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Abstract. Encapsulation formulae of mycoinsecticide have to be able to maintain fungus viability and
pathogenicity. This mycoinsecticide was developed as an alternative way to control mosquito borne disease.
The aim of this study was to encapsulate Beauveria bassiana as viable storage and have the capability to kill
larvae of Aedes aegypti, Anopheles sp. and Culex sp. Mosquito larvae obtained from laboratory reared at
health research laboratory; Loka Litbang P2B2 Ciamis. The treatments made in this study were the formu-
lation of cornstarch and controls for comparison. This study showed potential formulation of cornstarch
encapsulation as a biolarvacidal. Cornstarch formulations proven to be succeed in maintaining fungus
viability, however, the pathogenicity of the microcapsule still not effective to kill Aedes, Culex and Anopheles
larvae.
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Abstrak. Pembuatan formula bioinsektisida yang optimal sebagai salah satu alternatif untuk pengen-
dalian nyamuk vektor perlu di kembangkan. Sediaan mikoinsektisida yang dibuat harus dapat memper-
tahankan viabilitas jamur B. bassiana sehingga masih efektif pada saat penggunaannya. Salah satu cara
yang digunakan untuk menjaga kestabilan sediaan mikoinsektisida yang berdampak langsung pada via-
bilitas jamur adalah dengan menerapkan metode enkapsulasi. Penelitian ini bertujuan untuk meng-
hasilkan sediaan mikokapsul dari Beauvaria bassiana melalui proses enkapsulasi menggunakan maizena
yang memiliki kapabilitas tinggi sebagai penyimpan B. bassiana dan efektif dalam membunuh larva dan
telur Aedes aegypti, Anopheles sp. dan Culex sp. Semua larva uji berasal dari insektarium laboratorium
penelitian kesehatan Loka litbang P2B2 Ciamis. Pembuatan enkapsulasi dimulai dengan kultur dan pema-
nenan B. bassiana, uji viabilitas, proses enkapsulasi serta uji larvasida di laboratorium. Uji dilakukan
dengan satu perlakuan dan satu kontrol untuk masing masing spesies dengan tiga kali ulangan. Pada
penelitian ini dihasilkan formulasi maizena yang yang berpotensi untuk menjadi larvasida alami.
Formulasi ini menghasilkan sediaan mikokapsul yang viable dalam menyimpan jamur B. bassiana, akan
tetapi belum cukup efektif untuk menjadi salah satu alternatif pengendalian larva nyamuk Aedes,
Anopheles dan Culex.
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LATAR BELAKANG

Penyakit yang ditularkan oleh vektor hingga
saat ini masih merupakan masalah kesehatan di
beberapa negara beriklim tropis seperti Indo-
nesia. Penyakit seperti Demam Berdarah Dengue
(DBD), Malaria, Chikungunya ditularkan oleh
nyamuk seperti Aedes aegypti, Culex sp. dan
Anopheles sp.! Penyakit tersebut juga memiliki
angka kematian yang cukup tinggi di beberapa
daerah. Hingga saat ini, upaya pengendalian pe-
nyakit vektor seperti diatas masih difokuskan
pada pemutusan rantai penularan. Cara yang di-
lakukan pemerintah untuk memutus rantai pe-
nularan penyakit ini diantaranya penyem-protan
(fogging, Insectisida Residual Spraying) untuk
nyamuk dewasa, pemberian larvasida, penga-
rahan kepada masyarakat dan lain-lain.

Permasalahan baru mulai muncul ketika
banyak laporan penelitian menunjukkan adanya
peningkatan kekebalan nyamuk vektor terhadap
insektisida yang biasa digunakan untuk fogging
dan pemberantasan jentik nyamuk. Sehingga
berbagai penelitian dilakukan untuk menang-
gulangi masalah ini. Salah satunya adalah peng-
gunaan bioinsektisida sebagai agen hayati pe-
ngendali populasi nyamuk. Beberapa jenis jamur
entomopatogen merupakan agen pengendali ha-
yati terhadap beberapa serangga. Dari beberapa
jenis jamur entomopatogen, jamur Beuvaria
bassiana sudah dikembangkan di seluruh dunia
untuk pengendalian berbagai serangga hama
pertanian.?2 Selain itu B. bassiana juga dapat
digunakan sebagai pengendali serangga vektor
penyakit. B. bassiana dapat membunuh dan dapat
mengurangi aktifitas menggigit dari Ae. aegypti
dalam kondisi semi-lapangan dan di labora-
torium.3

