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ABSTRAK

Penggunaan mikroba sebagai sumber senyawa bioaktif memiliki beberapa kelebihan di
antaranya mempersingkat waktu produksi dan menghindari pemanfaatan sumberdaya laut secara
berlebih. Penelitian terdahulu menghasilkan beberapa isolat mikroba yang berpotensi sebagai
penghasil senyawa bioaktif, di antaranya adalah isolat kapang MFW 26-08. Penelitian ini bertujuan
untuk melakukan optimasi pertumbuhan isolat kapang MFW 26-08 dan produksi senyawa bioaktif
yang disekresikan oleh kapang tersebut. Optimasi dilakukan dengan menggunakan 3 jenis media:
Malt Extract Broth (MEB), Glucose Peptone Yeast (GPY), dan Minimal Fungal Media (MFM); serta
waktu kultivasi 2, 4, 6, 8, dan 10 minggu. Hasil riset menunjukkan bahwa ekstrak kasar kapang
MFW 26-08 hasil kultivasi 2 minggu dalam medium MFM, pada konsentrasi 30 pg/mL, mampu
menghambat 89% pertumbuhan sel kanker payudara T47D. Sedangkan pada konsentrasi 100
pg/mL ekstrak kapang yang dikultivasi dalam medium MEB selama 6 minggu, mampu
menghambat pembentukan radikal bebas sampai 56%. Hasil identifikasi berdasarkan sifat-sifat
morfologi dan molekuler menggunakan 18S rRNA, ITS1, dan ITS4 menunjukkan bahwa isolat
MFW 26-08 memiliki kemiripan dengan Aspergillus ustus sebesar 99%.

ABSTRACT: Production of bioactive substances extracted from Aspergillus ustus MFW
26-08 associated with marine sponge in various medium. By: Asri Pratitis,

Gintung Patantis, Wibowo Mangunwardoyo and Ekowati Chasanah

The use of microbe as bioactive compounds sources has several advantages such as reducing
the production time and avoiding over exploitation of marine resources. Previous research has
shown that a number of microbes associated with sponges produced potential bioactive
compounds, including marine fungi MFW 26-08. The objectives of this research are to optimize
the cultivation of the MFW 26-08 and its production of bioactive compounds. Optimization was
conducted using 3 liquid mediums, i.e Malt Extract Broth (MEB), Glucose Peptone Yeast (GPY),
and Minimal Fungal Media (MFM); and cultivation time of 2, 4, 6, 8 and 10 weeks. Results showed
that MFW 26-08 crude extract of 2 week-MFM cultivation, at concentration of 30 ug/mL, was able to
inhibit 89% T47D (breast cancer) cell growth. While in concentration of 100 ug/mL, the MEB 6
week-cultivated extract was able to hamper free radicals (56%). Morphological and molecular
analisys using 18S rRNA, ITS1 and ITS4 demonstrated that MFW 26-08 isolate was 99% similar
to Aspergillus ustus.

KEYWORDS: bioactive, antitumour, antioxidant, Aspergillus ustus, sponge

PENDAHULUAN

Keanekaragaman hayati yang terdapat dalam
lautan menyimpan potensi pembentukan berbagai
senyawa metabolit yang berkhasiat obat. Beberapa
publikasi telah melaporkan metabolit sekunder yang
diisolasi dari makroalga, oktokoral, spons dan
invertebrata lainnya. Namun demikian, terdapat
dugaan bahwa metabolit yang dihasilkan oleh
invertebrata maupun biota laut lainnya diproduksi oleh
mikroorganisme yang berasosiasi pada biota tersebut

