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BAB I. PENDAHULUAN
Latar Belakang 
Produksi sayuran dari famili Brassicaceae seperti kubis, kembang kol, sawi dan petsai lebih tinggi jika dibandingkan dengan jenis sayuran lainnya (BPS 2016). Budidaya tanaman ini terkendala oleh serangan hama Crocidolomia pavonana (F.) (Lepidoptera: Crambidae) dan Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae) merupakan hama utama tanaman famili Cruciferae.  Serangan C. pavonana dan P. xylostella secara bersama-sama dapat menyebabkan kegagalan panen jika pengendalian tidak dilakukan, terutama pada musim kemarau (Sastrosiswojo & Setiawati 1993). Sejauh ini petani masih mengandalkan pestisida sintetik untuk pengendalian kedua hama tersebut. Sehingga berbagai dampak negatif muncul, di antaranya resistensi dan resurjensi hama sasaran, terbunuhnya musuh alami dan organisme bukan sasaran lainnya, pencemaran lingkungan serta bahaya residu pada hasil panen bahkan dapat merangsang perkembangan sel kanker pada manusia (Abhilash dan Sing 2009; Kohler dan Triebskorn 2013).  
Berbagai permasalahan di atas mendorong orang untuk mencari alternatif yang lebih aman, di antaranya bahan insektisida dari tumbuhan (insektisida botani). Insektisida botani memiliki dampak negatif yang relatif lebih lunak dibandingkan dengan insektisida sintetik, karena lebih mudah terurai di lingkungan dan kompatibel dengan teknik pengendalian hama terpadu lainnya (Isman 1995; Schmutterer 1997). Produk pertanian yang diaplikasi dengan insektisida botani memiliki residu insektisida yang rendah. Hal ini memberi peluang besar bagi produk pertanian bisa masuk dan bersaing di pasar bebas yang bernaung di bawah World Trade Organization (WTO). Salah satu persyaratan yang ditetapkan oleh WTO adalah Sanitary and phytosanitary (SPS). Produk yang diperdagangkan harus aman bagi kesehatan konsumen, hewan, dan tanaman serta lingkungan hidup yang dilandasi oleh prinsip kajian ilmiah (Dirjen Bina Pengolahan dan Pemasaran Hasil Pertanian 2004).  
Salah satu faktor penyebab rendahnya penggunaan insektisida botani sebagai alternatif pengendalian hama di kalangan petani adalah minimnya insektisida botani siap pakai yang efektif, efisien, aman, dan tersedia dalam jumlah yang cukup (Lina et al. 2014).  Dalam upaya penyediaan insektisida botani siap pakai muncul kendala berupa keterbatasan bahan baku sumber ekstrak.  Masalah ini dapat diatasi dengan metode pencampuran ekstrak dari beberapa jenis tanaman. Penggunaan insektisida dalam bentuk campuran sering disarankan untuk menunda timbulnya resistensi hama terhadap insektisida tertentu, mengendalikan beberapa jenis hama sekaligus, meningkatkan efisiensi aplikasi karena insektisida campuran digunakan pada dosis yang lebih rendah dibandingkan dengan dosis masing-masing komponennya secara terpisah dan dapat mengurangi pengaruh samping terhadap organisme bukan sasaran dan lingkungan (Prijono 2002). 
Tumbuhan yang memiliki aktivitas insektisida antara lain Tephrosia vogelii dan Piper aduncum. Daun T. vogelii diketahui mengandung senyawa kelompok isoflavonoid seperti rotenon dan senyawa rotenoid lain yang bersifat insektisida, yaitu deguelin dan tefrosin (Delfel et al. 1970; Gaskins et al 1972; Lambert et al. 1993). Tumbuhan famili Piperaceae selain bersifat toksik diketahui memiliki sifat sinergis. Senyawa lignan yang mengandung gugus metilendioksifenil dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 (Metcalf 1967, Bernard et al.1989). Menurut Bernard et al. (1990) dilapiol yang berasal dari P. aduncum dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 dalam sediaan mikrosom dari sel-sel saluran pencernaan larva penggerek batang jagung Ostrinia nubilalis. Sifat sinergis ini sangat menguntungkan untuk pengembangan insektisida botani campuran sebagai alternatif pengendalian di masa yang akan datang.  
Lina et al. (2013) melakukan penelitian menyeluruh terhadap ekstrak campuran T. vogelii dan P. aduncum (1:5). Diperoleh kesimpulan bahwa ekstrak campuran memiliki aktivitas insektisida yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak tunggalnya dengan sifat sinergistik kuat dan tidak menyebabkan fitotoksik pada daun brokoli. Ekstrak T. vogelii dan P. aduncum (1:5) mempengaruhi fungsi fisiologi serangga C. pavonana melalui efek penghambatan makan (antifeedant) dan gangguan asimilasi makanan.Komponen toksik pada campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum (1:5) meningkatkan aktivitas enzim sitokrom b5 dan sitokrom P450 C. pavonana baik pada perlakuan in-vivo dan in-vitro (Lina et al. 2015). Formulasi insektisida botani berbahan T. vogelii dan P. aduncum (1:5) dibuat dalam bentuk emulsifiable concentrate (EC) dan wettable powder (WP). Formulasi EC dan WP mematikan dan menghambat pertumbuhan dan perkembangan larva C. pavonana (Lina et al. 2017). Formulasi EC dan WP campuran T. vogelii dan P. aduncum (1:5) memiliki persistensi yang rendah. Selain itu aman terhadap musuh alami Eriborus argenteopilosus. Formulasi EC dan WP campuran T. vogelii dan P. aduncum (1:5) efektif menekan populasi hama C. pavonana di lapangan dengan nilai efektivitas setara insektisida Bacillus thuringiensis (BT). Formulasi EC dan WP secara keseluruhan memenuhi syarat dan layak digunakan untuk pengendalian hama C. pavonana di lapangan (Lina et al. 2017). 
Formulasi campuran insektisida botani harus memenuhi kriteria efektif dan efisien sebelum di produksi secara massal. Sejauh ini formulasi campuran memiliki kelarutan dan kestabilan yang belum baik secara fisikokimia, karena mudah terurai oleh cahaya matahari dan mikroorganisme. Selain itu lebih dari 90% pestisida yang diaplikasikan tidak mengenai sasaran, hal ini tidak saja berdampak kepada lingkungan tetapi juga biaya aplikasi yang dikeluarkan oleh petani (Ghormade et al.2011; Stephenson 2003). Salah satu teknologi yang dapat meningkatkan performa formulasi campuran insektisida botani adalah teknologi nano. Beberapa kelebihan formulasi berbasis nanoteknologi yaitu luas area permukaan aplikasi meningkat, memudahkan aktivitas sistemik, mengurangi limbah pelarut organik, melindungi bahan aktif dari penguraian oleh mikroorganisme dan cahaya matahari, meningkatkan kelarutan, memperpanjang persistensi bahan aktif  dan meningkatkan kestabilan fisikokimia formulasi (Sasson et al. 2007).  

Tujuan Khusus 
Tujuan khusus penelitian ini adalah: a) Mengetahui ukuran partikel nanoformulasi campuran, b) Mengetahui aktivitas nanoformulasi campuran terhadap serangga uji C. pavonana di laboratorium.


Keutamaan Penelitian 
Ketahanan pangan merupakan dasar suatu negara, Universitas Andalas (Unand) memiliki rencana strategis penelitian terkait ketahanan pangan. Dalam proses produksi pangan banyak kendala yang ditemukan antara lain organisme pengganggu tanaman (hama dan penyakit) yang dapat menurunkan kualitas dan kuantitas produk pertanian. Pengelolaan hama dan penyakit yang berwawasan lingkungan, ekonomi, dan kesehatan lingkungan merupakan isu strategis yang tertuang dalam renstra Unand. Hal tersebut terpecahkan diantaranya dengan teknologi aplikasi insektisida botani dengan topik penting teknologi formulasi dan aplikasi insektisida botani potensial. Hal tersebut jelas sejalan dengan penerapan konsep pengendalian hama terpadu (PHT) untuk mengendalikan hama utama tanaman sayuran famili Brassicaceae. 
Saat ini realitanya di tingkat petani kubis, konsep PHT menemui beberapa kendala seperti yang telah disebutkan diatas keterbatasan bahan baku, kelarutan dan kestabilan fisikokimia yang rendah. Penggunaan insektisida yang berasal dari tanaman atau insektisida botani diharapkan mampu mengatasi kendala tersebut. Pengembangan insektisida botani dalam bentuk campuran diharapkan dapat meningkatkan aktivitasnya, menghemat sumber bahan baku dan menunda resistensi hama. Teknologi formulasi merupakan upaya menjaga kualitas suatu produk insektisida botani sehingga penggunaannya lebih efektif dan efisien. Secara keseluruhan penelitian ini akan mampu menjawab pertanyaan “dapatkah formulasi insektisida botani untuk mengendalikan hama pada tanaman Brassicaceae tersedia di tingkat petani?” Penelitian sebelumnya telah mencapai kesimpulan bahwa formulasi campuran T. vogelii dan P. aduncum (1:5) mampu mengendalikan hama kubis C. pavonana, aman terhadap musuh alami, residu mudah terurai dan relatif aman terhadap kesehatan manusia. 
Pada saat yang bersamaan ditemukan beberapa kelemahan antara lain bahan aktif mudah terurai oleh mikroorganisme dan cahaya matahari sehingga persistensinya rendah dan efektifitasnya di lapangan kurang baik. Selain itu aplikasi formulasi dilapangan kurang efisien, cairan semprot yang membawa bahan aktif lebih banyak yang terbuang ke lingkungan dibandingkan mengenai hama dan bekerja pada target site. Permasalahan tersebut perlu dipecahkan sebelum formulasi insektisida botani di produksi secara massal. Diharapkan formulasi insektisida botani siap pakai bagi petani memiliki aktifitas baik, efisien, dan ekonomis. Pada akhirnya ketersedian pengendalian alternatif yang ramah lingkungan dapat di produksi dalam skala industri. 




























