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ABSTRACT 

A two Imel fuctorial compsi& experimental &sign was used in  he study of pH and fempratue 
effects on bioinsectici&s production w-ng Bacillus thunngiensis isroelensis (B.f.i.). The srarisrical anabsis 
indicates the two Jacfors were mojor variables in the bioinsecticides pdrrct. The temperalum fhaf were 
used in this research were low leve! (25 OCJ md high level (35'C) and rhe pH values were 5,5 and 8. Two main 
parameters in the reseamh were the p w r h  ofS.t.i  and bioinsecticide activiw. Growth of B.1.i. was indicaled 
by the value of mmimum g w t h  rate, mmcimum biomass, time needed f i r  the JiKmation oJmmrimum biomass 
and substrates utilization ofthe medium arltivdion. 

The results ofthe r e s e d  tndicaed thal maximum growth rare is inj7uemd by temperature and pH. 
The e e c t  of tempramre on the gmwth of I3.t.i. was sfrowed by numemars value : i.e d m u m  biomass af 
sign@canw level of 84.16 percent. time mded  for the formation of mmimum biomasr at slgn.iJcaltce level of 
76,67 prcen f, substrates uti/izahahm at Jign#canw lev@! of 72,65 pmxt and bre eBct ofpH on rim fuming 
of mmdmum biomass at signflcmrae &I of 75,25 percent. Bioinsectia&s activiw was infltrenced by 
femperarure at sign@mce Iwel of97,i I p m n t  and by pH at sign'ficmce Cewl of 96,95prcenl. 

Keyword : bioinmctici&s, BBQllus thurhgiensrnSrs vm, israelensts, twu-IeveiJa~lorial eqerimntal design 

PENDAHULUAN 

Bioi~ktisida dan Bacillus 
thuringienns addah bahan aktif bmqm hhl 
protein yang b e d a t  r a m  terhrsdap saangga 
tertentu dan dibentuk be- dagan proses 
sporulasi. Kondisi Mtivasi selama fennentasi 
akan berpengruh terlladap hstal protein yang 
dihasilkan (Pearson dan Ward, 1988; Moms et 
01.. 19%). Spora dm knstal protein drbasilkan 
pada saat akhif dari fase Iogaritmik ( P a m u  dan 
Ward, 1988). 

Bac~ilus thuringiensis (B1I adalah bakteri 
bersel vegetatif yang berbentuk bataag k g a n  
ukuran 3-5 &meter dm lebar 1,O-1,2 
rmkrometer ketika hunbuh pada media. Bakteri 
ini bersrfat gram p h f ,  a d  cetapi umumnya 
anaerob fakultatif, mempunyai flagela dan 
rnernbentuk spora. Koloni Bacillus thun'ngtensis 
b e h e  bulat dengan tepian hrkuut, mcmilih 
diameter 5-10 milimeter, berwarna putih, elevasi 
timbul dan perm- koloni kasar (Stahly el nl., 
1992; Shiek 1994). Gill et al. (1992) 
menambahkan bahwa qmra yang dhntuk oleh 
Bacillus thuringiensis behtuk wal, berwarna 
hijau kebiruan dm berukuran 1.0-1,3 
mikrometer 

Menund Gumbira Sa'id ( 1  987), faktor 
lingkungan ymg bcrpengaruh terhadap 

pertumbuhan sel dan pembentukan p d u k  
adalab suhu dan pH awal h a .  Nilai pH 
mempgaruhi fungsi mernbcd perrneabilitas 
set, sintesis & dm komponen sel lainnya. 
Sebagai contoh pH dapat menggumpalkan 
protein pada tirik isoeleklrik. Hasil-has11 
penelitian a t u m a y a  menyahkan bahwa 
ko&i Mtur d a b  media kultivasi 
-m 1- pembent- span 
laistal protein (Mmk et al., 19%). Selanjulnya 
dinyatakan oleh Marris el a1. (19%), bahwa nih 
pH awal media yang rendah akan menyebabkan 
p d u k s i  krital w i n  yang rendah, h g k a n  
pH yang tin@ rwnghrlkan b o b  kering 
biomassa yang tinggi. 

Selatn itu, kondisi Mtivasi yang 
berpengaruh tellldap pmmbuhan sel adalah 
suhu Di atas suhu optimum urttuk pertumbuhaq 
laju p t u m b u h  menurun Hal tersebut 
didmbkan oleh mtningkatnya laju kematian 
&bat tejadinya denarurasi protein, yang 
berakhir dengan wadi lisls t e d  pnda sel. 
Sebaliknya, d~ bawah suhu minimum akan terjah 
~ c n g g u m w  manbran Yaw meww'ggu 
prwes b a m p r  substrat s e w  prtumbuhan 
terganggu Suhu optimum akan m&rih  
kondrsi terbark untuk Wtas enzim yang 
terLbai dalam rnelabolisme sel. S&.dar ei al. 
(1991) rneqvatakan bahu3 dalam kultivasi 

prduksi kristal protein 
ni lain pihak hasil penelitian Schnepf - - .. 