(Kelecom, 2002). Penelitian yang dilakukan oleh Berdy
(2005) menunjukkan bahwa beberapa senyawa
metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibiotik,
antitumor, dan antiviral diproduksi oleh bakteri yang
bersimbiosis pada biota laut. Piel ef al. (2004) juga
melaporkan senyawa poliketida aktif antitumor
diisolasi dari bakteri Pseudomonas sp. yang
berasosiasi pada spons. Senyawa lain yang juga telah
dilaporkan adalah cryptophycin 1, chondramide,
mimosamycin, apicularen A, dan tolytoxin yang
diisolasi dari bakteri laut (Sabdono & Radjasa, 2008).
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Selain bakteri, kapang termasuk mikroorganisme
yang dilaporkan menghasilkan metabolit sekunder
aktif. Beberapa riset menyebutkan bahwa kapang yang
diisolasi dari lingkungan laut merupakan sumber yang
kaya akan bahan alam berkhasiat obat. Beberapa
riset menunjukkan bahwa marine fungi mampu
memproduksi metabolit yang memiliki sifat sitotoksik
(Rovirosa, 2006), maupun sebagai antioksidan yang
potensial (San-Martin, 2005). Kemampuan bioaktivitas
ini diduga dipengaruhi oleh kondisi lingkungan habitat
kapang maupun host kapang tersebut. Kondisi
perairan dengan salinitas tinggi, tekanan yang tinggi,
suhu yang bervariasi serta nutrisi yang terbatas,
sangat berpengaruh terhadap pembentukan metabolit
sekunder suatu organisme (Liberra & Lindequist,
1995). Hal ini yang membedakan antara kapang dari
lingkungan laut dengan kapang terestrial. Hasil riset
Chasanah et al. (2009) mendapatkan kapang jenis
Exserohilum rostratum dan bakteri jenis Streptomyces
sp. yang diisolasi dari spons laut asal Lombok,
masing-masing memiliki aktivitas antikanker. Kanoh
et al. (1999) melaporkan isolasi phenylahistin dari
kapang Aspergillus sp. yang berpotensi sebagai
antitumor. Kapang juga diketahui memproduksi
penicilin dan siklosporin yang banyak bermanfaat
dalam kemoterapi (Miller, 2000).

Isolat kapang MFW 26-08 merupakan isolat yang
diisolasi dari perairan Wakatobi, Sulawesi Tenggara
dan memiliki potensi yang baik sebagai antioksidan
dan antitumor ketika dikultivasi pada suhu ruang,
dengan media YPM (yeast mannitol peptone) selama
10 minggu (Pratitis et al., 2009). Produksi senyawa
bioaktif selain ditentukan oleh jenis mikroba, juga
sangat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan tempat
kapang tumbuh (Yang et al., 2007). Dalam kondisi
yang lebih terkendali, pembentukan metabolit
sekunder oleh mikroba termasuk kapang akan
dipengaruhi oleh media dan kondisi pertumbuhan
seperti lamanya waktu inkubasi, suhu, pH, dan tingkat
aerasi (Atalla et al., 2008). Penelitian ini bertujuan
untuk memproduksi senyawa bioaktif yang potensial
sebagai antitumor dan antioksidan dari isolat kapang
MFW 26-08 yang dikultivasi secara statis dengan
menggunakan 3 (tiga) jenis media dengan waktu
kultivasi yang berbeda. Media yang digunakan
merupakan jenis media bernutrisi tinggi, sedang, dan
rendah.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Isolat kapang MFW 26-08 yang digunakan pada
penelitian ini merupakan koleksi Balai Besar Riset
Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan
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Perikanan (BBRP2B-KP), yang diisolasi dari spons
asal perairan Wakatobi, Sulawesi Tenggara. Spons
laut yang menjadi host diambil dari kedalaman 20 m
dengan cara scuba diving. Sel lestari tumor payudara
T47D merupakan koleksi BBRP2B-KP. Media kultivasi
yang digunakan adalah malt extract broth (MEB),
glucose peptone yeast (GPY), dan minimal fungal
media (MFM). Bahan lain yang digunakan meliputi
bahan-bahan kimia untuk mengekstrak bahan aktif
dan pengujian bioaktivitas ekstrak kapang yang
menggunakan kualitas pro analisa (grade p.a.).