BAB II. TINJAUAN PUSTAKA
 
Sifat Insektisida Tephrosia vogelii 
Kacang babi Tephrosia vogelii J. D. Hooker (Leguminosae) merupakan tumbuhan asli Afrika. Tanaman kacang babi berbentuk perdu, tumbuh tegak dengan tinggi mencapai 2-3 m. Daunnya berwarna hijau dan bermanfaat untuk pupuk hijau. Bunganya berwarna ungu, merah, dan putih. Perbanyakan tanaman kacang babi dapat dilakukan dengan biji. Daun kacang babi telah dimanfaatkan sebagai racun ikan, insektisida dan naungan persemaian tanaman kopi (Gaskins et al 1972; Heyne 1987). Wulan (2008) melaporkan penelitian fraksi T. vogelii dengan metode residu padadaun, fraksi yang aktif terhadap larva Crocidolomia pavonana adalah fraksi heksana, fraksi etil asetat dan ekstrak metanol dengan LC50 berturut-turut 0,14%, 0,45%, dan 0,30%, sedangkan dengan metode kontak fraksi yang aktif hanya fraksi n-heksana dengan LC50 sebesar 1,1%.  
Selain mengakibatkan kematian, fraksi atau ekstrak yang aktif juga berpengaruh terhadap perkembangan larva dan fraksi n-heksana juga memiliki efek antifeedant (penghambat makan). Abizar dan Prijono (2010) menjelaskan bahwa ekstrak etil asetat daun T. vogelii berbunga ungu memiliki aktivitas insektisida yang kuat terhadap larva instar II C. pavonana (LC50 dan LC95 pada 72 JSP masing-masing 0,091% dan 0,273%). Selain mengakibatkan kematian, perlakuan dengan ekstrak T. vogelii bunga ungu juga menghambat perkembangan larva C. pavonana akibat sifat penghambat makan dan peracunan oleh senyawa aktif. Lina et al. (2013) telah menguji ekstrak etil asetat daun T. vogelii bunga ungu terhadap ulat kubis C. pavonana. Hasil yang diperoleh sangat baik dengan nilai LC50 dan LC95 berturut-turut 0,05% dan 0,16%. Daun T. vogelii diketahui mengandung senyawa rotenon dan senyawa rotenoid lain yang bersifat insektisida, seperti deguelin dan tefrosin (Delfel et al. 1970; Gaskins et al. 1972; Lambert et al. 1993). Rotenoid terdapat pada seluruh bagian tanaman T. vogelii, namun kandungan tertinggi terdapat pada bagian daun dan yang terendah pada bagian akar (Delfel et al. 1970). Kandungan rotenoid semakin meningkat seiring dengan perkembangan tanaman (Hagemann et al. 1972).Pada tingkat sel, rotenon menghambat transfer elektron antara NADH dehidrogenase dan koenzim Q pada kompleks I dari rantai transpor elektron di dalam mitokondria (Hollingworth 2001).  Hambatan terhadap proses respirasi sel tersebut menyebabkan produksi ATP menurun sehingga sel kekurangan energi yang selanjutnya dapat menyebabkan kelumpuhan berbagai sistem otot dan jaringan lainnya.   

Sifat Insektisida Piper aduncum 
Tumbuhan sirih hutan Piper aduncum L. (Piperaceae) berasal dari Amerika tropis dan diperkenalkan di Indonesia pada tahun 1860. Sirih hutan tumbuh pada ketinggian 90 sampai 1000 m dpl (Heyne 1987).  Perlakuan dengan minyak atsiri daun P. aduncum pada konsentrasi 0,1 mg/ml mengakibatkan kematian larva caplak Rhipicephalus microplus, parasit pada ternak seperti sapi, keledai, kuda, dan domba, sampai 100% (Silva et al. 2009). Sementara itu perlakuan dengan Minyak atsiri P. aduncum dilaporkan juga toksik terhadap kumbang daun kacang Cerotoma tingomarianus dengan metode aplikasi kontak, perlakuan pada konsentrasi 1% dapat mengakibatkan kematian kumbang hampir 100% (Fazolin et al. 2005).  Bernard et al. (1995) menyebutkan bahwa ekstrak kasar daun P. aduncumpada konsentrasi 0,4% dapat menghambat perkembangan larva penggerek batang jagung Ostrinia nubilalis hingga 90%.
Dilapiol merupakan komponen utama fraksi aktif daun P. aduncum. Hasyim (2011) melaporkan bahwa komponen utama dalam fraksi aktif dari ekstrak nheksana buah P. aduncum adalah dilapiol (golongan fenilpropanoid), dengan area puncak pada kromatogram berdasarkan analisis dengan kromatografi gas sebesar 68,8%. Analisis GC-MS yang dilakukan Lina et al. (2014), juga menunjukkan bahwa komponen utama ekstrak etil asetat dan minyak atsiri hasil detilasi P. aduncum berturut-turut adalah dilapiol 75.18% dan 79.36%. Senyawa dilapiol memiliki gugus metilendioksifenil (MDF) yang merupakan ciri penting dari berbagai senyawa yang bersifat sebagai sinergis insektisida (Metcalf 1967; Bernard et al. 1990; Scott et al. 2008). Senyawa yang memiliki gugus MDF dapat menghambat aktivitas enzim polisubstrat monooksigenase (PSMO) yang berperan dalam menurunkan daya racun senyawa atau metabolit toksik di dalam tubuh. Terhambatnya enzim PSMO dapat mengakibatkan penumpukan senyawa atau metabolit toksik di dalam tubuh serangga yang akhirnya dapat mengakibatkan kematian (Bernard et al. 1995). 

Potensi Campuran Insektisida Botani 
Insektisida botani dapat digunakan dalam bentuk campuran dua jenis atau lebih ekstrak tumbuhan.  Penggunaan insektisida botani yang berbahan baku campuran ekstrak tumbuhan memiliki keunggulan dibandingkan dengan ekstrak tunggal, antara lain mengurangi ketergantungan pada satu jenis tumbuhan sebagai bahan baku (Dadang & Prijono 2008).  Penggunaan insektisida dalam bentuk campuran lebih ekonomis bila campuran bersifat sinergis (Stone et al. 1988), dapat meningkatkan spektrum aktivitas insektisida (Dadang & Prijono 2008), dan dapat menunda timbulnya resistensi hama terhadap insektisida (Georghiou 1983). Campuran ekstrak metanol buah Piper retrofractum dan ekstrak metanol daun T. vogelii pada perbandingan konsentrasi 1:1 bersifat sinergistik lemah baik pada taraf LC50 maupun LC95 (indeks kombinasi pada 72 JSP masing-masing 0,667 dan 0,507) dan perlakuan dengan campuran ekstrak tersebut pada konsentrasi 0,1% menghambat perkembangan larva C. pavonana sebesar 97% (Saryanah 2008).  
Menurut (Abizar dan Prijono 2010) campuran ekstrak daun T. vogelii bunga ungu dan ekstrak buah P. cubeba (5:9) bersifat sinergistik terhadap larva C. pavonana, baik pada taraf LC50 (indeks kombinasi 0,245 pada 96 JSP) maupun LC95 (indeks kombinasi 0,655 pada 96 JSP).  Selain mengakibatkan kematian, perlakuan dengan ekstrak uji juga bersifat sebagai penghambat makan sehingga menghambat perkembangan larva C. pavonana. Lina et al. (2014) telah melakukan penelitian menyeluruh terhadap campuran T. vogelii dan P. aduncum. Campuran dengan perbandingan 1:5 memiliki aktivitas paling tinggi terhadap hama C. pavonana dengan nilai LC50 dan LC95 berturut-turut 0.014 dan 0.060. Kombinasi ekstrak pada campuran bekerja dengan cara fasilitasi yaitu, bahan aktif dari P. aduncum menghambat aktivitas enzim yang menguraikan senyawa toksik pada tubuh serangga, akibatnya bahan aktif T. vogelii dan B. javanica tidak terurai dengan baik sehingga bisa masuk menuju sasaran dan bekerja dengan maksimal. 
Famili Piperaceae diketahui memiliki sifat sinergis jika dicampurkan dengan ekstrak lainnya. Hal ini disebabkan oleh adanya senyawa lignan yang mengandung gugus metilendioksifenil yang dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450, yang dapat menurunkan daya racun senyawa asing termasuk insektisida (Metcalf 1967; Bernard et al. 1989). Menurut Bernard et al. (1990) dilapiol yang berasal dari P. aduncum dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 dalam sediaan mikrosom dari sel-sel saluran pencernaan larva penggerek batang jagung O. nubilalis. Oleh karena itu, ekstrak P. aduncum yang mengandung dilapiol berpotensi sinergis bila dicampurkan dengan ekstrak tumbuhan lain. Lina et al. (2014) telah membuat formulasi campuran berbahan ekstrak T. vogelii dan P. aduncum (1:5) yang dikembangkan dalam bentuk emulsifiable concentrate (EC) dan wettable powder (WP). Formulasi campuran memiliki aktivitas insektisida dan menghambat perkembangan larva C. pavonana. 
Bahan aktif formulasi mudah terurai oleh sinar matahari sehingga tidak meninggalkan residu yang berbahaya bagi manusia. Formulasi bersifat stabil pada air akuades dan air sadah yang sesuai dengan standar CIPAC (Collaborative International Pesticides Analytical Council). Formulasi EC dan WP aman terhadap parasitoid Eriborus argenteopilosus jantan dan betina pada konsentarasi setara 2x LC95 dan tidak menyebabkan gejala fitotoksik pada daun brokoli. Uji efikasi formulasi di lapangan menunjukkan bahwa pada saat populasi hama tinggi, formulasi EC dan WP T. vogelii : P. aduncum (1:5) memiliki aktivitas yang setara dengan insektisida BT dan deltametrin. Pada 28 HST, formulasi EC dan WP mampu menekan populasi larva C. pavonana berturut-turut 80.16% dan 96.73%. Pada 56 HST perlakuan formulasi EC dan WP menekan populasi larva C. pavonana berturut-turut 88.56% dan 81.01%. Berdasarkan bioaktivitas insektisida, keamanan terhadap musuh alami, keamanan terhadap tanaman budidaya, persistensi residu dan keefektifan di lapangan, secara keseluruhan formulasi EC dan WP T. vogelii dan P. aduncum (1:5) dapat digunakan untuk pengendalian hama C. pavonana di lapangan (Lina et al. 2014). 
 