et d(1998)  menunjulden bahwa siruktu~ dan 
susunan asam-asam amino didalm toksin 
te,ngaruh mhadap toksisitar bioinwktisida. 
Keberl~silm produksi bioinsektlsida 
dipengamhi olcll tcrben*?~a luistd polcm 
selarna proses sprulasi . Bcrdasarkan fenomena 
tersebut, pH dan suhu hduga akan membenlran 
pen@ yang nyala ~nengmgat produhva 
adalah protcin dan spom. Pmtein &dah 
bentukan yang peka terhadap suhu dan pH. 
Sedvlgka~~ s p r a  adalah bcntukan sei yang pada 
umumnya disinlesa pada konhsi e k s m  Oleh 
karena itu &lam penelitian ini hlakukan bjim 
yang bertujuan untuk mcnge- pen@ suhu 
dan pH terhadap faktor-ffaktor penting dalam 
produksi bioinsehisida yaitu p m b u h s n  sel 
Bacillus thuringiensis isroelensis @. t. i.), 
psmbcntukan spra dan pembenlukan kristal 
protein. 

MET0r)E PENELITIAN 

Karaktetisasi Media Kultivasi dm Fersiapm 
laokulum 

M e r i s a s i  medm fermenaasi meliputi 
d s a  komposisi m& yaim onggok tapioka 
dan urea sebagai sumber karhn dan nitrogen 
Onggok tapioka b e d  dan &emh Kcdung 
Wang Bagor dalam bentuk bring. UnwL 
mendapatkan tepung o& tapioka d d a h h  
penggilingan y""g bclwjuan mrmk m e m d  
@el dengan mcnggunalw Hamwr mill, 
kemudian ~~ F g a n  dengan ukuran 
100 mesh Terhadap tepung onggok lapioka yang 
d h s a n ,  drlakukan a t d m  kadar k a b n  
(metode W W n  U r g d ,  TOC Anolyer). 
kadar nitfogen (Kjeldahl, A 0  AC, 1984), kadar 
air (AOAC, 1984) clan kadar abu (AOAC, 1984). 
Untulr urea ddakuhl d s a  guna mag- 
kzuh ~ m g e n  dengan meoggunakan metode 
KjeldhaL Hasil d u  lradar k r h n  clan 
nitrogen &gundm dalam f o r m u  mcdra 
fennentasi. 

Penyapan inoMum dhkuhn hp 
menumbuhkm p d u k  komersial b i o i d s i d a  
(Vectobac) k d a m  agar miring yang berisi 
nutrien a@ sted dan d h h b a s ~  =lama 24 jam 
pada suhu 30°C. Tujuan lahapa. tersebut adalah 
unduk mendaptkan sel B.r i  dalam Leadaan 
vgar Tahap selanjutnya adaid1 mel- 
inokulasi banyak satu lup biakan B-t kedalam 
medium nutr'.en broth (NB) sebaei labu 
pembibiian 1 kcinudiui ddakdaG inkubasi 
&ma 12 jam 30d: dalam ngarer shakcrbafh. 
Tujuan dari penviapan inoLulum I adalah unluk 
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Aellev oegyptj dahm 10 ml air yang sudah hisi 
prduk mengandmg lorstal protein clan dbiarkan 
selama 24 jam. Kontrol yang digunakan dabm 
bioassay &lah air -yak 10 ml yang hrisi 
I0 lava nyamuk Aedes oegypti lanpa 
penambahan bstal protein (b io ids ida) .  
Setiap set b i o a s q  hulang -yak tiga MI. 
Aktivitas bioinsektlsida drnyatakan sebagai LCw 
yaitu konsentrasi yang menyebabkan 50 O/, larva 
nyamuk mati. Nilai LCm tersebut Qhitung 
dengan mengslnakan anaIm Probif Quanl ( 
software berasal dm Steve Mound, Universip of 
H'aies, Colfege of CardiJ3: Inggris). 

Pengukuran JumIah Spora 

Analisa terhadap prduk yaitu jumhh 
spora hidup dibkukan terhadap cantoh yang 
diarnbjl pada jam ke- 24, 48 dan 72. Jumiah 
spora hdup direaukan dcngan men- 
prosedur Mummigali dm Raghunathan (1990) 
yaitu dcngan melakukan &retan pengenceran 
dan d~cawankan dengan metode -wan sebar 
pada medrum NA (Nulrient Agar). W l u m  
serbuk s p r a  biml dencerkan, terlebih dahulu 
diberi renjam panas pada suhu 65 "C selama I5 
menit untuk membunuh sel-sel vegehtlf. Kolani 
yang tumbuh melah rllmwankan adalah sel 
spora. Hasil analisa pengukuran aktivitas 
bioinsektlsida (potensi produk) dm jumlah spora 
hdup dAitung dengan SPSS dengan variabel 
waktu untuk medaptkan waktu pemanenan 
p d u k  bioinsektisida 

Ranmw m a a n  Yang &- 
&lam pelitian ini ad& ranmgan fahorial 
dua ungkat (two level factorial) denm dua 
faktor perlakuan yaitu suhu (XI) deagan nil= 
rendah dm tinggi masing-masing 25 dan 35 "C 
dan pH (X2) pda 5,5 dan 8. Malrik perkhan 
selanm ferrnentasi disajikan pda Tabel 1. 