Metode
ldentifikasi isolat kapang

Identifikasi isolat terpilih dilakukan secara morfologi
dan molekuler. Identifikasi morfologi dilakukan dengan
menumbuhkan kapang dalam media selektif MEB
padat selama 5 hari. Selanjutnya dilakukan
pengamatan pada koloni kapang yang terbentuk.
Pengamatan meliputi warna, bentuk, dan tekstur
permukaan koloni. Selain itu juga dilakukan
pengamatan pada bagian sisi balik koloni (reverse
side). Identifikasi secara molekuler menggunakan
primer 18S rRNA, ITS1, dan ITS4. Ekstraksi DNA
dilakukan dengan menggunakan Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas), susunan primer yang
digunakan sama dengan yang digunakan oleh Pang
& Mitchell (2005). Reaksi PCR dilakukan dengan Pure
Taq Ready to Go PCR beads (GE Healthcare).
Sekuensing dilakukan di Laboratorium Macrogen,
Korea Selatan. Hasil sekuensing dianalisis
menggunakan program BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Atschul, 1997) dan pohon
philogenetik menggunakan program Treecon 1.3b.

Produksi senyawa metabolit
Kultivasi kapang dalam media cair

Kultivasi dilakukan dalam 3 (tiga) media cair, yaitu
MEB (0,3% ekstrak malt; 0,3% ekstrak khamir; 0,5%
pepton) yang mewakili media bernutrisi tinggi, GPY
(0,1% glucose.H20; 0,05% soybean; 0,01% ekstrak
khamir) yang mewakili media bernutrisi sedang, serta
MFM (0,02% ekstrak khamir; 0,1% soluble starch)
yang mewakili media bernutrisi rendah. Ketiga jenis
media tersebut dilarutkan dalam artificial seawater/
ASW.

Inokulum kapang disiapkan dengan menggunakan
metode Budijanto et al. (2000). Starter isolat kapang
dibuat dalam agar miring yang telah dikultivasi selama
5 hari. Spora kapang disuspensikan dengan masing-
masing media. Selanjutnya, spora dan miselium
kapang dipindahkan ke dalam media kultur. Kultivasi
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dilakukan selama 10 minggu dengan waktu
pengamatan setiap 2 minggu.

Penentuan biomassa kapang selama kultivasi

Penentuan biomassa kapang dilakukan dengan
menggunakan metode Budijanto et al. (2000) yang
dimodifikasi. Biomassa ditentukan berdasarkan
pengukuran berat kering miselium yang terbentuk
setiap 2 minggu. Kultur kapang dalam media cair
ditambah pelarut etil asetat p.a dengan perbandingan
1 : 1, selanjutnya campuran disonikasi untuk
memecah dinding sel miselium. Setelah itu, dilakukan
penyaringan dengan kertas saring Whatman No. 41
untuk memisahkan miselium dengan media kultur dan
pelarut. Miselium selanjutnya dimasukkan ke dalam
oven selama 1-2 hari, untuk menghilangkan sisa air
dan pelarut, miselium yang telah kering kemudian
ditimbang.

Ekstraksi senyawa metabolit

Ekstraksi senyawa metabolit dilakukan terhadap
larutan media yang telah dicampur pelarut etil asetat
p.a (Chasanah et al., 2009). Langkah pertama,
dilakukan pemisahan antara pelarut dan media kultur.
Selanjutnya, pelarut organik yang telah mengandung
senyawa metabolit dievaporasi untuk menghilangkan
sisa pelarut. Ekstrak kasar yang diperoleh digunakan
untuk pengujian selanjutnya.

Pengujian bioaktivitas

Pengujian bioaktivitas yang dilakukan meliputi
penentuan kemampuan antitumor dan antioksidan.