Konsep Nano Teknologi dalam Insektisida Botani 
Metode aplikasi pestisida yang aman dan efisien sangat diperlukan untuk mengurangi efek pestisida. Dalam hal ini nanoteknologi menjanjikan dan dapat digunakan sebagai alat inovasi untuk aplikasi bahan kimia pertanian secara lebih aman (Ghormade et al 2011; Gonzalez et al 2014). Beberapa kendala yang ditemukan pada insektisida botani (ekstrak, minyak essensial, bahan aktif/fraksi) adalah stabilitas fisikokimia yang rendah, mudah menguap, mudah terurai oleh panas dan mudah terurai oleh matahari (Lina et al. 2014). Pengembangan formulasi baru dengan sistem teknologi nano dapat meningkatkan efektivitas dan efisiensi pestisida botani (Khot et al. 2012; Isman 2006; Tramon 2014). 
Salah satu teknologi nano yang dapat digunakan untuk mengatasi persoalan di atas adalah sistem pelepasan bahan aktif secara perlahan dapat meningkatkan spesifisitasnya pada target, mengoptimalkan kerja kerja bahan aktif dan meminimalisir dampak residu (Risch and Reineccius 1995). Penggunaan bahan-bahan yang mudah terurai atau dikenal dengan istilah nanobioteknologi sangat menjanjikan untuk pengembangan sistem. Nanobioteknologi dan nanoteknologi mengarah pada meningkatkan stabilitas dan efektifitas pestisida botani (Ghormade et al. 2011; Perlatti et al. 2013). Nanobioteknologi dan nanoteknologi memungkinkan untuk melepaskan bahan aktif langsung pada target site suatu organisme dan mengontrol pelepasan molekul pada target site tersebut. 
Dua teknologi tersebut sekaligus dapat mengurangi efek pada organisme non target, meningkatkan stabilitas fisikokimia dan mencegah penguraian bahan aktif oleh mikroorganisme (Duran dan Marcato 2013; Gogos et al. 2012b; Perlatti et al. 2013). Lebih lanjut pelepasan/ sistem pembawa dapat berupa difusi terkontrol, erosi terkontrol dan pembengkakan terkontrol (Arifin et al. 2006; Pothakamuri dan Barbosa-Canovas 1995; Tramon 2014) tergantung pada sistem transfer yang dikembangkan. Dalam teknologi nano, ukuran partikel yang dihasilkan berkisar antara 1-5000 μm. Teknologi terseubt biasa digunakan untuk meningkatkan stabilitas, mengurangi efek samping dan efek toksik zat aktif dan memperpanjang pelepasan zat aktif (Benita, 2006).
Partikel nano meningkatkan stabilitas azadirachtin akibat radiasi ultraviolet, juga meningkatkan penyebaran pada fase cair. Nano partikel yang mengandung azadirachtin 5000mg/kg efektif mematikan larva P. xylostella hingga 100%. Salah satu bahan penyusun formulasi campuran adalah ekstrak T. vogelii dengan kandungan bahan aktif utama rotenon. Lao et al. (2010) mengkarakterisasi derivative amphiphilic chitosan, N-(octadecanol-1-glycidylether)-O-sulfate chitosan yang digunakan sebagai bahan pembawa rotenon. Critical micelle concentration (CMC) juga di tentukan, begitu juga morfologi micelle dan profil pelepasan rotenon pada media air. Hasil penelitian menunjukkan bahwa turunan chitosan sintesis dengan menggunakan metode assembly, menghasilkan micelle dengan ukuran antara 167.7 dan 214.0 nm dan zeta potensial -45 sampai 51.9 mV. Micelle yang berbentuk bola menunjukkan nilai CMC 3.55 x 10-3 hingga 5.5 x 10-3 mg/mL. 
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BAB III. METODE PENELITIAN
 
Tempat dan Waktu  
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biota Sumatera, Fakultas Farmasi dan Laboratorium Bioekologi Serangga, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas pada Bulan September sampai November 2019.

Bahan Tumbuhan Sumber Ekstrak 
Bahan tumbuhan yang digunakan sebagai sumber ekstrak adalah daun Tephrosia vogelii berbunga ungu dan buah Piper aduncum yang di dapat dari berbagai daerah di Sumatera Barat.  Daun T. vogelii langsung dipotong kecil-kecil lalu dikeringudarakan selama 1 minggu, sedangkan buah P. aduncum dikering udarakan dalam keadaan utuh selama 1 minggu tanpa terkena cahaya matahari langsung. Kemudian dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk, di ayak dan disimpan didalam alat penyimpan bersuhu 4°C hingga saat digunakan. 

Ekstraksi Tephrosia vogelii dan Piper aduncum 
Ekstraksi dilakukan secara terpisah masing-masing per bahan insektisida. Metode yang dilakukan adalah dengan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat. Serbuk buah P. aduncum dan T. vogelii ditimbang sebanyak 50 g lalu dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer dan direndam dalam 500 ml pelarut etil asetat selama 2 x 24 jam. Kemudian cairan ekstrak disaring menggunakan corong kaca (diamater 9 cm) yang dialas kertas saring biasa dan ditampung dalam labu erlenmeyer. Hasil saringan pertama disaring lagi menggunakan corong kaca (diameter 5 cm) yang dialas kertas saring whatman No. 41 dan ditampung dalam labu uap.  Hasil saringan kedua diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 50 ̊C dan tekanan 240 mbar. Etil asetat yang diperoleh dari penguapan digunakan untuk merendam ulang ampas ekstrak tanaman hingga 3x perendaman (2 perendaman selanjutnya selama 1 x 24 jam). 
Ekstrak yang diperoleh dalam labu berupa bahan semipadat (kental) berwarna coklat. Ekstrak tersebut dibiarkan didalam labu dengan mulut labu ditutup kain kasa selama 3 hari sampai bau etil asetat hilang. Setelah itu ekstrak dipindahkan ke botol penyimpanan dan ditutup dengan aluminium foil dan diberi plastik. Ekstrak disimpan didalam lemari pendingin dengan suhu 4 ̊C sampai digunakan untuk pengujian.
Teknik Pembuatan Sediaan Nanoemulsi Campuran
Nanoemulsi disiapkan dengan mekanisme emulsifikasi spontan dengan memodifikasi teknik metode Diba et al. (2014), Tama (2019) dan Erlina (2019). Nanoemulsi dengan emulsifikasi spontan yaitu nanoemulsi yang terjadi saat fase organik dan fase air dicampurkan. Sistem emulsi terdiri dari fase organik (ekstrak = T. vogelii dan P. aduncum (1:3), pelarut = bioetanol) dan fase air (air = akuades dan surfaktan = Tween 80). Fase organik disiapkan dengan mencampurkan kedua ekstrak dan pelarut sebanyak 10% dari total emulsi dengan komposisi 1:1 (g/v). 
Fase air disiapkan dengan mencampurkan Tween 80 sebanyak 3% dan akuades kemudian diaduk menggunakan pengaduk magnetik selama 30 menit pada suhu ruang. Teknik emulsifikasi spontan dilakukan dengan cara menambahkan fase organik ke dalam fase air melalui penetesan (tetes demi tetes) dan dilanjutkan pengadukan magnetik selama 45 menit. Komposisi pembuatan nanoemulsi insektisida botani berbahan campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum adalah sebagai berikut:
Tabel 1. Komposisi nanoemulsi ekstrak Tephrosia vogelii dan Piper aduncum
	Formulasi
	Komposisi bahan formulasi

	
	Ekstrak T. vogelli : P. aduncum (1:3) (%)
	Pelarut (%)
	Pengemulsi (%)
	Akuades (%)

	Nanoemulsi T. vogelli dan P. aduncum
	
0,25
	
0,25
	
3
	
96,50


Nanoemulsi yang dibuat terdiri dari 0,25% campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum dengan perbandingan 1:3. Jenis pelarut yang digunakan adalah etanol 96,50% sebanyak 0,25%. Jenis pengemulsi yang digunakan adalah Tween 80 sebanyak 3%. 

Pemeliharaan Serangga Uji Crocidolomia pavonana 
Serangga C. pavonana dibiakkan mengikuti prosedur yang digunakan oleh Prijono dan Hassan (1992). Imago C. pavonana dipelihara dalam kurungan plastik kasa berbingkai kayu (50 cm x 50 cm x 50 cm) dan diberi pakan larutan madu 10% yang diserapkan pada segumpal kapas yang digantungkan di dalam kurungan.Daun brokoli yang tangkainya dicelupkan dalam tabung film berisi air diletakkan di dalam kurungan sebagai tempat peletakan telur.Kelompok telur pada daun brokoli dikumpulkan setiap hari. Setelah telur menetas, larva dipindahkan ke dalam wadah plastik (35 cm x 26 cm x 6 cm) berjendela kasa yang dialasi kertas stensil, dan diletakkan daun brokoli bebas pestisida sebagai pakannya. Larva instar II digunakan untuk pengujian, pakan predator, dan inang parasitoid. 
Bila tidak digunakan untuk pengujian, sebagian larva dipelihara lebih lanjut dalam wadah plastik berisi daun brokoli. Menjelang berpupa, larva dipindahkan ke dalam wadah plastik lain yang berisi serbuk gergaji steril sebagai medium untuk berpupa. Pupa beserta kokonnya dipindahkan ke dalam kurungan plastik-kasa seperti di atas sampai muncul imago untuk pemeliharaan selanjutnya. 