Tabel 1. Mat& Perlakuan Suhu dan pH untuk 
Praduksi Biokktisida 

Kelerangan : 
Y = R q m n  dan masing-masing 

pcrlakm 
a ,  a, a, = h f i s i c n  parameter 
x, = Pmgaruh linier fakt08 perlakuan 

uiama 

XJ, = Pengaruh linier dua fikbr perlalaran 

WSIL DAN PEMBAHASAN 

Karakterisasi Media Kultivm* dur Pcrsiapau 
Inokulum 

H a d  analisa kadar kar&on clan kadar 
nitrogen onggok tapioka dm urea dapt 
pada Taw 2. 

Tabel 2. Kadar bdmn, Kadar M~trogeq Kadar 
Abu dan Kadar Air dart Onggok 
Tapioka 

No Komponen Kadar (prsen) 1 

B e h k a n  Tabel 2 diatas, onggok 
tapioka mengandung unsur karbon dalam jumlah 
yang relatif tin@ yaitu 40,43 persea Hal ini 
dmbbkan k a n a  kandungan pati daIam onggok 
tapioka yang cdmp tmgg yaitu 60 - 70 persen 
bem kering (Abbas, 1985). Kornponen media 
yang digunakao scbagai m b e r  nitrogen dalah 
urea h i 1  analisa menunjukhm babwa kadar 
nitrogen u m  sebesar 45,2 F a  Kadar 
nimgen tersebut tidak be- dengan hasil 
James (1993) yaitu kadar nitrogen term@ urea 
sebesar46persen 

Hasil amhsa dari on@ tapioka clan 
urea berguna lmtuk menen- d a i  ~~ 
karhn dm nitrogen. Nilai karbon dan 
nitrogen (nih C/N)  onggok tapioka dm urea 
yang d i m  sesuai dengan d a i  CM untuk 
pertumbuhan mihorganisme yaitu sebesar 7/I 
(Wicahno, 2002). 

Pengaruh Suhlr dan pH terhadap Laju 
Pertumbuhan 

Hasil analisa sratistik rnenunjukkan 
bahwa laju prtumbuhan maksamum (II h . 1  
drpcngaruhi suhu (XI) dm pH (Xz). Koefisien Model mcangan percobaan f&orial me,cr nilai siwi laju 

umk meng~tahui angarth linier dari kcdua 
pmunbuhm maksimum (p -, pda variabel terhadap rcspon yang dinginkan adalah 
Tabel 3 ,  sebagai benkut : 
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Tabel 3 );r>efisien Parameter dan Nilai F 
si-si Laju P c d u h a n  dl; . - 

Pada Tabcl 3 &pat dilihat, bahwa suhu kultivasi I 

( S , )  berpcngaruh terhadap iaju pertumbuhan 1 
pa& tingkat ~ i ~ k a n s l  65,45 persen Nda 
s ~ ~ k a n s i  yang kecil mun&n &&abkan 
karena pengambilan interval fllhu dalam 
pertakuan tidak pada selang yang lebar sehlngga 
tidak rnenghaslhn perkban y q  si- 
terhdap laju pertumbuhan. Dalm p l i t im ini 
ddakukan pengambilan intend suhu anm 25 - 
35 'C. Menurut Heimpel (1%7) clan Deacon 
(1983), B.r &pat tumbuh pada &urn b u m  
dengan d u  pertumbuhan berlusar antara 15 - 
40 "C IlalTlUn 0 p t h I ~ y a  SekIW 30°C. S U ~ U  
yang krklsar antara 25 - 35 "C tidak 
memberrkan penparuh p n g  sigrufikan, tetapi 
brdasarkan analisa sta& terdapt 
kecenderunp yang witif yaitu s e d  tbg@ 
suhu pada se1ang yang dim- ( ~ ~ c u  dan 25. 
30 b g g a  35 "C) laju v b u h  B.t 
cenderung semakin rn& Didug suhu 30 
hmgga 35 "C membenkan kondid ledsik untuk 
M t a s  enzim y ang terhbat dalam metablisme 
dan pemunbuhan =I.  Apabila suhu & d k m  
d~ atas mhu optmum, maka laju pemrmbuhan 
menurun, di-bkan oleh meningbtnya hju 
kematian &bat terjadrnya denaturasi protein, 
yang betakhrr dengan terjadi Usis tern1 pada 
sel. Sebal~knya dari hasrl penelitian yang 
dilaMcan terlihat bahwa ada k d e m q y  
menunmnya pertumbuhan apbila suhu 
drturunkan (pads selang yang &coldan). Hal ini 
&dug karena terjadmya penggumpQlan 
membran yg mengganggu prom transpor 
subsuat shin= pertumbuhan sel terganggu 

Dalam kultivasi pH medium pda 
umumnya mempengaruhl fungsi membrad 
permeabilitas sel, sintesis enzim dart komponen 
sel lainnya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
faklor derajat k- (pH) mem- 
pen@ pada tingkat signifikansi harrya sebesar 
76,42 persen Dalam penelitian ini dilakukan 
perhkuan pH antara 5,5 - 8. N i b  pH cairan 
kultur selama kultivasi berlangsung , kksar  
antara 5,6 - 7.9. F&aan t e d m t  mash berada 
pada k i m  pembuhan 3.f. karena rnermrut 
Bernbard dan Utz (1993) dalam Enwide el al- 
(1993) B.t. tumbuhdenp W p d a l u W p H  
5.5 dm 73. Hasil p n e l i m  menmjukkan 