Uji sitotoksisitas in vitro terhadap sel lestari
tumor

Uji sitotoksisitas dilakukan dengan metode MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyitetrazolium
bromide) menurut Zachary (2003). Sel lestari tumor
payudara T47D dikultur dalam media RPMI 1640 yang
mengandung Fetal Bovine Serum/FBS 10%,
fungizone 1%, dan penicillin-streptomycin 2%.

Ekstrak kasar kapang diuji pada konsentrasi 30
pg/mL sebanyak 3 ulangan. Sampel ekstrak kapang
sejumlah 100 pL dimasukkan ke dalam sumuran
mikroplat yang berisi sel tumor sebanyak 10°sel (100
pL). Selain itu, dibuat kontrol yang terdiri dari kontrol
sel (100 pL sel + 100 yL media), kontrol media (200

. L media), kontrol sampel (100 pL ekstrak kapang +

100 yL media) dan kontrol DMSO (100 uL sel + 100
pL konsentrasi DMSO uji). Mikroplat diinkubasi dalam
inkubator CO, selama 48 jam. Selanjutnya
ditambahkan 10 pL pereaksi MTT ke dalam sumuran

mikroplat, serta diinkubasikan kembali selama 4 jam
dalam inkubator CO,,. Reaksi MTT dihentikan dengan
penambahan 100 uL Sodium Dodesil Sulfat (SDS)
10%. Mikroplat diinkubasi kembali di dalam ruang
gelap pada suhu kamar selama 12 jam. Setelah
inkubasi tersebut, absorbansi tiap sumuran diukur
dengan DYNEX spektrofotometer microplate reader
pada panjang gelombang 570 nm. Penentuan
persentase kematian sel dihitung berdasarkan rumus:

(A-D)-(B-C)
% Mortalitas = W—X 100%

Keterangan: A= Absorbansi kontrol sel
B = Absorbansi sampel
C = Absorbansi kontrol sampel
D = Absorbansi kontrol media

Uji aktivitas antioksidan

Uji antioksidan dilakukan dengan metode DPPH
(2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) menurut Li et al. (2006).
Ekstrak kasar kapang diuji pada konsentrasi 100 ug/
mL dalam larutan metanol p.a. Sebanyak 160 pL
ekstrak dimasukkan ke dalam sumuran mikroplat
kemudian ke dalam tiap sumuran ditambahkan 40 pL
larutan DPPH (3 mg DPPH dalam 10 mL metanol).
Selain itu, dibuat kontrol yang terdiri dari kontrol
sampel (160 pL ekstrak kapang + 40 pyL metanol),
kontrol negatif (160 uL metanol + 40 uL DPPH), dan
blanko (200 puL metanol). Asam askorbat digunakan
sebagai kontrol positif. Mikroplat diinkubasi pada suhu
ruang selama 30 menit, kemudian absorbansi tiap
sumuran dibaca dengan Dynex microplate reader pada
panjang gelombang 510 nm. Persentase
penghambatan radikal bebas ditentukan dengan
rumus:

(A-B)-(C-D)
% hambatan= ——————x 100%
(A-B)

Keterangan: A= absorbansi kontrol negatif
B = absorbansi blanko
C = absorbansi sampel
D = absorbansi kontrol sampel

HASIL

Identifikasi Isolat Kapang

Hasil penapisan awal menunjukkan bahwa kapang
laut MFW 26-08 memiliki aktivitas antioksidan dan
antikanker (Pratitis et al., 2009). Morfologi spons laut
(sebagai host) dan kapang dapat dilihat pada Gambar
1dan 2.
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Gambar 1. Morfologi spons laut host MFW 26-08; (a) di atas permukaan air, dan (b) di dalam air.
Figure 1. The morphology of MFW 26-08’s host sea sponge; (a) above the water surface and (b) under water.
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Gambar 2. Morfologi isolat MFW 26-08; (a) makroskopik, dan (b) mikroskopik.
Figure 2. The morphology of MFW 26-08 isolate; (a) macroscopic and (b) microscopic.