Uji Toksisitas Nanoemulasi Campuran
Nanoemulasi campuran diuji dengan cara menyiapkan sesuai konsentrasi yang diinginkan dan melarutkannya ke dalam air. Potongan daun brokoli (4 cm x 4 cm) dicelup satu per satu dalam larutan nanoemulsi dibolak-balik sampai seluruh permukaan daun basah merata, kemudian dikering udarakan. Daun kontrol dicelup dalam larutan kontrol yang sesuai. Satu potong daun perlakuan dan daun kontrol diletakkan secara terpisah dalam cawan petri (diameter 9 cm) beralaskan tisu yang ukurannya melebihi diameter cawan. Cawan petri diletakkan pada posisi terbalik. Alas tisu diletakkan pada bagian tutup cawan dan bagian dasar cawan ditutupkan di atas tisu. Dengan demikian, bagian tutup dan dasar cawan tersekat tisu sehingga larva uji tidak dapat keluar dari dalam cawan. 
Larva C. pavonana instar II yang baru ganti kulit sebanyak 15 ekor dimasukkan ke dalam setiap cawan petri yang telah berisi daun perlakuan atau daun kontrol, lalu larva tersebut dibiarkan makan selama 24 jam.  Masing-masing perlakuan dan kontrol di ulang 5 kali. Setelah 24 jam ditambahkan daun perlakuan dan daun kontrol seperlunya.  Dua puluh empat jam berikutnya, daun perlakuan diganti dengan daun tanpa perlakuan, larva yang mati dihitung dan dibuang dari cawan sedangkan yang hidup dibiarkan dan dipelihara dengan tetap diberi makan daun tanpa perlakuan sampai larva tersebut mencapai instar IV. Jumlah larva yang mati dan lama perkembangan larva yang bertahan hidup dicatat. Data mortalitas larva diolah dengan analisis probit menggunakan program POLO-PC (LeOra Software 1987).  Data lama perkembangan larva dinyatakan sebagai nilai rata-rata simpangan baku.   

Analisis Sifat Aktivitas Campuran  
Untuk campuran ekstrak yang komponennya berasal dari jenis tumbuhan yang berbeda, sifat aktivitas campuran dianalisis berdasarkan model kerja bersama berbeda dengan menghitung indeks kombinasi pada taraf LC50 dan LC95. Indeks kombinasi (IK) pada taraf LCx tersebut dihitung dengan rumus berikut (Chou dan Talalay 1984):  
[image: ]
LCx1 dan LCx2 masing-masing LCx komponen ekstrak 1 dan 2 pada pengujian terpisah; LCx1(cm) dan LCx2(cm), masing-masing LC komponen 1 dan 2 dalam campuran yang mengakibatkan mortalitas x (misal 50% dan 95%). Nilai LC tersebut diperoleh dengan cara mengalikan LCx campuran dengan proporsi konsentrasi komponen 1 dan 2 dalam campuran. Kategori sifat interaksi campuran diadaptasi dari Kosman dan Cohen (1996) dan Gisi (1996) berdasarkan kebalikan nilai nisbah ko-toksisitas: 
(1) bila IK < 0.5, komponen campuran bersifat sinergistik kuat; 
(2) bila IK 0.5–0.77, komponen campuran bersifat sinergistik lemah; 
(3) bila IK > 0.77–1.43, komponen campuran bersifat aditif; 
(4) bila IK > 1.43, komponen campuran bersifat antagonistik. 




BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil 
Nanoemulsi campuran yang telah dibuat dilakukan uji toksisitas terhadap larva C. pavonana dengan 6 jenis konsentrasi beserta kontrol. Data mortalitas serta lama perkembangan larva dapat dilihat pada Tabel 2. 
Tabel 2. Mortalitas dan lama perkembangan larva Crocidolomia pavonana 
 setelah perlakuan nanoemulsi campuran 
	Konsentrasi (%)
	Mortalitas (%) ± SD
	Lama perkembangan larva (hari)

	
	
	Instar II – III ± SD
	Instar II – IV ± SD

	0,15
	90,66 ± 0,52
	a
	4,42 ± 1,40
	7,57 ± 1,92

	0,075
	58,66 ± 1,69
	  b
	4,67 ± 1,46
	7,22 ± 1,97

	0,375
	46,66 ± 2,71
	  b
	4,00 ± 1,61
	7,10 ± 2,30

	0,018
	18,66 ± 1,14
	    c
	3,29 ± 0,34
	5,54 ± 0,49

	0,009
	12,00 ± 1,37
	    c
	3,24 ± 0,29
	5,78 ± 0,33

	0,00 (kontrol)
	  0,00 ± 0,00
	      d
	2,52 ± 0,06
	4,89 ± 0,10


*Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama berbeda tidak nyata menurut uji lanjut LSD 5%; SD= standar deviasi
Berdasarkan hasil penelitian insektisida botani berbahan ekstrak campuran T. vogelii dan P. aduncum dapat diketahui bahwa terdapat peningkatan mortalitas larva perlakuan seiring dengan peningkatan taraf konsentrasi. Hasil uji mortalitas nanoemulsi secara berturut-turut adalah sebagai berikut: pada konsentrasi terendah yaitu 0,00 atau kontrol tidak menyebabkan kematian pada larva uji. Konsentrasi 0,009 mematikan larva uji sebesar 12,00%, konsentrasi 0,018 mematikan larva uji sebesar 18,66%, konsentrasi 0,375 mematikan sebesar 46,66 %, konsentrasi 0,075 mematikan larva uji sebesar 58,66 % dan konsentrasi 0,15 mematikan larva uji sebesar 90,66%. 
Kemudian pada pengamatan lama perkembangan larva, tidak ada pengaruh antara tingkat konsentrasi nanoemulsi terhadap lama perkembangan larva C. pavonana baik itu pada instar II – III maupun pada instar II – IV. Namun secara umum hasil menunjukkan adanya perpanjangan masa perkembangan larva yang bertahan hidup jika dibandingkan dengan kontrol. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Tabel 2.Lama perkembangan larva pada konsentrasi 0,00% (kontrol) adalah selama 2,52 hari untuk intar II-III dan 4,89 hari untuk instar II-IV. Kemudian lama perkembangan larva perlakuan nanoemulsi campuran adalah 3-4 hari untuk instar II-III dan 5-7 hari untuk instar II-IV. 
Analisis regresi probit digunakan untuk menentukan hubungan konsentrasi nanoemulsi insektisida botani berbahan campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum terhadap mortalitas larva C. pavonana dapat dilihat pada Tabel 3. Analisis Probit menghasilkan nilai kemiringan regresi (nilai b), LC50 dan LC95, sebagai berikut: 
Tabel 3. Parameter regresi probit LC50 dan LC95 hubungan konsentrasi  
      nanoemulsi campuran terhadap mortalitas larva Crocidolomia 
      pavonana serta sifat insektisida campurannya
	Nanoemulsi
	Nilai b + SE
	LC50 (%)
	LC95 (%)
	Nilai IK pada taraf

	
	
	
	