Maksimum ( 1 d, 1. 
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Pamnleler 
Intersep 
Suhu (XI) 
pH W 2 )  
Intc&l XI dan X2 

R: 

Koefisien 
-0.687135 
0.028454 
0.066794 
4.001988 

SigrUrlkansi 
71.19 
65.45 
76.42 
74.84 

W -69 
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periumbuhan menurun, discbabkan oleh 
meningkatnya laju kerna tian a h  bat tgadinya 
denammi protem, yang berakhu dcngan lerjad 
lisis terrnal pada xl. 

Derajat keasaman (pH) (X,) 
membenkan pen- negatif pada thgkat 
signifikansi 80.92 pxen lerhadap bbot kemg 
biomassa maksirmun. Hal mi berhubngm 
dengan konversi mdta  (sumbcr karbDn clan 
nitmgen) menjadi bsomassa d m  prod&. 
Pcrlakuan terhadap pH nwal mcd~um fernlentasi 
akan berpenganrh terhadap sintesa sumber 
b n .  Hal ini hsebabkan karena scl akan 
mengkonsumsi substra t sederhana kemudm 
banr rnengkonsumsi substrat ymg kornplck. 
Selama B. I. f .  mengkonsumsi sumber Whn, 
maka akan terjadi penurunan nilai pH =lama 
kultivasi . Hal ini disebabkan karena terbentuknya 
asam-asam o m k  akibat proses katahl ik 
terhadap glukosa yang lerdapi pa& sumber 
k h n .  Menurut Benoit et at (1990). p r o w  
ka tabolik terhadap glukosa l d u t  oleh Roci/lus 
thuringiensis melalui Embden Meyerhoff 
Pathway (EMF) dan lintasan pentosa iosfat. 
Proses pemmbakan ini mmghasilkan ATP dan 
asam-asam org* seperti asam piruvai asam 
simt, a m  laktat d m  asetain Bacillus 
fhuringirnsis berSlfat kemoheterolmf. pada 
umumnya mengoksidasi lahahidrat secara 
aerobik untuk memkntuk asam organik yang 
cboksidasi lebih lanjut menjadr CQ. Nomis 
11971) menyatakan bahwa pada fase 
eksponensial. Bocillus thuringiensis 
men- gula dalam media dan 
menghasilkan asam asetat arta asam pinrvat 
yang menyebabkan pH m d a  mengalami 
penururran p a 6  wakb inkubasi tertentu. 
Meskipun begitu. nilai pH masih pada kisam 
nihi pH pemunbuhan B t. 

Gambar 1. Pengaruh Interaksi Suhu (XI) dan pH 
(XZ) Terhadap Babot Kering 
Biornassa Maksirnurn. 

Dari hasil adis statis& imcraksi dua 
faktor gain1 suhu selarna kultiv3s.i dan pH abval 
medium krpengamh positif terhadap Mot 
k e ~ g  Siomassa maksimum Suhu dan pH awal 
medium berpengarull tcrhadap konversi substrat 
sebagai s m k r  karbon. Semakin tinggi suhu daa 

7 0  

pH awal medium (terbatas pada sclang Yang 
dmbakan) a h  menyehabkan semalun tinggi 
W kering biornassa maksimum 

Pengaruh Suhu daa pH terhadap Waktu 
tehenbknya Biommsa Makshum I t - m h )  

Hasil d ia  s t a t i d  menunjukkan 
bahwa, faktor suhu (XI) dan pH (X2) 
berpengaruh terhadap wahu terbentukriya 
biomassa makwnum (t--1. K d s i e n  
parameter dan nilai si- waktu 
terkntuhya biomassa maksimum It-maks.) 
disajikan pada Tabel 5. 

Tabel 5. Koefisien Parameter dm Nilai 
Sigrufikansi Waktu T&nruknya 
Biomassa M-ak 

1 parameter Koeftsien Sipifikansi 
lr~tcrsep 482.1 90.53 
suhu (XI) -23.76 88.34 

(x2) -25.2 87.63 
Intemksi XI dan X2 0.72 85.98 
R' 94.61 

Berdasarkan Tabel 5, dapat &l 
bahwa f%tor suhu ~ I a m a  kultksi k r p e n m h  
negaEif cerhadap waktu terkmknya biomassa 
maksimum (t-maks.) pada tmgkat signifdsami 
88.34 -11 Semikin mgg~ d u  )-aog 
diberikan pada s e b g  y g  d i c u h h  lhrngRa 35 
"C) a h  menyebabkan H&U terbentuhya 
biomassa maksirmrrn se& Ggkat. Hal ini 
ssuai dengan hasil analrsis pen@ sahu 
terhadap laju pertumbuhan Semakin hggi suhu 
! terbaras pada selang yang didmkan), laju 
p e r t u m m s e m a l a n ~ ~ & y a w a k t u  
pernbentukan biornassa Rlasimum semakin cepat. 
Hsl ini diduga karena sernakm bngg~ suhu ( pa& 
selang pmobaan ) illaka kju rnetabolisme 
subsbat akan =makin tingg~ sehingga biomassa 
rnakshum c e p t  terknhrk ( MobYoung, 1985). , 

