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ABSTRACT

A two level factorial composite experimental design was used in the study of pH and temperature
effects on bioinsecticides production using Bacillus thuringiensis israelensis (B.ti). The statistical analysis

indicates the two factors were major Variablesin the bioinsecticides product. The temperatures (Xé) that ver e
used in thisresearch were low Jeve! (25 °C} and high level (35 °C} and the pH valueswere 5,5 and 8. Two main
parameters in the research were the growsh of B.t.i. and bioinsecticide activity. Growth d B.t.i. Was indicated
by the value d mmimum growth rate, maamum biomass, time needed for the formation of maximum biomass
and substrates utilization of the medium cultivation.

The results of the research indicated that maximum growth rate is influenced by temperatureand pH.
The effect & temperature on the growth d B.ti. was showed Dy numerous value : i.e maximum biomass af
significance level @ 84.16 percent, time needed for the formation & maximum biomass at significance level 0
76,67 percent, Subdtratesutilization at significance level @ 72,65 percent and the effect of pHon time forming
d maximum biomass at  significance leve! & 75,25 percent. Bioinsecticides activity was influenced by
temperature at significance level of 97,1\ percent and by (H at significance leveld 96,95 percent.

Keyword - bicinsecticides, Bacillus thuringiensis var. isvaelensis, two-level factorial experimental design

PENDAHULUAN

Bioinsektisida dari Bacillus
thuringiensis adalah bahan aktif berupa kristal
protein yang bersifat racun {erhadap serangga
tertentu dan dibentuk bersamaan dengan proses
sporulasi. Kondisi kultivasi sclama fermentasi
akan berpengaruh terhadap kristal protein yang
dihasilkan (Pearson dan Ward, 1988; Moms et
al, 19%). Spora dan knstal praen dihasilkan
pada saat akhir dari fase logaritmik (Pearson dan
Ward, 1988).

Bacitlus thuringiensis (Bt} adalah bakteri
bersel vegetatif yang berbentuk batang dengan
vkuran 3-5 milcometer dan  lebar 1,0-1.2
mikrometer ketika tumbuh pada media. Bakteri
ini bersifat gram positif, acrob tetapi umumaya
anacrob fakuitatif, mempunyai flagela dan
membentuk spora. Koloni Bacillus thuringiensis
berbentuk bulat dengan tepian berkerut, memiliki
diameter 5-10 milimeter, berwamna putih, elevasi
timbul dan permukaan koloni kasar (Stahly er al,,
1992; Shieh, 1994). Gill et alf. (1992)
menambahkan bahwa spora yang dibentuk oleh
Baci |l us thuringiensis berbentuk oval, berwarna
hijau  kebirnan dan berukwrar  1.0-1,3
mikrometer

Menunt Gumbira Sa'id (1987), faktor
lingkungan vang  berpengaruh  terhadap
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pertumbuhan sl dan pembentukan produk
adalab suhu dan pH awal media. Nilai pH
mempengamhi fungsi membran/ permeabilitas
sel, sintesis enzim dan komponen sel lainnya.
Scbagai contoh pH dapat menggumpalkan
protein pada titik isoelektrik. Hasil-hasil
penclitian  sebelumnya menyatakan bahwa
kondisi kultur dalam media kultivasi
berpengaruh terhadap pembentukan sporz dan
kristal proteln (Moeris et al., 1996). Selanjutnya
dinyatakan oleh Mouris er a/.(1996), bahwa nilai
pH awal media yang rendah akan menyebabkan
produksi krital protein yang rendah, sedangkan
pH yang tinggi menghasilkan bobot kering
biomassa yang tinggi.

Selain itu, kondisi kultivasi yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan sel adalah
suhu Di atas suhu optimum untuk pertumbuhan,
laju pertumbuhan menurun.  Hal tersebut
dischabkan oleh meningkatnya laju kematian
akibat tegadinya denaturasi protein, yang
berakhir dengan terjadi lisis termal pada sel.
Sebaliknya, ¢i bawah Suhu minimumakan terjadi
penggumupatan membran vang mengganggu
proses transpor substrat sehingga pertumbuhan
terganggn  Suhu optimum akan memberikan
kondisi terbaik untuk aktifitas enzim yang
terlibai dalam metabolisme sel. Sikdar e ol
(1991) menyatakan bahwa dalam kultivasi
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bioinscktisida olech B ¢ suhu tidak berhubungan
secara langsung dengan pertumbuhan sel dan
produksi kristal protein

