99 5,45 5,12

K(-) FC 6,06 5,67 5,37 5,16

K(-) FD 6,11 5,71 5,35 5,12

K(-) FE 6,49 5,37 4,51 4,09

FC = formulasi C; FD = formulasi D; FE = formulasi E; K(-) FC, K(-) FD, dan K(-) FE = formulasi C, D, dan E tanpa bahan
aktif Bta

Nikai-nilai pH yang tercantum merupakan rata-rata dari tiga ulangan, tp = sebelum disimpan; {; = disimpan 1 bulan; t; =
disimpan 2 bulan; t; = disirnpan 3 bulan