Derajat keasaman @H) (X2) 
herpengaruh negatif terhdap waktu 
l e h t u k n ~ a  biomassa maksimum (1-rnaks. ). 
Sernakin tin= pH a w l  medium kultivasi (pada 
selang nilai pH yang &cobakan) akan 
menyebabkan semakin =pat terknt-a 
biomassa makslmum Menurut Rahayunqsih 
(2003), derajat keasaman (pH) dalarn medium 
kdtivasi memegang peranan yang p i i n g  dalam 
penyedmn ko&t yang tepat sehubungan 
dengan s ~ e s a  enzim dm turnover protein. 
Selain itu nilai pH mempengaruh fungsi 
membranl pemeabilitas g l .  sintesis enzim dm 
komponen d la-!a. Semua galus Bacillus 
lhurmngrensis mermlila enzirn amilase (Bernhard 
dan Utz, 1993). Enzim atnilax berperan dalam 
pemecaharl pari pada onggok tapioka menjadi 
gula sedcrllm yang merupakan sumber energi 

I 

I I 
Gambar 2. Pengaruh Inferaksi Suhu (XI) dan pH 

(X3 Terhadap Waktu Tcrkntuhya 
Bobot Kering Biomassa Maksimum. 

Hubungan antara faktor suhu selanu 
fermcntasi dan pH anal medium disajlkan pada 
Garnbar 2 Intenksi antara dua laktor tersebut 
krpcngaruh positif @a tin* sigiufikansi 
85.98 persen Hal iili diduga karma &ngan 
s e m n  meninghtnya suhu dan pH (terbatas 
pa& slang yang dicobakan), konversi substmt 
onggok tapioka terjadi s a m  =pat sehingga fag 
pcrtumbukin logwiunik berlangsung lebih 
singkat yang bcrakibat pada lebih q a t  
tercapinya fase stasioner wbot kering 
biornassa malisirnurrl fcrcapai Iebih awd). 
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Pcngamh Suhu dam pH terhadap PenPgunaao 
Substrai. 

S c l m  kultivaf i berlangsung :,I akan 
mengkonvcrsi substrat sumber M m n  menjab 
biomassa dm p d u k  Hal ini ditandai d e n p  
berkurangny a konsentrasi substrat y a h  ~ l a i  
kadar gula sisa. Tin@ rendahnya hdar guh sisa 
dalain medium kultivasi dipengamh oleh 
kemampuan sel dalam mengkonversi pati dan 
sumkr karbon menjab biomssa dm produk 

Pads Tabel 6, disajikan koefisie~l 
pawne ta  &II d a i  sigdjkami dad efisienri 
penggunaan substrat. 

bsil  malisa secara statl& 

menunjukkan bahwa faktor suhu alama 
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dibentuk pada saal koadisi ekstrim, misalnya pH 5.5 temyats Udak yang lcdmggi. Dlduga 
suhu y ~ g  t e a u  tmggi m u  berlrurnngnya w i n  pmpun hslal adalah Ialnor yang 
numen dalam fllbstrat (Sukmadi cr al., 19%). mempengamhi toksisitas. 

Waktu Mtivasi I m p e n d  terhadaa 
pernkntukan spora yaitu semakLn lama Hakt; 
menyebabkan semakm banyak spora yang 
terbentuk. Hal iai Mubungan dengan 
penggunaan substml selama hltivasi, yaitu 
xrnakin lama Mtivasi berlangsung akan 
menyebabkan tqadtnya penurunan jumlah 
substrat. Penurunan konsenbasi subslrat akan 
mernpengaruhi pembentukan spom 

Pemkntukan spora =lama kullivasi 
rnerupakm ha1 yang ~t pentmg karena 
pembcntukan hstal  p w i n  se t rap  bahan &if 
bioinsektisida te jadi bersamaan dcngan 
pembentukan spora. Semakin banyak spora yang 
dibentuk dihampkan sernalun tin@ pula jumlah 
kristal protein yang t e r k m k  

Penentuan Aktivitas Biiasektisida (Bbmsay] 
Pencntuan aidnitas b a h  aktif 

bioillsektisida dapat drtcntukan dengan 
melakukan pengujian bahan aktlf produk 
bioi-sida tehadap smngga target dengan 
t e W  bioassay Efektifitas bioinxhsida 
dim- oleh tmgkat mortalitas serangga 
target Tingkat mortalitas senmgga target ini 
ditentukan sebagai nilai LC9 clan ptensi prod& 
bjoinsehsida. LCW merupabn s a w  yang 
menyatakan konsentmsi p d u k  yang mampu 
mmbuouh 50dA dari popuIasi semgga uji 
(target). Semabn kecil nilai I-CW maka prduk 
sernakin efektif, yang berarti sernakin besar 
toksisitasnya. 