Di lain pihak, hasil penelitian Schnepf
ef al.(1998) menunjukkan bahwa struktur dan
susunan asam-asam  amino  didalam toksin
berpengaruh terhadap toksisitas bioinsekusida.
Keberhasilan produksi bioinsektisida
dipengaruhi oleh terbentuknya kristal prolein
sclama proses sporulasi. Berdasarkan fenomena
tersebut, pH dan suhu diduga akan memberikan
pengaruh yang nyata mengingat produknya
adalah protein dan spora.  Protein adatah
bentukan yang peka terhadap suhu dan pH.
Sedangkan spora adalah bentukan sel vang pada
unumaya disintesa pada kondisi ckstrim.  Oleh
karena itu dalam penelitian ini dilakukan iajian
yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu
dan pH terhadap faktor-faktor penting dalam
produksi bicinscktisida yaitu pertumbuhan sel
Bacillus  thuringiensis  israelensis  (B.ti.),
pembentukan spora  dan pembentukan kristal
protein.

METODE PENELITIAN

Karakterisasi Media Kultivasi dan Persiapan
Inoknlum

Karakterisasi media fermentasi meliputi
analisa komposisi media yaitu onggok tapioka
dan urea sebagai sumber karbon dan sutrogen.
Onggok tapioka berasal dari daerah Kedung
Halang Bogor dalam bentuk kering. Untuk
mendapatkan tepung onggok tapioka dilakukan
penggilingan yang berinjuan untuk meinecah
partikel dengan menggunakan Hammer mill,
kemudian dilakukan penyaringan dengan ukuran
100 mesh. Terhadap tepung onggok tapioka yang
dihasilkan, dilakukan analisa kadar karbon
(metode Total Karbon Organik, TOC Analyzer).
kadar nitrogen (Kjeldahl, AOQAC, 1984), kadar
air (AOAC, 1984) dan kadar abu (AOAC, 1984).
Untuk urea dilakukan analisa guna mengetahui
kadar nigogen dengan menggunakan metode
Kjeldhal. Hasil analisa kadar karbon dan
nitrogen digunakan dalam formulasi media
fermentasi.

Penyiapan inokulum dilakukan dengan
menumbuhkan produk komersial bioinseklisida
(Vectobac) kedalam agar miring yang berisi
nutrien agar steril dan diinkubasi selama 24 jam
pada suttu 30°C. Tujuan tahapan tersebut adalah
untuk mendapatkan sel B.ri dalam keadaan
segar. Tahap selanjutmya adalah melakukan
inokulasi sebanyak satu lup biakan B.f kedalam
mmedium nwrien  broth (NB) secbagai labu
pembibiian 1 kemudiau dilakukan  inkubasi
selama 12 jam, 300C dalam water shakerbath.
Tujuan dan penyiapan inokulum | adalah untuk
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mendapatkan  kondisi periumbuhan  yang
optimum yang berasal dari media padat {agar
miring) ke media cair. Inokulum  hasil
pembibitan 1 digunakan unfuk menginokulasi
medium pembibitan 2 sebanyak 5 persen.
Mediym pembibitan 2 berisi medium yang
digunakan untuk memproduksi bioinsektisida.
Menunzt Hartoto (1992), sebelum diinokulasikan
ke dalam medium kultivasi/produksi, perlu
dilakukan pengembangan inokulum beberapa
tahap yang bertujuan untuk mengadaptasikan sel
ke dalam medinm kultivasi agar biomassa
tumbuh dengan baik serta menghasilkan produk
yang diinginkan dalam jumlah dan kualitas yang
baik.

Penentuan Pengaruh Subu dan pH Terhadap
Pertumbuhan )

Kultivasi dimulai dengan menyiapkan
media yaitu onggok tapioka, urea dan mineral
(trace  element). Formulasi media dibual
berdasarkan rasio C/N  optimal yaitu 7
(Wicaksono, 2002) dan penambahan  frace
element. Jenis dan jumlah mincral yang
digunakan dalam formulasi scsuai dengan yang
digunakan oleh Dulmage dan Rhodes {197
yang terdiri dari 0.3 g/l MgS0,7H0, 0,02 /1
ZnS0.7 H0, 0,02 gl FeSO, Bahanbahan
untuk  menvusun media  kultivasi ditambah
larutan buffer dengan nilai pH sesuai dengan
perlakuan kemudian disterilisasi.  Sterilisasi
dilakukan terpisah antara sumber kartbon dan
sumber nitrogen.

Media sterit diinokulasi dengan kultur
yang  sudah disiapkan ~ dalam  tahap
pengembangan inokulum Kultivasi dilakukan
dalam labu erlenmeyer volume kerja 500 mi
yang diisi media sebanyak 150 ml dengan
menggunakan warer shakerbath dan diinkubasi
selama 72 jam. Suhu inkubasi dalam wafer
shakerbath diatur sesuai dengan pertakuan.