	LC50
	Kriteria
	LC95
	Kriteria

	Campuran 
T. vogelli dan P. aduncum
	2.00 ± 0,44
	0,04
	0,3
	0,48
	SK
	0,66
	SL


*b= kemiringan regresi; SE= standar error; IK: indeks kombinasi; SK: sinergistik kuat; SL: sinergistik lemah 
Hasil analisis regresi probit campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum menghasilkan nilai kemiringan regresi (nilai b) adalah 2.00. Nilai LC50 dan LC95  nanoemulsi berturut-turut adalah 0,04 dan 0,3. Sedangkan pada nilai indeks kombinasi terdapat 2 kriteria yang berbeda. Nilai IK LC50 dengan kriteria sinergistik kuat dan nilai IK LC95 dengan kriteria sinergistik lemah.
Pembahasan 
Hasil penelitian menunjukan nanoemulsi campuran T. vogelii dan P. aduncum memiliki toksisitas yang sangat baik terhadap larva C. pavonana. Mortalitas larva pada konsentrasi tertinggi mencapai 90%. Mortalitas larva C. pavonana meningkat seiring dengan meningkatnya taraf konsentrasi perlakuan. Hal tersebut terjadi karena semakin banyak juga senyawa aktif T. vogelii dan P. aduncum yang terkandung dalam nanoemulsi yang dapat mematikan serangga. Kematian serangga C. pavonana disebabkan oleh komponen aktif ekstrak yang bekerja dengan cara berbeda dan saling bekerja sama diantara keduanya.
Piper aduncum mematikan serangga uji dengan kerja sebagai racun syaraf. Senyawa piperamida dari family Piperaceae (guininsin dan piperisida) bekerja sebagai racun syaraf yang menghambat aliran impuls syaraf pada akson sehingga menyebabkan kelumpuhan (Miyakado et al. 1989; Morgan dan Wilson 1999). Famili Piperaceae diketahui memiliki sifat sinergis jika dicampurkan dengan ekstrak lainnya. Hal ini disebabkan oleh adanya senyawa lignan yang mengandung gugus metilendioksifenil yang dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 dan menurunkan daya racun senyawa asing termasuk insektisida (Metcalf 1967; Bernard et al. 1989). Menurut Bernard et al. (1990) dilapiol yang berasal dari P. aduncum dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 dalam sediaan mikrosom dari sel-sel saluran pencernaan larva penggerek batang jagung O. nubilalis. 
Kombinasi ekstrak campuran bekerja dengan cara fasilitasi yaitu, seperti yang telah dijelaskan diatas bahan aktif dari P. aduncum menghambat aktivitas enzim yang menguraikan senyawa toksik pada tubuh serangga, akibatnya bahan aktif T. vogelii tidak terurai dengan baik sehingga bisa masuk menuju sasaran dan bekerja dengan maksimal. Oleh karena itu, ekstrak P. aduncum yang mengandung dilapiol berpotensi sinergis bila dicampurkan dengan ekstrak tumbuhan lain. Bisa dilihat dari Tabel 1 pada proporsi konsentrasi P. aduncum yang lebih besar dibandingkan T. vogelii yaitu 3x lipat lebih banyak berkemungkinan menyebabkan penghambatan yang lebih besar terhadap aktivitas enzim PSMO sehingga senyawa aktif T. vogelii dapat terhindar dari penguraian oleh enzim tersebut dan dapat tetap bekerja menyerang bagian sasaran.
Tephrosia vogelii diketahui mengandung senyawa rotenon yang bersifat insektisida (Delfel et al., 1970; Gaskins et al, 1972; Lambert et al. 1993: Lina et al. 2013). Rotenon memiliki aktivitas insektisida terhadap berbagai jenis serangga sebagai racun perut dan racun kontak (Perry et al. 1998; Djojosumarto, 2008). Gangguan ini terjadi akibat senyawa retenon yang terkandung didalam nanoemulsi insektisida botani berbahan T. vogelii. Retenon diketahui dapat menyebabkan kelumpuhan sistem otot dan sitem jaringan yang bekerja pada saat larva mencerna makanan. Hollingworth (2001) menjelaskan bahwasannya rotenon bersifat racun respirasi sel yang menghambat transfer elektron antara NADH dehidrogenase dan koenzim Q pada kompleks I dari rantai transpor elektron di dalam mitokondria. Rotenon menyekat pemindahan elektron dari Fe-S ke koenzim ubiquinon sehingga menghambat proses respirasi sel dan menurunkan produksi ATP. Hambatan terhadap proses respirasi sel tersebut menyebabkan produksi ATP menurun sehingga sel kekurangan energi yang selanjutnya dapat menyebabkan kelumpuhan berbagai sistem otot atau jaringan lainnya dan akhirnya serangga mati. 
Nanoemulsi dengan bahan campuran ini selain dapat mematikan serangga dengan nilai mortalitas yang tinggi, juga memiliki kelebihan lain yaitu memiliki cara kerja yang berbeda sehingga dapat menunda terjadinya resistensi hama (Georghiou, 1983; Nailufar, 2011). Kemampuan serangga untuk membentuk sistem pertahanan terhadap beberapa senyawa yang berbeda sekaligus lebih sulit daripada terhadap satu jenis senyawa (tunggal) saja. Serangga tidak mudah menjadi resisten terhadap ekstrak tumbuhan dengan beberapa bahan aktif. Banyak senyawa tanaman yang memiliki cara kerja yang berbeda dengan insektisida sintetik yang umum digunakan saat ini, sehingga kemungkinan terjadinya resistensi silang cukup kecil (Prijono 1999). Selain itu, pencampuran beberapa insektisida botani juga dapat mengefisienkan sediaan bahan tanaman, seperti yang dikatakan oleh Dadang dan Prijono (2008) bahwasannya penggunaan campuran insektisida botani yang bersifat sinergistik dapat mengurangi jumlah pemakaian bahan baku dibandingkan dengan insektisida botani yang mengandung ekstrak tunggal, sehingga dapat mengatasi ketergantungan/keterbatasan bahan baku insektisida botani di tingkat petani karena tumbuhan sumber insektisida botani tidak selalu terdapat melimpah di suatu daerah. Insektisida botani dalam bentuk campuran juga bersifat lebih ekonomis (Stone et al. 1988; Nailufar, 2011).
Pencampuran beberapa senyawa aktif tumbuhan dapat memberikan efek seperti sinergis, antagonis atau aditif. Dalam suatu ekstrak tumbuhan, selain beberapa senyawa aktif utama biasanya juga terdapat banyak senyawa lain yang kurang aktif, namun keberadaanya dapat meningkatkan aktivitas ekstrak secara keseluruhan (sinergi) (Prijono 1999). Beberapa peneliti telah membuktikan efektivitas campuran dua jenis ekstrak tanaman untuk dijadikan insektisida botani. Sebagai contoh, campuran ekstrak daun T. vogelii dan P. cubeba (5 : 9) bersifat sinergis terhadap larva C. pavonana, baik pada taraf LC50 maupun LC95. (Abizar dan Prijono, 2010) serta campuran ekstrak daun T. vogelii dan buah P. aduncum (1 : 1, 5 : 1, dan 1 : 5) bersifat sinergistik kuat terhadap larva C. pavonana (Nailufar, 2011). Yuswanti (2002) juga melaporkan bahwa campuran fraksi asetil asetat biji Aglaia harmsiana dan tangkai daun Dysoxilum acutangulum bersifat sinergis terhadap larva instar III Plutella xylostella pada LC50 tetapi bersifat antagonis pada LC95. 
Berdasarkan hasil analisis probit diketahui nilai b nanoemulsi campuran adalah sebesar 2,00. Menurut Lina et al. (2013), penambahan konsentrasi jumlah tertentu pada perlakuan nanoemulsi dengan nilai b yang tinggi akan mematikan serangga uji lebih banyak dibandingkan nanoemulsi dengan nilai b yang lebih rendah. Kemudian untuk mematikan larva C. pavonana sebanyak 95% dibutuhkan 0,3% nanoemulsi campuran T. vogelii dan  P. aduncum. Nilai LC95 nanoemulsi campuran lebih rendah dibandingkan dengan nilai LC95 perlakuan kedua nanoemulsi tunggal secara terpisah. Tama (2019) menyatakan untuk mematikan larva C. pavonana menggunakan nanoemulsi insektisida botani tunggal berbahan T. vogelii dibutuhkan konsentrasi sebesar 1,29%. Selain itu, Erlina (2019) juga berpendapat untuk mematikan larva C. pavonana menggunakan nanoemulsi insektisida botani tunggal berbahan P. aduncum dibutuhkan konsentrasi sebesar 0,85%. Nanoemulsi campuran T. vogelii dan P. aduncum bersifat sinergis sebagai insektisida botani. Namun keduanya memiliki nilai indeks kombinasi dengan sifat sinergistik yang berbeda, yaitu bersifat lemah pada taraf LC95, sedangkan pada taraf LC50 kombinasi tersebut bersifat sinergistik kuat. Data tersebut membuktikan peran senyawa aktif dari P. aduncum dan T. vogelii secara bersama-sama membentuk sinergi yang mampu mematikan hama sasaran lebih baik dibandingkan secara tunggal.
Indikasi sinergistik kuat pada nanoemulsi campuran dibuktikan dengan nilai mortalitas perlakuan nanoemulsi campuran yang lebih tinggi dalam mematikan larva C. pavonana dibandingkan dengan perlakuan nanoemulsi secara tunggal/terpisah. Hal yang sama juga dijelaskan oleh Abizar dan Prijono (2010), penggunaan campuran insektisida botani yang bersifat sinergistik dapat meningkatkan efisiensi aplikasi karena insektisida campuran digunakan pada dosis yang lebih rendah dibandingkan dengan dosis komponen masing-masing secara terpisah. Penggunaan campuran insektisida botani pada dosis yang lebih rendah juga dapat mengurangi dampak samping terhadap organisme bukan sasaran dan lingkungan. Lina et al. (2013) menambahkan aktivitas ekstrak campuran lebih aktif mematikan larva C. pavonana dibandingkan dengan ekstrak tunggalnya. Analisis indeks kombinasi campuran terhadap 13 kombinasi ekstrak campuran B. javanica, T. vogelii, dan P. aduncum bersifat sinergistik kuat pada taraf LC95, kecuali pada campuran T. vogelii: B. javanica: P. aduncum (1:0.5:2.5) dan campuran T. vogelii dan B. javanica (5:1) yang bersifat sinergistik lemah. Kemudian menurut Dadang et al. (2007) campuran ekstrak P. retrofractum dan Annona squamosa yang diuji di laboratorium menunjukkan sinergis yang baik dengan mortalitas larva yang tinggi sebesar 100% pada konsentrasi 0,05%, dan tanpa menimbulkan fitotoksik pada tanaman. 

“Nanoemulsi insektisida botani berbahan Tephrosia vogelii Terhadap 
Crocidolomia pavonana F. (Lepidoptera: Crambidae)”

Duma Putri Tama, Dr. Eka Candra Lina, SP, MSi, Prof. Dr. Ir. Novri Nelly, MP, 
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ABSTRAK
Nanoemulsi merupakan partikel berukuran kurang dari 500 nanometer. Nanoemulsi insektisida botani berbahan T. vogelii diketahui dapat meningkatkan kestabilan zat aktif dan memungkinkan melepaskan bahan aktif langsung pada organisme target. Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk menghasilkan nanoemulsi insektisida terbaik dan sangat aktif terhadap C. pavonana. Nanoemulsi dibuat dalam 4 tahapan (Gambar. 1), yaitu: uji pendahuluan (Tabel. 1), Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula A (Tabel. 2), Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula B (Tabel. 3) dan optimasi nanoemulsi (Tabel. 4). Sehingga nanoemulsi dihasilkan dalam 12 macam formula, yaitu: Formula A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K dan L. Penelitian ini telah dilakukan di Laboratorium Bioekologi Serangga Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang pada bulan Oktober 2018 sampai Maret 2019. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada konsentrasi 0.5 toksisitas tertinggi dimiliki oleh formula K, sedangkan toksisitas terendah adalah formula J. Nanoemulsi yang memiliki ukuran partikel terkecil adalah formula C yaitu 134nm, sedangkan formula K memiliki ukuran partikel terbesar yaitu 1292nm. Uji stabilitas nanoemulsi menunjukan bahwa pengemulsi tween 80 akan menghasilkan produk nanoemulsi yang lebih stabil dibandingkan dengan pengemulsi agristik. 