H a d  pengujian pada kontrol 
menunjukkan bahwa s e w  lama nyamuk yang 
dlujikan tidak rnati. Penentuan potensi standar 
praduk (Wtmg) bperoleh dari pdm~dingan 
LC, standar dengan LCW contoh uji dMlkan 
dengan potensi staadar m u r u t  lnsirtziicPasteure 
Standard 1982 (lPS 82) yaitu 15000 IUImg. 
HasiI penelitian rnenunjukkm bahwa waktu 
kuitivasi k~pengaruh tcmadap aktivitas 
bioinsektlsda. Semaku~ lam waktu kultivasi 
(te~btas pada selang yang d~cobakan) 
menjebabkan sematm tingg~ potensi produk 
bioinsektisida sehmgg kemampuan mtuk 
membllnuh larva semakin efektif. Hal ini iniduga 
berkorelasi dengan vbenhrkan sporakistal 
y aitu lama a* kultivasi maka spora 
yang terbenhrk semakin t i n a .  Karma ktistal 
protein dibenmk berramaan dengan 
pemkntukan spom alaka b a r b  bahwa hstal 
protein yang dibentuk juga semakin banyak 
sehinw potensi bioinsektisida juga semakm 
ksar. Pemyam teabut trdak terlalu benat, 
karena dm hasil penelitian lerlihat bahw 
potcmi 5i3ins:kisida hi pero!ehaq s p o ~  yang 
redggi yaltu pada perlakuan suhu 25oC dan 

Tabel 7. Pedmchgan Bobot Kering Biomassa. 
Log VSC Produk. LCSo 
dan Potensi M u k  Bioinsektisida. 

Smhu PH X h g  LC 
1x1) Ix.3 m VSC 

h d a  Tabel 7 terlihat bahwa semalun 
k&l d a i  LCx, rnaka semakin tinggi cfeklivitas 
produk bioinsektisida yang dihasilkan Salah satu 
faktor yang menemukan tingginya toksisitas 
addah ptensi dari histal protein yang 
drpengaruhi oleh komposisi protein 
penyusunnya. Yamarnoto et ol., 119831, 
menyalakan bahwa Bucilius rh uringiens is subsp. 
israeIen.~is (3. hi) dapat mempmduksi banyak 
kristal protein dengan berbagai ukuran dan 
kntuk. Kornposisi protein hmpleks dari B.ri 
menyebabkan variasi dan bentuk kristal. Struklur 
dm s u s m  asam-wm amino hdalam toksin 
berpengaruh terfiadap toksisitas bioinsektislda 
(Schnepf f r  ol., 1 998). 
Hasil peneftian menunjukkan Wwa plensi 
p d u k  bioinscktisida terthggi diperoleh clan 
perlakuan kultivasi 25 "C dan pH awal medium 8 
yaitu s e h  24.143 Wmg. Hal ini 
menuajuWEan bahwa p d u k  bioinsektisida yang . . dtbasllkar~ rnerrrpunyai potensi 1.6 kali lebih 
besar dibandingkan dengan prduk komersil 
pectobac). Nilai ptensi yang tin& juga 
menunjukkan bahwa Baci Nus thuringrensis 
subsp. israelensis (B.1.j) dapat m e n g h a l h  S- 
endotoksin dengan tingkat kksisitas t e w  
pada suhu 25 "C dm pH awal m d u m  8. 

Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas 
Bioinsektisida 

Hubungan antara faktor reaksi t W p  
r e p n  yaitu akt~vh.~ bioinsektisida dapat 
bajlkan dalam m&l aim persamaan lrnier. 
Melalui paamaan ]bier dapat diketahui 
pengaruh h e r  dm perlakuan suhu selama 
fermenta- pH awal medium fermentasi serta 
interaksi antara dua f a h r  yaitu (suhu dm pH) 
tcrhadap respon yaitu aktivitas bioimektisida. 

Salah satu iortkator dan pengujian 
ak tilitas bioiilsektis~da l%ionssay) adaiah 
ke~nampum mtuk men~bunuh larva nyamuk 
Aedes aeg~pti .  m n  dari penentuan akuvilas 
bioinsektisida adalah nilai potensi prduk yang 
b a r  atau nilai LCxl yang kecil. Hal ini bcrani 

,m&n kccd niIai LCw aka" memi\iki ~ ~ 5 1  

efektivitas daya bunuh yang besar. 

Hasil analisa stat I& menunjukkan 
bahwa, faktor suhu sclama kul tivasi dan pH nwal 
media brpengaruh negatif terhadap akuvitas 
bioinsektisida. Suhu (XI) berpengaruh negau 
tehdap aktivitas b i o i n *  pada tinght 
keperayaao 90 p~"n Hal W berarti bahwa 
semalurr tinggi suhu (terhatas pa& slang yang 
dcobakan) menyebabkan s e d  kefil nilai 
LCso yang beratti sendm efektif. 