Isolat B.bassiana juga memperlihatkan poten-
si yang cukup berpengaruh terhadap Culex quin-
quefasciatus. Gayathri et al, menyatakan bahwa
pada konsentrasi 108 B. bassiana mampu mem-
bunuh semua nyamuk uji Cx. quinquefasciatus
dalam waktu 2 hari.# Bukhari et al. juga menya-
takan bahwa spora B. bassiana (IMI- 391.510)
menginfeksi dan membunuh larva nya-muk
Anopheles stephensi dan An. gambiae dalam
kondisi laboratorium.>

Beberapa hasil studi menunjukkan bahwa B.
bassiana memiliki potensi untuk membunuh lar-
va nyamuk. Tingkat kematian larva oleh jamur B.
bassiana tergantung pada konsentrasi spora ja-
mur, tahap larva yang ditargetkan, kepadatan lar-
va dan jumlah nutrisi yang tersedia untuk larva.
Penambahan konsentrasi spora jamur untuk
mengurangi waktu paparan spora ternyata tidak
menunjukkan peningkatan proporsional dan
penurunan angka kematian larva. Hal ini dise-
babkan karena spora mengelompok bersama-

37

Daya Infeksi Enkapsulasi B. bassiana pada Larva (Widawati et al)

sama. Akibatnya spora tidak tersebar merata
dalam media. Oleh karena itu, diperlukan adanya
pengembangan formulasi yang memung-kinkan
spora menyebar di atas permukaan air.>

Formulasi dilakukan dengan maksud mening-
katkan efikasi dari bioinsektisida. Hal ini terjadi
karena formulasi dapat meningkatkan kontak
dengan inang dan juga dapat melindungi zat aktif
dari faktor lingkungan. Selain itu formulasi juga
dimaksudkan untuk menjaga kestabilan miko-
insektisida. Salah satu formulasi yang digunakan
untuk menjaga kestabilan sediaan mikoinsek-
tisida yang berdampak langsung pada viabilitas
jamur adalah dengan menerapkan metode en-
kapsulasi. Menurut Risch, enkapsulasi adalah
suatu proses dimana satu bahan atau campuran
bahan disalut atau dijebak dalam bahan atau
sistem lain.6 Bahan yang disalut atau dijebak
biasanya sebuah cairan, tetapi dapat pula berupa
partikel padat atau gas.

Penelitian mengenai formulasi enkapsulasi B.
bassiana terhadap beberapa nyamuk vektor ma-
sih jarang dilakukan. Karena itu dianggap perlu
dilakukan penelitian mengenai enkapsulasi B.
bassiana yang menghasilkan mikokapsul stabil
dan memiliki viabilitas tinggi untuk mengen-
dalikan populasi nyamuk. Maizena merupakan
salah satu bahan enkapsulasi yang mudah dida-
pat dan mampu mempertahankan viabilitas spo-
ra jamur.” Penelitian ini dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui viabilitas formulasi maizena
untuk enkapsulasi B. bassiana dan daya infek-
sinya terhadap larva Ae. aegypti, Culex sp. dan
Anopheles sp.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian dasar
dengan desain eksperimental. Penelitian dila-
kukan di Laboratorium Biokimia Fakultas MIPA
program studi Kimia Institut Teknologi Bandung
untuk pengujian bioassay, sedangkan perema-
jaan jamur dilakukan di tiga tempat yaitu Balai
Penelitian Tanaman Obat dan Aromatik Bogor,
Laboratorium Biologi Tanaman SITH ITB dan
Loka Litbang P2B2 Ciamis. Karakterisasi kapsul
dilakukan di Pusat Penelitian Biologi LIPI. Semua
kegiatan dilakukan pada tahun 2014 dari bulan
Maret hingga bulan Oktober. Populasi penelitian
ini adalah Isolat B. bassiana produksi Balitro,
larva Ae. aegypti, Culex sp. dan Anopheles sp. hasil
kolonisasi Loka Litbang P2B2 Ciamis. Sampel
penelitian adalah isolat B. bassiana yang tumbuh
selama dilakukan kultur serta larva Ae. aegypti,
Culex sp. dan Anopheles sp instar III.