Isolat MFW 26-08 yang ditumbuhkan pada medium
MEB padat menunjukkan koloni yang berwarna putih
kekuningan, dengan bagian tengah berwarna kuning
sampai kecoklatan. Koloni kapang tidak memiliki
garis-garis radial dari pusat koloni ke bagian tepinya
dengan tekstur koloni yang seperti kapas. Isolat
tumbuh dengan cepat pada medium MEB padat
namun tumbuh lambat pada medium MFM. Bagian
sisi balik koloni (reverse side) isolat ini berwarna
kekuningan. Ciri-ciri tersebut menyerupai ciri-ciri
kapang dalam genus Aspergillus.

Aspergillus merupakan kapang yang termasuk ke
dalam kelas Ascomycota, yang memiliki ciri khas
adanya askus yaitu tempat terbentuknya askospora.
Pengamatan mikroskopik isolat MFW 26-08
menunjukkan konidiofor yang berwarna hialin (tidak
berwarna), dengan vesikel yang berbentuk bulat. Fialid
terbentuk di atas metula. Metula dan fialid tersebut
terletak di atas konidiofor, yang menutupi seluruh
bagian konidiofor (Gambar 2).

Identifikasi molekuler dilakukan dengan
menggunakan primer 18S rRNA, ITS1, dan ITS4. Hasil
sekuensing isolat MFW 26-08 setelah dianalisis
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menggunakan program BLAST menunjukkan bahwa
isolat tersebut memiliki kemiripan 99% terhadap
Aspergillus ustus dengan kode FJ878630.1 (Gambar
3).

Produksi Senyawa Metabolit

Kurva pertumbuhan isolat kapang Aspergillus
ustus MFW 26-08 dapat diketahui dari pengukuran
biomassa kapang selama 10 minggu. Berdasarkan
pengukuran biomassa kapang yang ditumbuhkan
dalam tiga media kultur yang berbeda, dapat diketahui
bahwa isolat kapang MFW 26-08 memiliki perubahan
biomassa yang cukup besar pada kultivasi dalam
medium MEB. Kondisi tersebut berbeda dengan
kapang yang ditumbuhkan dalam medium MFM dan
GPY. Jumlah biomassa kapang terbesar dihasilkan
pada kultivasi selama 4 minggu dalam medium MEB
(Gambar 4).

Secara umum, kurva pertumbuhan kapang yang
diukur melalui pendekatan biomassa membentuk S-
shape yang mewakili fase lag, eksponensial, statis,
dan lisis (Anon., 2009). Setiap fase dalam kurva
pertumbuhan menunjukkan kondisi kapang dalam
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Aspergillus parasiticus GG131879.1
Trichoderma atroviride EU5S20084. 1
Aspergillus insuetus FJ878628.1

Aspergillus minutus KF652481.1
Aspergilius keveii EF652432.1
Aspergillus calidoustus EF652452.1
Aspergillius usius FJ878630.1

MFW 26-08

Aspergillus granulosus FJ771045.1

Aspergillus puniceus A¥373863.1

_r Emericella heterothatlica AB248987.1
Emericella desertorum AB5248990.1

Emericella nidulans EU287942.1
Emericella rugulosa EU289916.1

Emericella corrugata AB264794.1

Emericella variecolor AB248984.1

Emericella appendiculata AB248997.1
Emericella gingixianii AB249008.1

Penicillinm rugulosum GU566230.1

Gambar 3. Pohon filogenetik MFW 26-08.
Figure 3. Phylogenetic tree of MFW 26-08.
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Gambar 4. Perubahan biomassa isolat Aspergillus ustus MFW 26-08 selama kultivasi dalam 3 media kultur
yang berbeda. ‘

Figure 4.  Changes in biomass of Aspergillus ustus MFW 26-08 during cultivation within 3 different culture
media.