Hasil pcnelitian menunjukkan bahwa niLv 
jumlah s p a  hidup (vSC) teNnggi terdapt pda 
prlakuan suhu 25 'C yailo 12,77 x 10' rpodlol.  
Hal ini sesuai dengan potensi produk 
bioinsektisida yang h g g i  juga te jadi pada 
suhu 25 OC. Dari hasil penelitian hperoleh 
bahwa ada korelasi antara pembentukan Wra 
d m p  akttvitas bioinsektisida Menmt 
Rsha-sIh (2003). k o d ~  (Nhu 
dan pH) berpengaruh p d a  stabilitas mRNA yaw 
menymdikan gm prnbe- F r a  dan b s o l  
( g  C .  Om twchlt menen- W e r  
toksin yang dihaslLkaa Kacakte~ toksin yang 
dihasilkan berpenganrh pda ioksisitas yang 
&pat diIihat dan hasil bioassu.~. 

Faktor pH W n g d  mgatlf pada 
tingkat kepercayaan 95 pussn Hal ini b e d  
bahwa semakin tinw pH awal medium 
(terbatas pada dang yang did-) n i b  LCu 
semakin kecil atau potensi produk b i o i d i s i d a  
scm k a r .  Hal ini hduga proses sin- 
kristal pmtein dan spomhi bejalm o p w .  
Keadaan ini disebabkan oleh hghmgan pH 
yang optid obiogga aMMm d m  
yang berpran dalarn rporulasl dm dmesa kistal 
protein jup w. Aga~ss dao Leredos 
(1995) merangkum bekrapa faktor yang 
kkontribusi pda tingginya kristal prole& 
Mereka mengem- bahwa mebusme 
transkrpsi memegang p e w  penting. Stabilitas 
mRNA berperan dalm ekspresi gen yang 

m d k m  loistal protein. Dengan d e d i w  
demjat kea- @H) dalam m d m  
memegang peranan yang nyaw dalam 
penyedhn k o h s i  yang tepat sehubungan 
dongan sintw enUm dan rumover .moteia 
sehingga krpengmh terlladap sintesa krislal 
protein dan toksisitasnvs terbadlp larva nyamuL 
Aedes oegvpli. 
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[nya pH 5.5  lemyam ti& yang terlmggt. Diduga ma protein pnyusun knsw adalah iaklor yang 
m e m p e n m  t oks~ si [as. 
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Tabd 7. Perbendmgan Boba K h g  Biomassa, 
Log VSC Prduk, LCw 

Yada Take1 7 terlihat bahwa semakin 
kecil nilai LCro maka amakin tinggi efektivitas 
produk bioi~l~ektisida yang &hasih .  Salah satu 
[&or yang rnenenhhn thgginya toksisihs 
addah pbnsi dari histal pmtein yang 
d~pengaruhi oleh komposisi pmtein 
pcnyunmnya. Yamamoto el a].. (19831, 
menyaralian Wwa Bucillus Ihuringiensis subsp. 
imrelensis (B.r.r) clapat mempmdulrsi banyak 
kris&al pmteh dengan bsrbagai u k m n  dm 
bnmk.  Komporisi pmtein kompleks dari Br j 
myebabkm variasi dam bentuk kristal. S t m k m  
dan mama~~ asam-asam a h  didabm tokdn 
bcrpngaruh terbadap toksisitas bioimeltisida 
(khaepf er a!. , I W8). 
H a d  pnelitim menunjukkau bahwa pamri 
ploduk bioinselclrsida terlinggi dipemleh dan 
p c r l h  Wtivasi 25 "C dan pH awal medrum 8 
yaim sebslar 24.143 Rl/mg. mi 
menmjukkan bahwa pmduk bioinsektisida yang 
mbarilkan mcmpunysl potensi 1.6 Mi lebih 
be% dibandingkau dengan produk kommil 
(Vecrohc). Nilai ptemi yang tin= juga 
menunjukh bahwa Bacillus thuringiensis 
subsp. ismelensis (Bt.1) dam mmghadlbn & 
endotokin dengan th&t toksisihs teninggl 
pada mhu 25 "C dan pH awal medium 8. 

Pengmb Subu dm pH Tcrhsdap Alctibita 
Bioin~ktisida 

Hubungan antara faktor Rakd tahadap 
"wn yaitu aktivifas bioinssktisida d a p ~  
Lsajilcan d a h ~  model atau persamsan linier. 
Melalui prsanam lhier &pat diketahui 
p e n m  h e r  dari perlakuan suhu selama 
fementasi pH awal mdurn fementasi s n a  
inter* antara h a  faktor ryaitu (suhu dm pH) 
klladap V n  Wtu aktivitas bioinsektisida. 

Salah satu indikator dan pengujian 
akuvitas bioiilsekti~da l % i o a ~ ~ q }  adakh 
kemampuan untuk mernbunuh larva nyamuk 
AerjeJ aegvpti. m n  d a i  penenturn aktivitas 
bioinwlmsida adalah rulai patemi poduL ymg 
ksar afau nilai LC% yang k d l .  Hal hi berani 
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scmakin kecil nilai LCSo akan merniliki two [rnUrmDndrnll 
cfcktivi~as d a y  bunuh yang besar. 0.55 