Adapun alat dan bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah BUCHI mini spray dryer,
freeze dryer, freezer, micropump, Scanning Elec-
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tron Microscope (SEM), sentrifus suhu rendah,
refrigerator, otoklaf, waterbath, laminar air flow,
inkubator, neraca digital, magnetik stirer, vortex,
mikropipet, alat gelas, ose dan Bunsen, Isolat B.
bassiana dari Balitro, medium Potato Dextrose
Agar (PDA), bahan untuk enkapsulasi yang
terdiri dari isolat B. bassiana, Tween 80, maizena,
dan bahan-bahan optimalisasi.

Sebanyak 1 ose penuh isolat B. bassiana
diambil dan ditanamkan pada medium PDA
dalam tabung reaksi. Tabung ditutup mengg-
unakan kapas dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 5 hari. Setelah 5 hari jamur pertumbuhan
jamur akan terlihat memenuhi media. Pelepasan
spora jamur dari media padat (PDA) dilakukan
dengan cara menambahkan 10 ml aquades ke-
dalam tabung kemudian di kocok pelan-pelan
sampai jamur dalam media PDA larut di dalam-
nya. Hasil luruhan spora jamur ini selanjutnya
disebut medium cair dan ditampung ke dalam
tabung reaksi. Kumpulan spora akan terlihat me-
ngambang di permukaan medium. Kedalam me-
dium ditambahkan tween 80 sebanyak 20 ml
dengan tujuan menghomogenkan larutan spora
pada medium cair.

Untuk mengetahui viabilitas sebelum pem-
buatan mikokapsul, 0,1 mL suspensi cair
dimasukan ke dalam tabung reaksi berisi 9,9 mL
larutan pengencer steril, kemudian dilakukan pe-
ngocokan dengan vortex. Satu tetes suspensi cair
diteteskan pada kaca preparat dan ditutup
dengan kaca penutup serta di inkubasi selama 24
jam. Viabilitas spora ditentukan dengan cara
menghitung konsentrasi spora pada bidang
pandang di bawah mikroskop dengan perbesaran
400 kali.

Enkapsulasi B. Bassiana menggunakan mai-
zena dibuat dengan memasukan 75 gr tepung
maizena ke dalam 500 mL larutan spora. Cam-
puran ini kemudian di aduk sampai homogen,
selanjutnya disaring dengan kertas Whatman no
40. Hasil saringannya di freeze dry/spray dry
sehingga dihasilkan mikokapsul spora B. bas-
siana. Untuk uji viabilitas sesudah miko-kapsul,
sebanyak 0,1 g mikokapsul dimasukan ke dalam
tabung reaksi berisi 9,9 mL larutan pe-ngencer
steril (diperoleh pengenceran 10-%2), dilakukan
pengocokan dengan vortex. Deretan pengenceran
dipersiapkan sampai 1038. Satu te-tes suspensi
cair diteteskan pada kaca preparat dan ditutup
dengan kaca penutup. Agar steril, lalu diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37°C, viabilitas dihitung
seperti pada menghitung viabilitas pada suspensi
cair.

Bioassay dilakukan berdasarkan uji formulasi
terhadap larva nyamuk seperti yang pernah dila-
kukan oleh Bukhari.8 Bioassay dilakukan pada
gelas uji dengan menggunakan air keran yang
digunakan selama proses kolonisasi nyamuk se-

bagai media uji. Sebanyak 6 gelas uji disiapkan
untuk masing masing spesies dengan satu per-
lakuan mikokapsul dan satu perlakuan air keran
tanpa mikokapsul sebagai kontrol dan dilakukan
ulangan sebanyak 3 kali. Tween 80 tidak bersifat
toksik pada larva sehingga tidak digunakan
sebagai kontrol, hal ini di dasarkan pada uji
formulasi cair sebelumnya yang menyebutkan
bahwa penggunaan Tween 80 tidak menye-
babkan adanya kematian larva.” Gelas uji diisi
dengan 200 ml air keran dan diaklimatisasi
semalaman dan 25 larva instar tiga dihitung dan
dipindahkan dari gelas uji. Jumlah larva yang
mati atau menjadi pupa dicatat setiap hari hingga
hari ke delapan untuk mengetahui ada tidaknya
kematian akibat perlakuan yang ditandai dengan
adanya hifa B. bassiana pada larva. Munculnya
hifa dalam tubuh larva membutuhkan peng-
amatan sekitar 4 hari setelah kontak sehingga
pengamatan sampai hari ke empat. Menurut
WHO, larva dinyatakan mati jika, pada akhir jam
ke 24, larva tidak bergerak bahkan setelah
disentuh pelan dengan batang pengaduk.®