Analisa terhadap pertumbuhan B.ti
dilakukan terhadap contoh yang diambil pada
jam ke- 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, dan T2,
Analisis tersebmt meliputi pengukuran bobot
kering biomassa dan penggunaan substrat. Hasil
dari penghitungan bobot kering biomassa
digunakan untuk menentukan laju pertumbuhan
sel, bobol biomassa maksimum dan waktu
terbentuknya bobot biomassa maksimum

Pengujian Aktivitas Bioinsektisida

Analisa terhadap aktivitas  bioin-
sektisida dilakukan terhadap conioh yang
diambil pada jam ke- 24, 48 dan 72. Aktivilas
bioinsektisida (bioassav) dilakukan dengan
mengikuti prosedur Yamamoto el al., {1983).
Pengujian dilakukan terhadap 10 larva nyamuk
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Pengaruh MH dan Suhu Terhadap Produksi Bicinsektisida

Aedex aegypti dalam 10 ml air yang sudah diisi
produk mengandung kristal proten dan dibiarkan
selama 24 jam. Kontrol yang digunakan dalam
bi cassay adalah air sebanyak 10 ml yang berisi
10 larva nyamuk Aedes aegypti lanpa
penambahan kuistal protein  (bicinsektisida).
Setiap set bioassay diulang scbanyak tiga kali.
Aktivitas bioinsektisida dinyatakan sebagai LCs
yaitu konsentrasi yang menvebabkan 50 % larva
nyamuk mati. Nila LCs  tersebut dihitung
dengan menggunakan analisa Probit Quant (
software berasal dari Steve Mound, Universiry d
Wales, College d Cardiff Inggris).

Pengukuran Jumlah Spora

Analisa terhadap produk yaitu jumlah
spora hidup dilakukan terhadap contoh yang
diambil pada jam ke- 24, 48 dan 72. Jumiah
spora hidup ditentukan dengan mengikuti
prosedur Mummigati dan Raghunathan (1990)
yaitu dcngan melakukan sederetan pengenceran
dan dicawankan denpan metode cawan sebar
pada medium NA (Mutrient Agar). Sebelum
serbuk spora kristal diencerkan, teriebih dahuiu
diberi renjatan panas pada hu 65 °C selama 15
menit untuk membunnh sel-sel vegetatif, Koloni
yang tumbub sefelzh dicawankan adalah sel
spora. Hadl analisa pengukurar akiivitas
bioinsektisida (potensi produk) dan jumlah spora
hidup dihitung dengan SPSS dengan variabel
waktu untuk mendapatkan waktu pemanenan
produk bioinsektisida.

Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan vang & —
&am penelitian ini ad& rancangan faktorial
dua tingkat (two Jevel factorial) dengan dna
faktor perlakuan yaitu Uhu (X;} dengan nilai
rendah dan tinggi masing-masing 25 dan 35 °C
dan pH (X;) pada 55 dan 8. Matrik periakuan
selama fermentasi disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Matrik Periakuan Suhu dan pH untuk
Produksi Bioinsektisida

No Kode Nilai Nilai Ashi
X, X; Subu pH
1 -1 -] 25 55
2 -1 +1 25 8
3 0 0 30 6.75
4 0 0 30 6.75
5 +1 -1 33 55
6 +1 +1 33 8

Model rancangan percobaan faktorial
untuk mengstahui pengaruh linier darn kedua
variabel terhadap respon yang diinginkan adalah
sebagai berikut
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2
Y=a,+ Zla,-xﬁ&a,-jx,-xj

Kelerangan :
Y = Respon dari masng-masing
perlakuan
a ,a;3 = Koefisien parameter
X = Pengaruh linier faktor perlakuan
ulama
%, = Pengaruh linier dua faktor perlakuan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi M edia Kultivasi dan Persapan
Inokulum

Hasil amalisa kadar karbon dan kadar
nitrogen onggok tapioka dan wrea dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 2. Kadar Karbon, Kadar Nitrogen, Kadar
Abu dan Kadar Air dari Onpggok

Tapioka
N0  Komponen Kadar (persen) !
Onggok | Urea
lapioka

1 Karbon (C) 40 43 20
2 | Nitrogen (N) 0.143 45.2
3 Sulfur (8) 1 -

4 Abu 087 -

3 Air 2.11 -

Berdasarkan Tabel 2 diatas, onggok
lapioka mengandung unsur karbon dalam jumlah
yang relatif tinggi yaitu 40.43 persen. Hal ini
disebabkan karena kandungan pati dalam onggok
tapicka yang cukup tmgg yaitu 60 — 70 persen
berat kering (Abbas, 1985). Komponen media
yang digunakan sebagai sumber nitrogen adalah
urea Hasil analisa menunjukkan bahwa kadar
nitrogen wurea scbesar 452 persen. Kadar
nitrogen terscbut tidak berbeda dengan hasil
James (1993) yaitu kadar nitrogen tertinggi Urea
schesar 46 persen.