Kata kunci: Nanoemulsi, nanoinsektisida, C.pavonana, T.vogelii. 
Pendahuluan
Nanoteknologi diyakini dapat memberikan nilai tambah dalam sektor pertanian (agroindustry). Dalam beberapa dekade terakhir ilmuan pertanian sangat gencar melakukan riset terkait nanoteknologi. Thomson (1999) misalnya, telah melakukan riset aplikasi teknologi nano untuk memperbaiki beberapa sifat tanaman seperti buah pepaya tanpa biji. Jain dan Eija (2010) melakukan kultur jaringan dengan menggunakan metode nanoteknologi untuk menghasilkan tanaman stroberi bebas virus. Azhari (2017) mengaplikasikan nanoteknologi terhadap ekstrak Tricodermin sebagai antifungi Ganoderma boninense in vitro, dalam hasil pengujian menunjukan bahwa aktifitas antifungi enkapsulat nano-tricodermin memiliki nilai PIRG yang baik, sebesar 84,49%. Nanoteknologi sendiri juga memiliki peluang dibidang pengendalian hayati, khususnya pengendalian hama menggunakan insektisida botani.
Tumbuhan yang telah diketahui memiliki aktivitas insektisida potensial diantaranya adalah Tephrosia vogelii. Daun T. vogelii mengandung senyawa kelompok isoflavonoid seperti rotenone, deguelin dan tefrosin (Delfel et al., 1970; Gaskins et al., 1972; Lambert et al., 1993). Rotenon bekerja sebagai racun respirasi sel yang menghambat transfer elektron dalam NADH–koenzim ubikuinon reduktase (kompleks I) dari sistem transpor elektron didalam mitokondria (Hollingworth, 2001). Hal tersebut lambat laun akan mengakibatkan terjadinya kelumpuhan berbagai sistem otot dan jaringan tubuh lainnya pada serangga yang akhirnya menyebabkan kematian (Hollingworth, 2001).
Pengembangan teknologi nano atau nanoteknologi pada insektisida mampu meningkatkan efisiensi penggunaan insektisida itu sendiri. Beberapa kelebihan insektisida botani berbasis nanoteknologi yaitu meningkatkan stabilisasi bahan aktif, luas area permukaan aplikasi meningkat, memudahkan aktivitas sistemik, mengurangi limbah pelarut organik, melindungi bahan aktif dari penguraian oleh mikroorganisme dan cahaya matahari, meningkatkan kelarutan, memperpanjang persistensi bahan aktif, dan meningkatkan kestabilan fisikokimia formulasi. Lebih jauh lagi, penggunaan pestisida yang langsung pada target akan meminimalisir berkembangnya mekanisme resistensi pada hama dan mengurangi kematian serangga non target. Hal ini tentu akan membawa dampak positif bagi produksi pertanian, karena banyak kasus sebelumnya dimana terjadi ledakan hama tertentu akibat penggunaan pestisida yang kurang tepat. (Abdassah, 2017).  
Potensi insektisida botani berbahan T. vogelii berbasis nanoteknologi ini sangat besar, untuk itu perlu dilakukan penelitian terkait pengembangan nanoteknologi insektisida botani yang sangat efektif dan efisien dalam mengendalikan hama. Berdasarkan permasalahan di atas, peneliti tertarik melakukan penelitian dengan judul “Nanoemulsi insektisida botani berbahan Tephrosia vogelii Terhadap Crocidolomia pavonana F. (Lepidoptera: Crambidae)”. Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk: Mendapatkan nanoemulsi insektisida botani berbahan T. vogelii terbaik dan aktif  terhadap C. pavonana. 
METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu  
Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Juni sampai Desember 2018 di Laboratorium Biota Sumatera, Fakultas Farmasi dan Laboratorium Bioekologi Serangga, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. 
Metode Penelitian
Insektisida dibuat dalam bentuk nanopartikel yang disebut nanoemulsi. Ekstrak T. vogelii digunakan sebagai bahan aktif insektisida. Proses ekstrasi dilakukan dengan metode perendaman atau maserasi menggunakan pelarut etil asetat. Untuk mendapatkan nanoemulsi yang terbaik pembuatan nanoemulsi dilakukan dalam 4 tahapan (Gambar. 1), yaitu: uji pendahuluan (Tabel. 1), Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula A (Tabel. 2), Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula B (Tabel. 3) dan optimasi nanoemulsi menggunakan metoda (Putu, 2018) (Tabel 4). Sehingga nanoemulsi dihasilkan dalam 12 macam formula, yaitu: Formula A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K dan L.
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Gambar 1. Diagram alur pembutan nanoemulsi
Nanoemulsi dibuat menggunakan metoda Emulsion Inversion Point (EIP) yaitu pembuatan nanoemulsi menggunakan teknik energi rendah yang mengacu pada (Diba, 2014) dengan manipulasi komposisi fase organik dan fase air. Optimasi pada formula K dan L mengacu pada metoda yang dilakukan oleh (Putu, 2018). Metode emulsifikasi ini dipilih karena termasuk ke dalam metoda yang paling mudah dibuat dalam skala laboratorium, tidak membutuhkan peralatan yang rumit, tidak menggunakan temperatur yang tinggi dan dapat menghasilkan partikel berukuran kecil.Evaluasi nanoemulsi dilakukan meliputi: uji kestabilan nanoemulsi, uji PH, dan Particle Size Analyzer (PSA).
Uji toksisitas dilakukan menggunakan metoda celup daun pada setiap pengujian. Uji toksisitas terdiri dari uji pendahuluan dengan taraf kosentrasi 0%, 0,5%, 0,25% dan 0,10% dengan 3 kali ulangan untuk setiap nanoemulsi, hasil uji pendahuluan digunakan sebagai data untuk menentukan taraf konsentrasi pada uji lanjut, sehingga diperoleh 6 taraf konsentrasi. Perlakuan uji lanjut terdiri dari 5 kali ulangan. Data dianalisis probit menggunakan program software POLO PC untuk mengetahui nilai LC50 dan LC95. Selanjutnya data dianalisis dengan software Statistik 8 dan dilanjutkan dengan uji LSD (Least significant different) pada taraf nyata 5%.
 Pelaksanaan Penelitian 
a.  Persiapan bahan baku insektisida botani
Insektisida yang digunakan adalah insektisida botani berbahan T. vogelii. Kriteria pengambilan daun T. vogelii yaitu: T. vogelii berbunga ungu dan sudah berbuah. Daun diambil pada bagian tengah tanaman agar mendapatkan daun yang paling baik. Kemudian daun tersebut dikumpulkan dan dimasukkan ke dalam kantong plastik berukuran besar lalu dibawa ke laboratorium Bioekologi Serangga, jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. 
Daun T. vogelii tersebut diletakkan pada nampan rotan berdiameter 60 cm yang sudah di alas dengan kertas lalu dilakukan proses pengeringan/pemberaian. Proses pengeringan ini dilakukan selama kurang lebih 3 minggu, sampai daun benar-benar dalam keadaan kering dan kadar air pada daun sudah hilang. T. vogelii yang sudah kering kemudian dipotong kecil-kecil dan dihaluskan menggunakan blender. Hasil blender diayak mengunakan ayakan 0,5 mm sehingga diperoleh T. vogelii dalam bentuk  serbuk (Lina et al., 2014).
b. Ekstraksi T. vogelii 
Daun T. vogelii yang sudah berbentuk serbuk diambil sebanyak 100 gram kemudian dimasukkan kedalam labu erlenmeyer dan ditambahkan pelarut etil asetat sebanyak 1000 ml. Komposisi perbandingan etil asetat dengan serbuk T. vogelii mengacu pada penelitian yang sebelumnya (Lina et al., 2014).  Proses perendaman dibiarkan selama 2 × 24 jam. Kemudian cairan ekstrak disaring 2 kali menggunakan corong kaca (berdiameter 9 cm) yang beralaskan kertas saring biasa pada penyaringan I dan kertas saring whatman nomor 41 pada penyaringan II. 
Hasil saringan ditampung dalam labu penguap, kemudian diuapkan dengan Rotary evaporator pada suhu 50ºC dan tekanan 240 mbar. Larutan yang diperoleh dari penguapan digunakan untuk merendam ulang ampas ekstrak tanaman sampai tiga kali perendaman. Eksrak yang diperoleh kemudian disimpan didalam lemari es pada suhu 4 ºC sampai digunakan untuk pengujian (Lina et al., 2014).
c.  Pembuatan Nanoemulsi 
Proses pembuatannya nanoemulsi melibatkan fase air dan fase organik yang dihomogenkan dengan magnetic stirer. Fase organik terdiri dari ekstrak T.vogelii dan pengemulsi sedangkan fase air terdiri dari aquades steril dan tween 80. Hal pertama yang dilakukan adalah fase air dihomogenisasi menggunakan alat hot plate magnetic strirer dengan kecepatan 2.500 rpm sambil diaduk konstan menggunakan biji strirer selama 35 menit. Kemudian dibuat fase organik dalam erlemeyer, berupa ekstrak T. vogeli yang dilarutkan dengan pengemulsi etanol 70%.
Setelah fase air selesai di stirer lalu dilakukan penetesan fase organik ke dalam fase air menggunakan pipet tetes, proses penetesan dilakukan perlahan (tetes demi tetes). Pada saat meneteskan fase organik ke dalam fase air, fase air harus tetap diaduk dengan menggunakan pengaduk magnetik. Setelah fase organik selesai diteteskan, selanjutnya proses homogenisasi menggunakan pengaduk magnetik  kembali dilanjutkan selama 45 menit. Komposisi Fase organik dan fase air yang digunakan mengacu pada (Diba, 2014). Nanoemulsi dibuat dalam 2 formula diantaranya, adalah:
Tabel 1. Komposisi Nanoemolsi Uji pendahuluan.
	Komposisi formula 