HASIL

Hasil uji viabilitas spora sebelum proses
enkapsulasi dihasilkan rata rata jumlah spora
7,98 x 107. Proses enkapsulasi terhadap spora
dilakukan dengan bahan kapsul dari maizena.
Proses ini menghasilkan mikokapsul dengan ben-
tuk sediaan yang berupa serbuk halus berwarna
putih seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Karakteristik sediaan mikokapsul

Hasil uji viabilitas setelah dilakukan enkap-
sulasi menunjukkan rata-rata jumlah spora 7,72
x 104 Pengujian viabilitas ini juga mem-
perlihatkan bahwa konsentrasi spora pada for-
mulasi setelah melalui proses enkapsulasi ber-
kurang dari 107 menjadi 10%.
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Pengujian daya infeksi mikokapsul B.
Bassiana terhadap larva Ae. aegypti, Anopheles sp.
dan Culex sp. menunjukkan hasil bahwa miko-
kapsul mampu menginfeksi larva Ae aegypti dan
Culex sp. namun tidak dapat menginfeksi larva
Anopheles sp. Rata-rata jumlah larva yang terin-
feksi untuk masing-masing spesies tercantum
dalam Tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata Jumlah Larva yang terinfeksi

Mikokapsul
Larva Kontrol (7,72 x fo 1)
N Kematian N Kematian
Aedes aegypti 25 0 25 5
Culex sp. 25 0 25 6
Anophelessp. 25 0 25 0
PEMBAHASAN

Proses produksi biomassa jamur B.bassiana
dilakukan dengan membiakkan B. bassiana pada
media PDA. Dalam proses pembiakan ini faktor
sterilisasi alat, sterilisasi ruangan, suhu, kelem-
baban sangat berpengaruh pada pertumbuhan
jamur pada media. Inglish et al (1996) dalam
Putri et al. menyatakan pengaruh suhu terutama
pada perkembangan koloni dan konidia yang
berkecambah. Pada suhu tinggi koloni lebih lam-
bat dan konidia yang berkecambah menurun.
Rata-rata dalam waktu 5 hari jamur akan tumbuh
memenuhi permukaan media. Pada kondisi ini
jamur sudah siap panen. Pemanenan dengan
meluruhkan jamur menggunakan aquades.19

Dalam kondisi normal, spora jamur B.
bassiana tidak mampu bercampur secara homo-
gen dengan aquades. Kebanyakan spora jamur
akan mengambang pada permukaan air. Hal ini
akan menyulitkan pada saat aplikasi jamur di
lapangan. Penambahan zat atau senyawa untuk
menghomogenkan larutan spora ini diperlukan
agar spora bisa tercampur merata di air. Peng-
gunaan Tween 80 sebagai senyawa yang meng-
homogenkan larutan didasarkan pada uji for-
mulasi cair dimana uji ini menunjukkan peng-
gunaan Tween 80 dapat menghomogenkan larut-
an spora dan tidak bersifat toksik bagi larva.
Larutan Tween 80 tidak memberikan angka
kematian pada saat pre-larva dan saat larva te-
tapi memberikan efek gagal pre-pupa.” Peng-
gunaan tween 80 sebagai bahan dalam pem-
buatan formulasi cair juga dilakukan oleh
Indrayani et alll pada penelitian -efektifitas
formula jamur Beuveria bassiana dalam pengen-
dalian penggerek buah kapas (Helicoverpa
armigera).

Uji viabilitas larutan spora menunjukkan
konsentrasi spora sebesar 7,98 x 107 pada
medium cair tersebut. Konsentrasi dari larutan
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spora ini sebenarnya masih berbeda dengan lite-
ratur dimana pabrik B. bassiana meng-gunakan
konsentrasi terstandarisasi untuk B. bassiana se-
besar 6 x 107 Dengan jumlah spora tersebut,
larutan spora induk cair dapat digunakan sebagai
bahan aktif dalam pembuatan sediaan kapsul. 12
Perbedaan konsentrasi larutan spora ini diduga
dikarenakan proses produksi jamur B. bassiana
tidak maksimal sehingga menghasilkan jumlah
spora yang kurang dari konsentrasi standar.