Hasl| analisa dari onggok tapioka dan
urea berguna untuk menentukan nilai nishah
karbon dan nitrogen. Nilai nisbah karbon dan
nitrogen (nilai C/N) onggok tapioka dan urea
yang digunakan sesuai dengan nilai C/N untuk
pertumbuhan mikroorganisme yaitu sebesar 7/1
(Wicaksono, 2002).

Pengaruh Swhu dan pH terhadap Laju
Pertumbuhan

Hasil analisa statistik menunjukkan
bahwa lgju pertumbuhan maksimum (0 o)
dipengaruhi suhu (X)) dan pH (X;). Koefisicn
paramelcrt  dgn milai  signifikansi  laju

pertumbuhan maksimum (1 .’ disajikan pada
Tabel 3.
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Pengaruh plf dan Suhu Terhadup Produksi Bioinsektisida .. ... .

pertumbuhan  menurun,  discbabkan  oleh
meningkamya lajy kematian aldbat terjadinya
denarurasi protemn, yang berakhir dengan lerjadi
lisis termal pada sel.

Derajat  keasaman (pH)  (Xy)
memberikan pengarmih negatif pada  tingkat
signifikansi 80.92 persen terhadap bobot keting
biomassa maksimum. Hal mi berhubungan
dengan keonversi media (sumber karbor dan
nitrogen) menjadi  biomasse dan  produk.
Petlakuan terhadap pH nwal medium fermemtasi
akan berpengaruh terhadap sintesa sumber
katbon. Hal imi discbabkan karena sel akan
mengkonsumsi substrat sederhana kemudian
baru mengkonsumsi substrat yang kompick.
Selama Bt mengkonsumsi sumber karbon,
maka aken terjadi penurunan nilai pH selama
kultivas. Hal ini disebabkan karena terbentuknya
asam-asam organik akibat proses katabolik
terhadap glukosa yang terdapai pada sumber
karbon. Menurut Benoil et o/ (1990). proses
katabolik terhadap glukosa lersebut oleh Bacillus
thuringiensis melalui  Embden  Meyerhoff
Pathway (EMF) dan lintasan pentosa fosfat.
Proses perombakan ini menghasilkan ATP dan
asam-asam organik, seperti asam piruvat, asam
sitrat, asam laktat dan asetoin. Bacillus
thuringiensis bersifat kemoheterotrof, pada
umumnya mengoksidasi karbohidrat secara
aerobik untuk membentuk asam organik yang
dioksidasi lebih lanjut menjadi CO; Norris
(1971) menyatakan bahwa pada fase
cksponensial, Bacillus thuringiensis
menggunakan gula daam media dan
menghasilkan asam aseiat serta asam piruvat
yang menyebabkan pH media mengalami
pehurunan  pada wakitn inkubasi teriemtu.
Meskipun begitu, nilai pH masth pada kisaran
nilai pH perumbuhan B ¢

blomassa maksimal {mg/mi)
12

Gambar 1 Pengaruh Interaksi Suhu (X;) dan pH
(X;) Terhadap Bobot  Kering
Biomassa Maksimum.

Dari hasil analisa statistik, intcraksi dua
faktor yaitu subu selama kultivasi dan pH awal
medium berpengaruh  positif terhadap bobot
kering biomassa moksimum. Suhu dan pH awal
medium berpengaruh terhadap konversi substrat
sebagai sumber karbon, Semalkan tinggi suhu dan
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pH awal medium (terbatas pada sclang vang
dicobakan) akan menyebabkan semakin tinggi
bobot kering biornassa maksimum.

Pengaruh SuhU dan pH terhadap Waktu
terbentuknya Biomassa Maksimum (t-maks.)