-- - -  

Tabcl 8. P+arameler b f i s i en  dan N i h  

0.00 L -- 

X I -  X I +  

Hasil analisa statist,& munjukkan 
bahwa, faktor suhu selama kultivasi dan pH swa1 
media berpengaruh negatif terhdap ahnllas 
bioinsektisida. Suhu (XI) krpengaruh negabf 
terhadap aktivitas bioinsekhsi& pada tingkat 
kepemyaan 90 persen Hal ini bahwa 
semakm tingg! suhu (terbatas pada selang yanp 
bcobakan) menyebabkan sernakin ' kecil nilai 
LC5, yang b e d  semakin efektif 

Hasil penelitian mcnunjukkan bahwa nilai 
jumlah s p m  hldup (VSC) tertinm terdapal pada 
perlakuan suhu 25 "C yaim 12,77 x 10' spdrnl.  
Hal ini sesuai dengan ptensi produk 
bioinsektisida yang tinggi juga te rjadi pada 
suhu 25 'C. Dari hasil penelitian dipmleh 
bahwa ada korelasi antara pembentukan s p a  
dengan Wvitas bioinsektisida. Menurut 
Rahayuningsfi (2003), kmdrsi lingkune (suhu 
dan pH) berpengamh pada stabilitas mRNA yang 
rnenyandikan gen pembenhdm spom dan 
(gen Cry). Gen tersebut menentukan kamher 
toksin yang dihanllcaa b&tm toksin ymg 
di hasilkan b e r p e n m  pada toksisitas yang 
dapat dilihat dari hasil bioassqv. 

Faktor pH w n g a m h  neetlf pada 
tingkat kepercayaan 95 persen Hal ini krafti  
bahwa sernakm tinggi pH awal medium 
(ccrbatas pa& selang yang &-) nilai LC50 
xmakin kwil atau potensi produk bioinsektisida 
semakm ksar. Hal ini hduga proses sintesa 
knstal protcin dan sporulasi be jalan optimal. 
K c a b  ini disebabkan oleh I m g k u n p  pH 
yang cukup optimal sehingga aktivitas d m  
yang berperan dalarn sponrlasi dan sinta  lolstal 
protein jugs tin@. Agaisse dan hreclus 
( 1 995) merangkum beberapa faktor yang 
berkonaibusi pada tinggmp knstal protein. 
Mereka mengemukakm bahna mekanismc 
msknpsi memcwg peranan pmting, Stabilitas 
mRNA berperan dalan~ ekspmi gen sang 
rnenvandikan knstal protein D e n p  demhm, 
derajat keawnan (pH) dalam medium 
memegang peranan yang nyata dalam 
pcnyediaan kond~si prig tepat ghubungan 
d e n p n  sintesa enzim dan nrrnnwr ,motein, 
sehingga berpengaruh lerhadap smtesa kristal 
prolem dan toksisitas~a t erhadap lanla nymuk 
Aedes aeppi l  

Garnhar 4 Pengaruh Interah1 Suhu (XI) dan Ph 
(XI) Terhadap Akt~vltas 
Blowekhsida (potens pduk). 

In~emksi anm suhu selama kultivasi 
dan pH awal m d u m  b e r p e n w  pouM pada 
lingkal kepe-ym 95 Wrsen. Pada G a m h  4, 
dlketahui tcrdapat pert>edaan kemiringm antara 
garis -X2 dengan garis +X2 sang 
rnen@nd&a&m penurunan polensi prduk atau 
aktwilas bioimktisida scjalan dengan 
perun&aian mhu =lama kultivasi pa& selang 
n i h  yang h&akan. Penurunan aktiviias 
bio~ nscktisida mungktn dlsebabkan dalam proses 
pembentukan bislal protein semaldn Linggi mhu 
krkornbinasi dengan semalm hgginya pH 
lunw melebihl nilai optimal, akan teqadi 
denammi protein dan terganggunya sintwis 
e d  Hal ini menyebabkan potensi b s t a l  
protein yang bedat  toksik berkurang. 

Pa& d a n g  suhu yang dicobakan yatu 
anma 25 hinggn 35°C hasil penelitian 
menunjllkkan bahwa suhu be- negatif 
terhadap M o t  kenng biomassa maksmum, 
waktu terkntuhya biomassa &hum (t- 
maks.) dan efisiensi pggunaan substrat sisa. 
Bobot kemg biomassa &pgaruht pa& t h W t  
signiWam 92.08 pmn, waktu termpainya 
biomassa maksimum pada tingkat sirmifikanRi 
88.34 y dan efislensi pen- s u h t  
sisa &pen@ pa& tingkat signifikansi 86.33 
persen Faktor pH pada selang nilai yang 
dicobakan, berpengaruh metif t d a d a p  waktu 
terlxntuknya biomassa m a k s d  pada tingkat 
signifikansi 87.63 persen. 

Aktititas bioindctisida juga 
dipengaruhl oleh suhu dan pH. Suhu 
berpengaruh negatif sedangkan pH b e r p e n m  
positif artinya pada selang suhu yang hoobakan, 
semakin tmgg suhu akhvitas bioinsektiida 
cenderung m e n w  ~ W h y a  pada selang pH 
png  dioobakan semalun tinggi pH, &vitas 
bioinsektisida cenderung nleriqgkit. mil 
peneiitian mi dapat ammfaatkan unkk 
penentuan selang n i h  optimi suhu dan pH 