media pertumbuhannya. Pada fase lag, pertumbuhan  lambat. Pertumbuhan kapang meningkat pesat pada
kapang cenderung lambat. Hal ini berkaitan dengan  fase eksponensial, yaitu ketika kapang bereproduksi
adaptasi spora dengan lingkungan yang baru, secara maksimal. Kondisi ini terus berlangsung
sehingga jumlah biomassa kapang terbatas. Selama sampai satu atau beberapa faktor membatasi nutrisi
waktu tersebut, miselium kapang tumbuh dengan padamedia, seperti jumlah oksigen yang menipis dan

o



A. Pratitis, G. Patantis, W. Mangunwardoyo, dan E.Chasanah

akumulasi sisa metabolik yang berubah menjadi
racun. Fase selanjutnya adalah penurunan jumlah
biomassa, yaitu saat faktor pembatas pertumbuhan
mulai meningkat. Akibatnya, pertumbuhan kapang
menjadi lambat. Fase ini berlangsung sampai kondisi
statis, yaitu saat nutrien dalam media hampir habis
sehingga tidak ada lagi pertumbuhan kapang. Fase
statis ini diakhiri dengan fase lisis.

Walaupun secara umum pertumbuhan kapang
membentuk pola yang sama, kecepatan dan besar
pertumbuhan kapang berbeda-beda tergantung pada
media yang digunakan (Meletiadis et al., 2001). Dari
Gambar 4, diketahui bahwa kapang Aspergillus ustus
MFW 26-08 mengalami fase eksponensial sejak 2
minggu pertama kultivasi. Pada medium MEB, fase
eksponensial ini berlangsung sampai minggu ke-4 dan
mengalami penurunan biomassa sampai minggu ke-
10. Pertumbuhan biomassa yang lebih lambat
ditunjukkan oleh kapang yang dikultivasi pada media
MFM dan GPY. Pada medium MFM, pertumbuhan
kapang sejak minggu ke-2 hingga ke-10 relatif sangat
lambat. Kondisi serupa juga ditunjukkan oleh kapang
yang dikultivasi pada medium GPY. Perbedaan
pertumbuhan kapang pada ke tiga media kultur
tersebut diduga terjadi karena adanya perbedaan
komposisi nutrien pada media yang digunakan.
Nutrien dalam medium merupakan faktor utama yang
mempengaruhi pertumbuhan (Cormican & Pfaller,
1996). Komposisi yang cukup beragam dalam media
kultur MEB menyebabkan kandungan nutrisi MEB
menjadi lebih kaya dibanding media MFM dan GPY.
Media MEB mengandung 0,3% ekstrak malt; 0,3%
ekstrak khamir; dan 0,5% pepton yang kaya akan
unsur C, H, dan O sebagai sumber nutrisi utama
kapang. Sebaliknya, medium MFM terdiri dari 0,02%
ekstrak khamir dan 0,1% soluble starch; sementara
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20+
10
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GPY mengandung 0,1% glukosa; 0,05% soybean; dan
0,01% ekstrak khamir yang mengandung nutrisi yang
lebih rendah.

Grafik perubahan biomassa isolat Aspergillus
ustus MFW 26-08 memiliki pola yang berbeda dengan
grafik rendemen ekstrak kasar kapang dalam pelarut
etil asetat. Walaupun biomassa tertinggi ditunjukkan
oleh kapang yang dikultur dalam medium MEB selama
4 minggu (Gambar 4.) namun rendemen ekstrak kasar
tertinggi dihasilkan pada kultivasi dalam medium MFM
selama 6 minggu. Hal ini menunjukkan bahwa
biomassa tidak selalu berbanding lurus dengan
rendemen ekstrak kasar yang dihasilkan. Rendemen
ekstrak kasar yang merupakan senyawa metabolit
sekunder mikroba sebagian besar diproduksi pada
fase statis, yaitu saat nutrisi dalam lingkungan
menurun dan menjadi pembatas (Calvo et al., 2002).
Oleh karena itu, kapang yang ditumbuhkan dalam
media dengan nutrisi yang terbatas cenderung
menghasilkan senyawa metabolit yang lebih tinggi
(Gambar 5).