Hasi! analisa statistik menunjukkan
bahwa, faktor ahu (X)) dam pH (X3)
berpengaruh  terhadap  wakin  terbentukmya
biomasa maksimum (1-maks.). Koefisien
parameter dan nilai  signifikansi  wak
terbentuknya biomassa maksimum  (t-maks.)
disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Koefisien Parameter dan Nilai

Signifikansi Waktu Terbentuknya
Biomassa Maksimum (t-maks.).
mlrameter. Koefisien | Signifikansi |
Intersep 482.1 90. 53
Suhu (X,) -23.76 88.34
pH (X2) -25.2 87.63
Interaksi X, dan X, 0.72 85.98
R’ 94.61

Berdasarkan Tabel 5, dapat dilihat
bahwa faktor 2uhu selama kultivasi berpengarah
negatif terhadap waktu terbentwknya biomassa
maksimum (t-maks.) pada tingkat signifikansi
88.34 petsen. Semakin tuggy subu  yang
diberikan pada selang yang dicobakan (hingga 35
°C) akan menycbabkan wakm terbentuknya
biomassa maksisum semakin singkat. Hd i
sesuai dengan hasil analisis pengaruh suhu
terhadap [gu pertumbuhan. Semakin tinggi suhu
{ terbaias pada selang yang dicobakan), laju
pertumbuhan semakin tinggi vang artinya waktu
pembentukan biornasa masimum semakin cepat.
Hal ini diduga karena semakin tngg suhu ( pada
selang percobaan ) maka laju metabolisme
substrat akan semnakin tinggi sehingga biomassa
maksimum cepat terbentuk ( Moo-Young, 1985)..

Derajat  keasaman  (pH) (X2)
berpenganth negatif terhadap waktu
ferbentuknya biomassa maksimum (t-maks.).
Semakin tinggi pH awal medium kultivasi (pada
selang nmilai pH vang dicobakan) akan
menyebabkan semakin  cepat  terbentuknya
biomassa maksimum. Menurut Rahayuningsih
(2003), derajat keasaman (pH) dalam medium
kmliivasi memegang peranan yang penting dalam
penyediaan kondisi yang tepat sehubungan
dengan stntesa enzim dan fwrnover protein.
Selain itw, milai pH mempengaruhi fungsi
membran/ permeabilitas sel. sintesis enzim dan
komponen sel lainova, Semua galer Bocillus
thuringiensis memiliki enzim amilase (Bernhard
dan Utz, 1993). Enzim amilasz berperan dalam
pemecahan pati pada onggok tapioka menjaci
gula sederhana yang merupakan sumber energi
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untuk pertumbuhan, pemeliharaan sel dan
pembentukan produk.

waktu maksimat

1T -
(Jam}) " \

i

0

D

Gambar 2. Pengaruh Interaksi Suhu (X,) dan pH
(X;) Terhadap Waktu Terbentuknya
Bobot Kering Biomassa Maksimurm.

Hubungan antara faktor suhw sclama
fermentasi dan pH awal medium disajikan pada
Gambar 2. Interaksi anara dua faktor tersebut
berpengaruh positif pada ungkat signifikansi
85.98 persen. Hal ini diduga karema dengan
semakin meningkainya suhn dan pH (terbatas
pada selang yang dicobakan}, konversi substrat
onggok tapioka terjadi secara cepat schingga fase
pertumbuhan  logaritmik berlangsung  lebih
singkat  yang berakibat pada lebih cepal
tercapainya fase stasioner (bobot  kering
piomassa maksimum tercapai lebih awal).

Pengaruh Suhn dan pH terhadap Penggunaan
Substrat.

Selama kultivasi berlangsung, sel akan
mengkonversi substrat sumber karbon menjadi
biomassa dan produk. Hal ini ditandai dengan
berkurangnya konsentrasi substrat yaite nilai
kadar gula sisa. Tinggi rendahnya kadar gula sisa
dalam medium kuitivasi  dipengaruhi  oleh
kemampuan sel dalam mengkonversi pati dan
sutnber karbon menjadi biomassa dan produk.

Pada Tabel 6, disajikan koefisien
parameter dan nilai signifikansi dari efisiensi
penggunaan substrat.

Tabel 6. Koefisicn Parameter dan Nila
Signifikansi Efisiensi Penggunaan

Sybstrat.

Paraméeter Koefisien | Signifikansi
Intersep 1353.1345 86,22
Suhu (X)) 24,2162 86.33
oH (X;) 9514 56.83
Tnteraksi X; dan X, | 0.4164 $8.99

R l 83.87 l
Hasil analisa  secara  statistik.

menunjukkan bahwa faktor subu selama
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fermentasi berpengarh negatif terhadap efisiensi
penggunaan  substrat sisa pada tingkatl
signifikansi 86.33 persen. Hal ini berani bahwa
semakin tinggi suhu yang digunakan (pada
selang milai yang dicobakan) substrat yang
digunakan semakin sedikit/rendah.  Hal ini
diduga discbabkan karcna terpengarnhnya
enzim-enzim yang memetabolisme substrat oleh
suhu dimana pada suhu yang teralu tinggi (di
atas optimum), maka laju denaturasi protein (sel
dan enzim) akan terjadi. Akibatnya substrat yang
dimetabolisme semakin kecil.