Untuk aplikasi dilapangan, perlu adanya
formulasi yang efektif dan efesien. Dalam
penelitian ini dilakukan proses enkapsulasi spora
jamur B. bassiana. Tujuan dari proses enkap-
sulasi ini, selain untuk mempermudah dalam pe-
nyimpanan dan penggunaan juga untuk men-
jebak konidia B. bassiana dalam sediaan miko-
kapsul. Dengan demikian, jumlah konidia nya
masih efektif untuk membunuh ketiga serangga
target saat diaplikasikan di lapang. Sediaan kap-
sul dibuat dengan metoda enkapsulasi yang ter-
buat dari maizena memiliki bentuk sediaan be-
rupa serbuk halus putih. Berdasarkan daya kela-
rutannya bentuk formulasi dari tepung maizena
mudah larut dan bercampur dalam air. Namun
formulasi dari tepung maizena memberikan
banyak endapan setelah dilarutkan ke dalam
aquades.

Konidia bersifat hidrofob, sehingga tanpa
formulasi lanjut akan mengambang di atas
permukaan, diharapkan dengan formulasi enkap-
sulasi nyamuk yang mencari makan dibawah
permukaan dapat terinfeksi. B. bassiana sendiri
bersifat racun kontak, dimana sebagai racun
kontak, insektisida yang diaplikasikan dapat
menembus kutikula serangga, trachea atau
kelenjar sensonrik dan organ lain yang berhu-
bungan dengan kutikula. Bahan aktif dapat saja
masuk melalui lemak kutikula walaupun tidak
diaplikasikan secara langsung.!3 Penelitian Bezal-
war et al. menyatakan bahwa B. bassiana me-
ngandung senyawa bioaktif yang mampu meng-
hambat dan membunuh terhadap larva Ae.
aegypti dan Culex pipiens.l* Pereira et al. Me-
nambahkan bahwa paparan larva untuk suspensi
konidia mengakibatkan kematian 6-90%. Tidak
semua larva yang masih hidup mampu mem-
bentuk pupa.!> Beberapa larva yang terinfeksi
spora B. bassiana menunjukkan adanya pertum-
buhan hifa pada tubuhnya. Paralisis menye-
babkan kehilangan koordinasi sistem gerak, se-
hingga gerakan serangga tidak teratur dan lama-
kelamaan melemah, kemudian berhenti sama
sekali.16

Dari uji viabilitas sediaan mikokapsul terlihat
bahwa jumlah spora yang menurun setelah pro-
ses enkapsulasi. Hal ini diduga terjadi kerusakan
spora B. bassiana akibat proses freeze dry dan
proses penghalusan. Proses produksi enkapsulasi
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B. bassiana yang didapatkan dari larutan induk
yang terbuat dari Tween 80 memberikan kon-
sentrasi rata-rata sebesar 7,98 x 107 spora/mL.
Setelah enkapsulasi konsentrasi spora rata-rata
sebesar 7,72 x 10 Proses enkapsulasi umumnya
memang menurunkan viabilitas spora. Menurut
Mishra et al, enkapsulasi B. bassiana meng-
gunakan susu bubuk skim, polivinil piro-lidon K-
90 dan glukosa sebagai aditif menun-jukkan
100% perkecambahan konidia dan diper-
tahankan 78% viabilitas konidia, bahkan setelah
penyimpanan selama 12 bulan pada 30°C.17

Konsentrasi setelah enkapsulasi sebesar rata-
rata 7,72 x 10% berpotensi untuk menginfeksi
larva Ae. aegypti dan Culex sp. namun belum
berhasil untuk menginfeksi larva Anopheles sp.
Tidak berhasilnya formula ini menginfeksi Ano-
pheles sp. diduga karena penggunaan Tween 80
yang menyebabkan spora cenderung tidak
dipermukaan air, sedangkan larva Anopheles
cenderung berada di permukaan air. Berbeda
dengan formulasi yang menggunakan Shellsol T
yang mampu menginfeksi larva Anopheles.
Menurut Bukhari et al,. ShellSol T adalah
pembawa efektif untuk spora jamur bila
menargetkan larva Anopheles di bawah kondisi
laboratorium dan lapangan.8

KESIMPULAN

Formulasi enkapsulasi B. bassiana meng-
gunakan maizena terbukti dapat menjadi formu-
lasi yang viable untuk menyimpan jamur B.
bassiana, akan tetapi berdasarkan uji larvasida
formulasi maizena yang diuji belum cukup efektif
untuk menjadi salah satu alternatif pengendalian
larva nyamuk Aedes, Anopheles dan Culex.

Disarankan untuk melakukan penelitian
pengembangan formulasi dengan bahan lain
dimulai dengan proses produksi yang mampu
menghasilkan konsentrasi standar dan penam-
bahan formulasi yang menjaga agar konsentrasi
spora tidak menurun pada saat pasca enkap-
sulasi.
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