Bioaktivitas Ekstrak Kasar Kapang
Aspergillus ustus MFW 26-08

Pengujian antikanker

Hasil pengujian ekstrak terhadap sel lestari tumor
payudara T47D secara in vitro menunjukkan bahwa
pada konsentrasi 30 ug/mL ekstrak kasar isolat
kapang Aspergillus ustus MFW 26-08 yang dikultur
pada media MFM selama 2 minggu mampu
menyebabkan kematian 89% sel uji. Penambahan
ekstrak kasar kapang ke dalam sel uji selama 48 jam
menyebabkan perubahan morfologi sel uji. Hal ini
terlihat dari sedikitnya kristal formazan yang terbentuk

B MEB
OMFEM
B GPY

0

Waktu Kultivasi (minggu)/Cultivation Time (weeks)

Gambar 5. Jumlah rendemen ekstrak kasar isolat kapang Aspergillus ustus MFW 26-08 selama 10 minggu.
Figure 5. Total yield of crude extract of Aspergillus ustus MFW 26-08 during 10 weeks cultivation.
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Gambar 6. Morfologi sel uji T47D dalam pengujian antitumor; (a) sel kontrol, (b) sel uji diberi perlakukan ekstrak
kapang, (c) formazan pada sel kontrol, dan (d) formazan pada sel diberi ekstrak kapang.

Figure 6.

The morphology of T47D cells in the antitumor test; (a) control cells, (b) cells treated with fungal

extracts, (c) formazan in control cells and (d) formazan in the cells treated with fungal extracts.

selama pengujian (Gambar 6). Pembentukan kristal
formazan terjadi karena adanya reaksi enzim suksinat
dehidrogenase pada mitokondria sel hidup terhadap
garam tetrazolium yang digunakan dalam pengujian.
Enzim suksinat dehidrogenase hanya diproduksi oleh
sel hidup, sehingga jumlah kristal formazan yang
terbentuk sebanding dengan jumlah sel yang masih
hidup. Semakin banyak sel yang hidup maka jumlah
formazan yang terbentuk semakin besar (Zachary,
2003).
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Pengujian bioaktivitas ekstrak kasar kapang
Aspergillus ustus MFW 26-08 terhadap sel lestari
tumor payudara T47D secara in vitro menunjukkan
adanya aktivitas berbeda dari setiap ekstrak tehadap
sel yang diujikan. Ekstrak kasar kapang dari medium
MFM menyebabkan kematian sel uji yang cenderung
lebih besar bila dibandingkan dengan ekstrak kapang
yang diperoleh dari kultivasi dengan media MEB dan
GPY (Gambar 7). Potensi antitumor yang ditunjukkan
oleh kemampuan mematikan sel tumor terbesar

——MEB
- - - -MFM
— — GPY

0
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Gambar 7. Grafik nilai bioaktivitas antitumor ekstrak kasar isolat Aspergillus ustus MFW 26-08 dalam berbagai

media.

Figure 7. Graph of the value of antitumor bioactivity of crude extract of Aspergillus ustus MFW 26-08 isolate

in various media.
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ditunjukkan oleh ekstrak yang dikultur dalam medium
MFM selama 2 minggu. Penambahan sampel dari
medium MFM sebanyak 30 pg/mL kedalam sel uji
selama 48 jam menyebabkan kematian sel sebanyak
89%. Sementara itu, pada konsentrasi yang sama,
ekstrak hasil kultur pada media GPY dan MEB
menunjukkan inhibisi yang lebih rendah, masing-
masing sebesar 68% dan 13% pada waktu kultivasi
masing-masing 10 dan 6 minggu. Berdasarkan hal
tersebut, maka kultur optimal Aspergillus ustus MFW
26-08 sebagai antitumor adalah pada medium MFM
selama 2 minggu.