Hasil penelitan menunjukkan temyata
derajat keasaman (pH) tidak berpengaruh dalam
penggunaan substrat selama kultivasi. Hal int
mungkin discbabkan karena enzim amilase
masih ak#if pada selang nila) pH antard 55— 8
(Wang et al., 1979).

Pengukuran jumlah Spora Hidup

Pada penclitian  yang dilakukan,
perhitungan jumlah spora hidup dimulai pada
jam ke-24 dimana kultivasi mulai memasula fase
stasioner, Pemilihan waktu pengukuran jumiah
spora pada jam ke-24 karena diduga sel mulai
mengalami sporulasi.  Hal ini sesuai dengan
Sukmadi ef af., (1996) yang menyatakan bahwa
pembentukan spora mulai terlihat nyata pada saat
fase eksponensial akan berakhir yaitu saat
dimulainya fase stasioner.

Log VSC {sporaimi)

= 2555 m25-8 030-6.75 030-6.75 mAs-5502354

Gambar 3. Jamlah Spora Hidup Dalam Produk
yang Dipanen.

Pada Gambar 3 dapat dilihat bahwa jumlah spora
tertinggi terdapat pada jam ke-72. Faktor subu
berpengamh tethadap pembentukan spora yaitu
semakin tinggi suhu (terbatas pada selang yang
dicobakan) termyata menyebabkan semakin
sedikit terbentuknya spora Hal ini diduga karena
suhu berpengaruh terhadap pertumbuhan  B.Li
vaitu semakin tinggi suhu yang diberikan
mncyebabkan semakin furunnya nilai  babot
kering biomassa. Penurunan hasil sel pada saal
st ditinggikan kemmngkinan discbabkan oleh
peningkatan kebutuhan pemeliharaan se! yaitu
mekanisme periahanar sei dani denaturasi akibat
naiknya suhu. B¢ adalah bakteri vang dapat
membentuk spora. Spora pada UmAMNYa

i
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dibentuk pada saat kondisi ekstrim, misalnya
subu vang terlalu tinggt atau berkurangnya
nutrien dalam substrat (Sukmadi ef al., 19%).

Waktu Mtivas berpengarub terhadap
pembentukan spora yaitu semakin lama waktu
menyebabkan semakin banyak spora yang
terbentuk. Hal ini  berhubungan dengan
penggunaan subsirat selama kultivasi, yaitu
scmakin lama  kultivasi berlangsung akan
menycbabkan terjadinga  penurunan  jumlah
substrat. Penurunan konsentrasi substrat akan
mempengaruhi pembentukan spora.

Pembentukan spora selama kullivasi
merupakan hal yang sangat penting karena
pembeniukan kristal protein sebagai bahan aktif
bomsektisida terjadi bersamaan  dengan
pembentukan spora. Semakin banvak spora yang
dibentuk diharapkan semakin tinggi pula jumlah
kristal protei n yang terbentuk,

Penentuan Aktivitas Bioinsektisida (Bioassay)

Pencntuan  aktivitas bahan  aktif
bioinsektisida dapat  ditentukan  dengan
melakukan pengyjian bahan aktif produk
bioinsektisida terhadap serangga target dengan
teknik bicassay Efektifitas  bioinsektisida
ditentukan oleh tingkat mortalitas serangga
target Tingkat mortalitas serangga target ini
ditentukan sebagai nila LCy dan potensi produk
bioinsektisida. I.Cs merupakan satuan yang
menyatakan konsentrasi produk yang mampu
membunuh 50% dari populasi serangga uji
(target). Semalkdn kecil nilai 1.Csq maka procduk
semakin efektif, yang berarti semakin besar
toksisitasnya.