	Formula
	(Ekstrak  :
   (10%)
	Ethanol 70%) 
	(Tween80)
      (%)
	(Aquadest)
       (%)

	A.  Fase minyak 10% 
	              1    :
	1
	                 3
	87

	B. Fase minyak 20% 
	               1   :  
	1
	                 3
	87



Kemudian dilakukan optimasi terhadap formula A dan B. Optimasi dilakukan dengan cara membuat nanoemulsi baru namun komposisi ekstrak, pelarut dan pengemulsi diatur sedemikian rupa, guna menghasilkan nanoemulsi yang lebih optimal. Optimasi dibuat dalam 8 formula diantanya, 4 formula mengacu pada formula A (komposisi fase minyak 10%) dan 4 formula mengacu pada formula B (komposisi fase minyak 20%).
Komposisi Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula A, diantaranya adalah: 

Tabel 2. Komposisi Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula A
	For
mula
	Komposisi Formula
	

	
	(Ekstrak  +                     (10%)
	Etanol 96%)     

	(Tween 80)
(%)
	(Agristik)
   (%)
	(Aquadest)
   (%)

	C.
	1           :
	3
	3
	     -
	     77

	D.
	1           :
	5
	3
	     -
	     77

	E.
	1           :
	3
	-
	     3
	     76

	F.
	1           :
	5
	-
	     3
	     76


	Fase minyak (ekstrak : pelarut) yang digunakan pada (tabel. 2) berjumlah 10% sama dengan jumlah fase minyak yang digunakan pada formula A (Tabel.1), perbedaannya terletak pada perbandingan ekstrak dan pelarut yang digunakan.  Jenis pelarut yang digunakan pada (Tabel. 2) adalah etanol 96%, sedikit berdeda dengan pelarut yang digunakan pada Formula A dan B (Tabel. 1). Pengemulsi Tween 80 digunakan kembali formula C dan D, sedangkan formula E dan F menggunakan Agristik sebagai pengemulsi. 
Selanjutnya optimasi dilakukan pada Formula B (Tabel. 1). Formula dibuat sejumlah 4 formula, diantaranya sebagai berikut: 
Tabel 3. Komposisi Optimasi Nanoemulsi mengacu pada formula B
	Formula
	Komposisi Formula

	
	(Ekstrak  +                     (20%)
	Etanol 96%)     

	(Tween 80) (%)
	(Aquadest)
   (%)

	G.
	1           :
	3
	3
	     77

	H.
	1           :
	5
	3
	     77

	I.
	1           :
	3
	4
	     76

	J.
	1           :
	5
	4
	     76


	Fase minyak (ekstrak : pelarut) yang digunakan pada (tabel. 3) berjumlah 20% sama dengan jumlah fase minyak yang digunakan pada formula B (Tabel.1), perbedaannya terletak pada perbandingan ekstrak dan pelarut yang digunakan.  Jenis pelarut yang digunakan pada (Tabel. 2) adalah etanol 96%, sedikit berdeda dengan pelarut yang digunakan pada Formula A dan B (Tabel. 1). Pengemulsi Tween 80 digunakan kembali pada formula H, dan I (Tabel. 3)  sebanyak 3%, lalu pada formula J dan K (Tebel.3) sebanyak 4%.
Formula dioptimasi kembali menggunakan metoda (Putu, 2018) dengan cara bahan aktif, pengemulsi dan pelarut di strirer secara bersamaan selama 60 menit. Selanjutnya ditetesi dengan aquadest sambil di stirrer kembali selama 35 menit. Nanoemulsi dibuat dalam 2 formula diantaranya, adalah:
Tabel 4. Komposisi Optimasi Nanoemulsi menggunakan metoda (Putu, 2018)  
	Formula
	Komposisi Formula

	
	(Ekstrak  +                     (20%)
	Etanol 96%)     

	(pengemulsi)
(%)
	(Aquadest)
       (%)

	K.
	1           : 
	3
	Agristik 
	77

	L.
	1           :
	3
	Tween 80
	          77



d. Evaluasi nanoemulsi
Evaluasi nanoemulsi penting dilakukan guna mendapatkan nanoemulsi yang stabil, aman digunakan serta efisien dalam aplikasi.
· Uji Stabilitas Nanoemulsi 
Uji stabilitas nanoemulsi dilakukan sesuai dengan standart CIPAC II dengan cara menuangkan 80ml air sadah baku atau air suling kedalam gelas piala 250ml sambil dipanaskan menggunakan hot plate pada suhu 30℃, lalu diaduk menggunakan spatula pada kecepatan empat putaran perdetik. Selanjutnya diteteska nanoemulsi sebanyak 5ml menggunakan pipet Mohr, ketinggian pipet 2 cm dari permukaan air. Waktu Penetesan nanoemulsi harus memenuhi criteria 10-12 detik. Terakhir ditambahkan lagi air sadah baku atau air suling hingga volume campuran mencapai 100ml. setelah itu dimasukan kedalam gelas ukur dan ditutup, campuran dibolak-balik selama 10 kali.	
· Uji PH
Pengukuran dilakukan menggunakan PH meter yang telah dikalibrasi sesuai petunjuk kalibrasi. Pengukuran dilakukan bertujuan untuk menentukan nilai PH dan kadar keasaman nanoemulsi sehingga diketahui apakah nanoemulsi tersebut masih bisa diterima oleh kulit manusia dan tidak memiliki efek samping atau iritasi. Pengukuran dilakukan pada suhu ruangan (Utami, 2012).
· Analisis Ukuran Partikel Nanoemulsi (Huda, 2012) 
Dua tetes sampel nanoemulsi dilarutkan ke dalam 20 mL akuades di dalam gelas piala. Sejumlah cairan kemudian dimasukkan ke dalam kuvet dan diletakkan ke dalam slot PSA. Alat PSA kemudian dioperasikan hingga diperoleh data ukuran partikel. Nilai potensial zeta kemudian diukur dengan Zetasizer. Dari analisis PSA didapatkan data rata-rata ukuran partikel dan juga distribusi ukuran partikel yang dinyatakan dalam indeks polidispersitas (IP). Formula emulsi terbaik ditentukan berdasarkan karakteristik terbaik (ukuran partikel, nilai indeks polidispersitas, zeta potensial) menggunakan light-scattering Particle Size TM Analyzer Delsa Nano C (Beckman Coulter, France).
e. Uji toksisitas nanoemulsi
Potongan daun brokoli (4 cm x 4 cm) dicelup satu per satu dalam nanoemulsi hingga basah merata, kemudian dikering udarakan. Daun kontrol dicelup dalam larutan kontrol yang sesuai. Potongan daun perlakuan dan daun kontrol diletakkan secara terpisah dalam cawan petri (diameter 9 cm) beralaskan tisu. Cawan petri diletakkan pada posisi terbalik. Alas tisu diletakkan pada bagian tutup cawan dan bagian dasar cawan ditutupkan di atas tisu. Dengan demikian, bagian tutup dan dasar cawan tersekat tisu sehingga larva uji tidak dapat keluar dari dalam cawan.
Larva C. pavonana instar II yang baru ganti kulit sebanyak 15 ekor dimasukkan ke dalam setiap cawan petri yang telah berisi daun perlakuan atau daun kontrol, lalu larva tersebut dibiarkan makan selama 24 jam. Masing-masing perlakuan dan kontrol di ulang sebanyak 5 kali. Setelah 24 jam ditambahkan kembali daun perlakuan dan daun kontrol baru. Dua puluh empat jam berikutnya, daun perlakuan diganti dengan daun tanpa perlakuan, larva yang mati dihitung dan dibuang dari cawan sedangkan yang hidup dipelihara sampai larva instar IV.
 Pengamatan
a. Stabilitas nanoemulsi
Pengamatan dilakukan terhadap perubahan warna, terbentuknya krem pada bagian atas gelas ukur, terbentuknya busa, dan terjadi pemisahan fase pada nanoemulsi. Pengamatan diamati dalam jangka waktu 30 menit dan 120 menit (Lina, 2014).
b. PH nanoemulsi
nilai PH dan kadar keasaman nanoemulsi diukur untuk mengetahui apakah nanoemulsi tersebut masih bisa diterima oleh kulit manusia dan tidak memiliki efek samping atau iritasi. Pengukuran dilakukan pada suhu ruangan (Utami, 2012).
c. Analisis Ukuran Partikel Nanoemulsi
 Formula nanoemulsi yang telah dihasilkan kemudian dikarakterisasi. Dalam penelitian ini karakterisasi dilakukan menggunakan hasil analisis Particle Size Analyzer (PSA)(Malvern).
d. Mortalitas larva 
Mortalitas larva diamati setiap hari pada jam yang sama setiap waktu aplikasi selama 1 minggu. Pengamatan mortalitas larva dicatat dalam logbook dan dihitung menggunakan rumus:

e. Lama lerkembangan larva
Lama perkembangan larva dicatat setiap hari sampai larva tersebut mencapai instar IV. 

Analisis Data
Analisis data pada uji stabilisasi nanoemulsi dilakukan secara deskriptif lalu dibandingkan dengan persyaratan spesifikasi yang telah ditentukan oleh CIPAC. Nilai ukuran partikel, Indeks polidispersitas (IP), dan Zeta potensial nanoemulsi dianalisis dengan menggunakan alat Particle Size Analyzer (PSA). Data hasil pengamatan uji toksisitas dianalisis probit dengan menggunakan program software POLO PC untuk mengetahui nilai kematian pada taraf LC50 dan LC95 selanjutnya data mortalitas imago dianalisis dengan sofware statistik 8 dan dilanjutkan dengan uji Least Significant Different (LSD) pada taraf 5%. 