Beberapa studi melaporkan bahwa, senyawa
metabolit dari Aspergillus ustus dapat menyebabkan
kematian sel tumor A431 (kulit) dan A549 (paru-paru)
secara in vitro (Kanoh et al., 1999); sel tumor L5178Y,
Hela, serta PC12 (Liu et al., 2009). Dengan demikian,
Aspergillus ustus MFW 26-08 merupakan kapang
lokal yang berpotensi menghasilkan senyawa aktif
antitumor.

Pengujian antioksidan

Pengujian antioksidan dengan menggunakan
metode DPPH menunjukkan adanya aktivitas inhibisi
pembentukan radikal bebas pada masing-masing
ekstrak yang diujikan. Inhibisi terbesar ditunjukkan
oleh ekstrak kasar yang dihasilkan selama kultivasi
6 minggu pada medium MEB, yaitu 56% (Gambar 8).
Pada konsentrasi yang sama, kontrol positif asam
askorbat yang digunakan sebagai pembanding
memberikan inhibisi sebesar 85%. Penghambatan
yang rendah diduga disebabkan oleh sifat ekstrak yang
berupa senyawa campuran.
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50 A

Inhibisi/Inhibition (%)
w
(@]

Beberapa senyawa murni memiliki aktivitas
penghambatan radikal bebas >50% pada konsentrasi
yang cukup tinggi. Hal ini ditunjukkan oleh 1S)-(+)-
curcuphenol yang diisolasi dari Didiscus spp. dengan
IC,, pada 209 yg/mL (El Sayed et al., 2002 dalam
Takamatsu et al., 2003) dan puupehenone dari biota
Hyrtios spp. sebesar 27 ug/mL (Rafi et al., 1979 dalam
Takamatsu et al., 2003). Dengan demikian, ekstrak
kasar kapang MFW 26-09 berpeluang sebagai sumber
antioksidan.

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa:

1. Identifikasi berdasarkan sifat-sifat morfologi dan
molekuler menggunakan 18S rRNA dan ITS1 dan
ITS4 menunjukkan bahwa isolat MFW 26-08
memiliki kemiripan dengan Aspergillus ustus
sebesar 99%.

2. Produksi biomassa kapang dari isolat MFW 26-
08 diperoleh secara maksimal pada kultivasi
selama 4 minggu dalam medium MEB, sementara
rendemen terbesardihasilkan dari kultur kapang
pada medium MFM selama 6 minggu.

3. Ekstrak kasar kapang MFW 26-08 hasil kultivasi
2 minggu dalam medium MFM pada konsentrasi
30 pg/mL mampu menghambat 89% pertumbuhan
sel kanker payudara T47D. Sedangkan pada
konsentrasi 100 pg/mL ekstrak kapang yang
dikultivasi dalam medium MEB selama 6 minggu,
mampu menghambat pembentukan radikal bebas
sampai 56%.
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Gambar 8. Grafik nilai bioaktivitas antioksidan ekstrak kasar isolat Aspergillus ustus MFW 26-08 dalam berbagai

media.

Figure 8.  The value of antioxidant bioactivity of crude extract of Aspergillus ustus MFW 26-08 isolate in

various media.

100



Jurnal Pascapanen dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan Vol. 5 No. 2, Desember 2010

4. Pada penelitian selanjutnya, disarankan untuk
memproduksi senyawa bioaktif isolat kapang
Aspengillus ustus MFW 26-08 pada medium MFM
dengan skala yang lebih besar, untuk
mendapatkan jumlah ekstrak kasar yang lebih
banyak. Selain itu, juga dibutuhkan pemurnian
senyawa aktif lebih lanjut untuk menghasilkan
aktivitas antitumor dan antioksidan yang lebih baik.
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