Hasil pengujian pada  kontrol
menunjukkan bahwa semua lama nyamuk yang
dinjikan tidak mati. Penentuan potensi standar
produk (IU/mg) diperoleh dari perbandingan
LCsp standar dengan LCs; contoh uji dikalikan
dengan potensi standar menurut Institute Pasteure
Standard 1982 (IPS 82) yaitu 15000 IU/mg.
Hasil penclitian menunjukkan bahwa waktu
kultivasi berpengaruh  tethadap  aktivitas
bioinsektisida. Semakin lama wakm kultivasi
(terbatas pada selang yang  dicobakan)
menyebabkan semakin tinggi potensi produk
bioinsektisida sehingga kemampuan untuk
membunmuh larva semakin efektif. Hal ini diduga
berkorelasi dengan pembentukan spora-krisial
vaim semakin lama waktu kultivasi maka spora
yang terbentuk sernakin tinggi. Karena kristal
proten dibentuk  bersamaan dengan
pembentukan spora. maka berarti bahwa kristal
praen yang dibentuk juga semakin banyak
sehingga potensi bioinsektisida juga semakin
besar. Pemyataan terscbut tidak terlaly benar,
karena  dari hasil penditian terlihat bahwz
potensi bisinszktisida dari perolehan sporz yang
tertinggi  vaite pada petlakuan suhu 230C dan

72

pH 5.5 ternyata tidak yang tertinggi. Diduga
protein penyvusun kristal adalah faktor yang
mempengaruhi toksisitas.

Tabel 7. Perbandingan Bobot Kering Biomassa,
Log VSC Produk. LCs,
dan Patens Produk Bioinsektisida.

Subu | PH X Log LC . | Potensi
(x) | (xp | (mg/ml) | VSC | (ug/ml) | (IU/mg)

25 335 2.42 8.090 0.05 19314

25 8 0.50 7.851 0.04 24143

0 [6.75 220 7496 011 B779

30 | 675 2.40 7255 012 8048

35 3.5 2.24 6.665 0.1 %657

35 8 1.48 6845 | (.29 333c

Pada Tabel 7 terlihat bahwa semakin

kecil nilai LCs, maka semakin tinggi cfektivitas
produk bioinsektisida yang dihasilkan Salah sat
faktor yang menentukan tingginya toksStas
adalah potensi dari kiistal proteén yang
dipenganhi oleh komposs protein
penyusunmya.  Yamamoto et al, (1983),
menyatakan bahwa Bucillus thuringiensis subsp.
israelensis (B.ti) dapat memproduksi bunyak
krstal proien dengan berbagai ukuran dan
bentuk. Komposisi protein kompleks dari B.ri
menyebabkan variasi dani beatuk kristal, Struktur
dan susunan asam-asam amino didalam toksn
berpengaruh terhadap toksiSitas bioinsektisida
{Schnepf er af., 1998).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa potensi
produk bioinscktisida tertinggi diperoleh dari
perlakuan kultivasi 25 °C dan pH awal medium 8
yaitu sebesar 24.143 IU/mg. Hd ini
menunjukkan bahva produk bioinsektisida yang
dihasilkart mempunyai potensi 1.6 kali iebih
besar dibandingkan dengan produk komersil
(Vecfobac). Nilai potensi yang tinggi juga
menunjukkan bahwa BaciNus thuringiensis
subsp. israelensis (B.1.i) dapat menghasilkan S-
endotoksin dengan tingkat toksisitas t e w
padasuhu 25 “C dan pH awal medium 8.

Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas
Bioinsektisida
Hubungan antara faktor reaksi terhadap
respon  Yaitu aktivitas bioinsektisda dapat
disajikan dalam model atan persamaan linier,
Melalui persamaan livier dapat diketahui
pengaruh linier dari perlakuan suhu selama
fermentasi, pH awal medium fermentasi serta
interaksi antara dua faktor yaitu (subu dan pH)
terhadap respon yaitu aktivitas bioinsektisida,
Salah satu indikator dari pengujian
aklivitas bioinsektissda  (bioassay)  adalsh
kemampuan untuk membunuh larva myamuk
Aedes aegypti. Respon dari penentuan aktivilas
bioinsektisida adalah nilat potensi produk yang
besar atau nilai LCs yang kecil. Hal ini berani
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scmakin  kecil nilai LCso akan memiliki
efcktivitas dava bunoh yang besar.

Tabel 8. Parameter Koefisien dan Nilai
 Signifikansi Aktivitas Bioinsekusida

| Parameter Koefisien | Signifikansi
Intersep 1.222 93.67
Suhu (X)) 0,051 90,78
pH (%) 0.204 97.32
Interaksi X, dan X, | 0.008 97.76

R’ 99.88 ]

Hasil analisa statistik menunjukkan
bahwa, faktor suhu selama kultivasi dan pH awal
media berpengaruh negatif terhadap aktivitas
bioinsektisda. Suhn (X;) berpengaruh negalif
tethadap aktivitas bioinscktisida pada tngkat
kepercayaan 90 persen. Hal ini berarti bahwa
semakin tinggi SUhu (ierbatas pada selang yang
dicobakan) menyebabkan semakin kecil mnilai
LCso yang berarti semakin efektif.