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
a. Stabilitas nanoemulsi
b. PH nanoemulsi
c. Analisis Ukuran Partikel Nanoemulsi (Particle Size Analyzer)
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka diperoleh ukuran partikel dan zeta potensial nanoemulsi masing-masing formula adalah: 
Tabel 5.  Hasil Analisis Ukuran Partikel Nanoemulsi (Particle Size Analyzer)
	Formula
	Z-avarange (nm)
	% intensity
	Polydispersity index
	Zeta Potential 

	
	
	Peak 1
	Peak 2
	Peak 3
	
	

	  Formula C
Formula D
Formula K
	134
156
1292
	98.0
100
47,5
	2.0
0.0
35,7
	0.0
0.0
16,9
	0.238
0.142
0.850
	-29.2
-24.3
-16.3

	Formula L
	1286
	54,2
	30.2
	12,5
	0.804
	-24.2









d. Mortalitas larva
Berdasarkan uji toksisitas yang telah dilakukan terhadap larva C. pavonana menghasilkan mortalitas formula sebagai berikut:
Tabel 6. Hasil uji pendahuluan formula A dan B
	Formula
	Uji Pendahuluan

	
	Konsentrasi 
0 (%)
	Konsentrasi 
25(%)
	Konsentrasi
 50 (%)


A.			0.00	67.00			83.33
B. 			0.00			 100.			100
	Formula A pada konsentrasi 25 toksisitasnya adalah 67.00% dan pada konsentrasi 50 toksisitasnya adalah 83.33%, berdeda dengan Formula B yang dapat mematikan larva secara keseluruhan. Tabel diatas menunjukan bahwa toksisitas formula B pada konsentrasi 25 dan 50 adalah 100%.
Selanjutnya hasil toksisitas uji pendahuluan formula C sampai L, adalah sebagai berikut:
Tabel. 7   Hasil toksisitas uji pendahuluan formula C sampai L

	Formula
	Uji Pendahuluan

	
	Konsentrasi 0,5
(%)
	Konsentrasi 0,25 (%)
	Konsentrasi 0,1 (%)

	C.
D.
E.
F.
G.
	83.33
66.67
56.67
23.30
23,33
	-
-
-
-
26.67
	56.67
36.67
23.33
6.66
13.33

	H.
	33.33
	40.00
	30.00

	I.
	30.00
	13.33
	6.67

	J.
	20.00
	36.67
	13.32

	K.
	100.00
	90.00
	22.67

	L.
	89.33
	60.00
	56.00


Pada uji pendahuluan diatas terlihat bahwa mortalitas formula Diba lebih rendah dibandingkan formula Putu, oleh karena itu yang di uji lanjut hanya 2 formula, yaitu: Formula G. Putu agristik dan Formula H. Putu Tween. Table diatas menunjukan bahwa mortalitas formula diba tidak ada yang melebihi 50,00 % berbanding terbalik dengan formula Putu yang mortalitasnya melebihi 50.00%. 


Tabel. 8 Hasil uji lanjut formula L
	For-
mula
	Hasil Uji lanjut

	
	Konsentrasi 0,58 (%)
	Konsentrasi 0,31 (%)
	Konsentrasi 0,17 (%)
	Konsentrasi 0,09 (%)
	Konsentasi 0,05 (%)

	L
	89.33
	60.00
	56.00
	41.33
	36.00



Berdasarkan tabel diatas dapat dilihat bahwa semakin kecil konsentrasi perlakuan makan mortalitas akan semakin rendah. Konsentrasi tertinggi yakni 0.58 mortalitasnya adalah 89.33% dan konsentrasi 0.05 mortalitasnya adalah 36.00%.
 
Tabel. 9 Hasil uji lanjut formula K
	For-
mula
	Hasil Uji lanjut

	
	Konsentrasi 0,25 (%)
	Konsentrasi 0,21 (%)
	Konsentrasi 0,18 (%)
	Konsentrasi 0,15 (%)
	Konsentasi 0,13 (%)

	K
	73.33
	48.00
	44.00
	29.33
	22.67



	Tabel diatas memaparkan bahwasanya konsentrasi berbanding lurus dengan mortalitas larva C. pavonana. Konsentrasi tertinggi pada uji lanjut yaitu 0.25 mortalitasya adalah 73.33% dan konsentrasi terendah adalah 0.13 mortalitasnya adalah 22.67%.
Pembahasan
Ukuran droplet renntang nanoemulsi adalah 0-500 nm. Formula diatas melebihi rentang ukuran nanoemulsi, menandakan bahwa meggunnakan energy rendah untuk membuat nanoemulsi dengan komposisi dan waktu tersebut tidak dapat menghasilkan partikel berukuran nano. Nilai intensitas menunjukan probabilitas banyaknya partikel melayang dan bergerak acak yang tertembak dalam sebuah volum larutan tersebut. Distribusi ukuran partikel dinyatakan dalam indekx polidispersitas. Rentang indeks polidispersitas berada diantara 0 sampai dengan 1. Nilai indeks polidispersitas mendekati 0 menunjukan disperse ukuran yang homogeny. Indeks polidispersitas lebih dari 0.5 menunjukan heterogenitas tinggi (Avadi et al., 2010). Formula diatas memiliki indeks polidispersitas lebih besar dari 0,5 menunjukan formula tersebut heterogenitasnya tinggi.
Zeta potensial nanoemulsi digunakan untuk mengkarakterisassi muatan permukaan. Nilai potensial zeta menunjukan stabilitas suatu system yang mengandung globul-globul terdispersi melalui adanya gaya tolak-menolak antara partikel yang bermuatan sama ketika berdekatan. Nilai potensial zeta yang lebih besar dari (+30) mV atau lebih kecil dari (-30) mV akan stabil secara elektrostatik, sedangkan nilai potensial zeta yang lebih besar dari (+20) Mv atau lebih kecil dari (-20) mV akan stabil secara sterik. Formula diatas memiliki nilai zeta potensial kecil dari (-30) mV menyatakan bahwa formula diatas stabil secara elektrostatik, Formula yang menggunakan pengemulsi tween memiliki nilai potensial zeta lebih besar dari (+20) maka formula tersebut stabil secara sterik.
Ukuran partikel yang dihasilkan dari formula tersebuat diketahui berukuran lebih dari 1.000 nm. Formula Putu tween memiliki ukuran partikel sebesar 1292 nm, sedangkan formula putu agristik menghasilkan produk yang berukuran 1292 nm. Kedua formula tersebut tidak memnuhi criteria nanopartikel sehingga kurang tepat apabila formula tersebut disebut  nanoemulsi. Hal ini dapat terjadi akibat komposisi dan formula nanoemulsi diatas kurang tepat, sehingga tidak dapat menghasilkan produk berukuran nanometer.
 Menurut (Chen, et al., 2011) komposisi fase minyak yang digunakan dalam pembuatan nanoemulsi akan mempengaruhi ukuran droplet dan stabilitas nanoemulsi yang terbentuk. (Martien, 2012) dalam jurnalnya juga menyatakan bahwa fase minyak dalam nanoemulsi berperan sebagai pembawa yang dapat melarutkan zat aktif yang bersifat lipofilik. Fase minyak membentuk droplet dalam medium dispersi dengan adanya bantuan surfaktan dan ko-surfaktan sehingga dapat menghasilkan partikel berukuran nano. 
KESIMPULAN 
Nanoemulsi yang dibuat menggunakan komposisi formula serta metoda diatas tidak napat menhasilkan produk berukuran nano, untuk itu perlu dilakukan optimasi lebih lanjut.
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BAB V KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa nanoemulsi campuran ekstrak T. vogelii dan P. aduncum bersifat sinergis dan efektif serta efisien untuk dimanfaatkan sebagai alternatif dalam pengendalian hama C. pavonana. 

Saran 
Untuk mendapatkan manfaat yang lebih besar, sebaiknya nanoemulsi campuran tersebut diuji keefektifannya terhadap hama lain, keamanannya terhadap musuh alami, serta keefektifannya untuk mengendalikan hama di lapangan.
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berdasarkan uji pendahuluan. Potongan daun brokoli (4 cm x 4 cm) dicelup satu
per satu dalam suspensi ekstrak pada konsentrasi tertentu hingga basah merata,
kemudian dikeringudarakan. Daun kontrol dicelup dalam larutan kontrol yang
sesuai. Satu potong daun perlakuan dan daun kontrol diletakkan secara terpisah
dalam cawan petri (diameter 9 cm) beralaskan tisu yang ukurannya melebihi

diameter cawan. Cawan petri diletakkan pada posisi terbali

. Alas tisu diletakkan
pada bagian tutup cawan dan bagian dasar cawan ditutupkan di atas tisu. Dengan
demikian, bagian tutup dan dasar cawan terskat tisu schingga larva uji tidak
dapat keluar dari dalam cawan.

Jumlah larva yang mati dan lama perkembangan larva yang bertahan hidup
dicatat. Data mortalitas larva diolah dengan analisis probit menggunakan program
POLO-PC (LeOra Software 1987). Data lama perkembangan larva dinyatakan
sebagai nilai rata-rata + simpangan baku.

H. Analisis Sifat Aktivitas Campuran
Untuk campuran ekstrak yang komponennya berasal dari jenis tumbuhan

yang berbeda, sifat aktivitas campuran dianalisis berdasarkan model kerja

bersama berbeda dengan menghitung indeks kombinasi pada taraf LCso dan LCys.

Indeks kombinasi (IK) pada taraf LC tersebut dihitung dengan rumus berikut
(Chou dan Talalay 1984):
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