Hasl penditian menunjukkan bahwa nilai
jumlah spora hidup( VSO) tertinggi terdapat peca
perlakuan suhu 25 °C yaitu 12,77 x 10 spora/ml.
Hal ini sesuai dengan potensi produk
bioinsektisida yang tinggi juga terjadi pada
suhu 25 °C. Dari hasil penditian diperoleh
bahwa ada korelasi antara pembentukan spora
dengan  akiivitas  bioinsektisida. Menurut
Rahayuningsih (2003), kondisi lingkungan (suhu
dBIlpH)berpengaruhp(:dastablhIaSmRNAys‘ac];
menyandikan gen pembentukan spora dan kn
(gen Cry). Gen tersebut menentukan karakter
toksin yang dihasilkan. Karakter toksin yang
dihasilkan berpengaruh pada toksisitas yang
dapat dilihat dari hasil bioassay.

Faktor pH berpengaruh negatif pada
tingkat kepercayaan 95 persen.  Hd ini berarti
bahwa  semakin tinggi pH awal medium
(tcrbatas pada selang yang dicobakan) nilai LCso
semakin kecil atau potensi produk bicinsektisida
semakin besar. Hal ini diduga proses sintesa
kristal protein dan sporulasi berjalan optimal.
Keadaan ini discbabkan oleh lingkungan pH
yang cukup optimal sehingga aktivitas enzim
yang berperan dalam sporulasi dan sintesa kristal
protein juga tnggl. Agaisse dan Lereclus
(1995) merangkum beberapa faktor yang
berkontribusi pada tingginya kristal proten.
Mereka mengemukakan bahna mekanisme
ranskripsi memegang peranan penting, Stabilitas
mRNA berperan dalam ekspresi gen yang
menyandikan kristal protein Dengan demikian,
derajat  keasaman (pH) dalam  medium
memegang péranan  yang noyata dalam
penvediaan  kondisi yang tepat  sehubungan
dengan siniesa enzim dan mrnover proteiln,
sehingpa berpengaruh terhadap suntesa kristal
protein dan toksisitasnya erhadap larva nyamuk
Aedes aegypit
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Gambar 4 Pengaruh Interzkst Suhu (X1) dan Ph
(X3) Terhadap Aktivitas
Bioinsektisida (potens: produk).

Inleraksi antara Uhu selama kultivasi
dan pH awal medium berpenganuh paositif pada
tingkai kepercayaan 95 persen. Pada Gambar 4,
diketabui terdapat perbedaan kemiringan antara
garis -X» dengan gars  +X»  yang
mengindikasikan penurunan potensi produk atau
aktivitas  bioinscktisida  scjalan  dengan
peningkatan sphu selama kultivasi pada selang
nilai yang dicobakan Pepmwrunan aktivitas
bioinscktisida mungkin disecbabkan dalam prosss
pembenfukan kristal protein semaldn winggi suhn
berkombmas1 dengan semakin tingginya pH

hingga melebihi nilai optimal, akan terjadi
denatwrasi protein dan terpanggunya sintesis
enzim  Hal ini menyebabkan potensi kristal
protein yang bersifat toksik berkurang.

KESIMPULAN

Pada selang suhu yang dicobakan yaitu
antara 25 hingga 35°C hasl penelitian
menunjukkan bahwa suhu berpengaruh negatif
terhadap bobot kering biomassa maksirmum,
waktuy terbenfukmya biomassa maksimum (i-
maks.) dan efisiensi penggunaan substrat Ssa.
Bobot kering biomassa dipengaruhi pada tingkat
signifikansi 92.08 persen, waktu tercapainya
biomassa maksimum pada tingkat signifikansi
88.34 persen dan efisicnsi penggunaan sybstrat
sisa dipengaruhi pada tingkat signifikansi 86.33
persen.  Faktor pH pada sdang nilai yang
dicobakan, berpengaruh negatif terhadap wakiu
terbentuknya biomassa maksimal pada tingkat
signifikansi 87.63 persen.

Aktivitas bioinsektisida juga
dipengaruhi oleh suhu dan pH. Suhu
berpengaruh negatif sedangkan pH berpengaruh
positif artinya pada sdang suhu yang dicobakan,
semakin tingg <Uhu aktivitas bioinsektisida
cenderung menurun, sebaliknya pada selang pH
png dicobakan semakin tinggi pH, aktivitas
bioinsektisda cenderung meringkat.  Hasil
peneiitian  mi dapat aimanfaatkan untuk
penentuan selang nilai optimasi suhu dan pH
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untuk produksi bioinsektisida dari  Bacilius
thuringiensis var. [sraelensis menggunakan
substrat onngok tapioka.
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