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ABSTRAK

Nama : Eko Winarno

Program Studi : Biologi

Title : Uji Sitotoksik Ekstrak Kapang Aspergillus sp. Terhadap Sel Kanker
Payudara T47D

Aspergillus sp. dapat digunakan sebagai sumber senyawa bioaktif untuk
menemukan obat-obatan baru antikanker. Penelitian bertujuan untuk mengetahui
aktivitas sitotoksik ekstrak Aspergillus sp.. Aspergillus sp. diisolas dari Halymenia
durvillaei yang diambil dari Pantai Binuangeun, Banten Selatan. Aspergillus sp.
dikultivasi selama empat minggu pada suhu 27--29°C dalam medium Malt Extract
(ME) pada kondisi statis. Senyawa metabolit sekunder dari medium kultur (broth)
diekstraksi dengan etil asetat (2:1) sedangkan dari miselium diekstraksi dengan
campuran metanol dan n-heksan (1:1). Uji sitotoksik dilakukan menggunakan sel
kanker payudara T47D dengan metode uji  3-[4,5-dimetilthiazol-2yl]-2,5-
difeniltetrazolium bromide (MTT). Hasil ekstraksi diperoleh ekstrak broth dan
miselium sebesar 18,30 g dan 0,93 g. Uji sitotoksik terhadap sel kaker payudara
T47D dengan metode MTT menghasilkan nilai 1Csp untuk ekstrak broth dan
miselium sebesar 153,266 ppm dan 208,305 ppm.

Kata kunci : Aspergillus sp., ekstraksi, sal kanker payudara T47D, uji MTT
Xii.+ 54 him; 13 gambar; 6 tabel
Daftar referensi: 55 (1984--2011)
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ABSTRACT

Name : Eko Winarno
Program Study: Biology
Title : Cytotoxic Assay of Extract Aspergillus sp. Mould Againts Mammae

Cancer Cedll T47D.

Many Aspergillus sp. were used as bioactive compound resources for
obtaining anew anticancer. The ams of the research were to study cytotoxic activity
of extract Aspergillus sp. againts Mammae Cancer Cell T47D. Aspergillus sp. was
isolated from Halymenia durvillael collected from Binuangeun Beach, South Banten.
Aspergillus sp. was cultivated in medium ME (broth) for four weeks at room
temperature at 27--29°C. Secondary metabolite produced from broth culture was
extracted using ethyl acetate (2:1) and from the mycelium was sonicated followed by
extraction using methanol and n-hexan (1:1). Cytotoxic assay of Mammae Cancer
Cell T47D was carried out by 3-[4,5-dimetilthiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium
bromide (MTT) method. The yield of extract from broth and mycelium were 18,30 g
and 0,93 g, respectively. Cytotoxic assay of Mamae Cancer Cell T47D resulted of
1Csp 153,266 ppm and 208,305 ppm for broth and mycelium extract.

Key words  : Aspergillus sp., extraction, Mamae Cancer Cell T47D, MTT assay
xii + 54 pages, 13 pictures; 6 tables
Bilbiography : 55 (1984--2011)
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BAB 1
PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan penyebab kematian tertinggi pada wanita di
berbagai belahan dunia. Penderita kanker payudara di Indonesia menempati posisi
kedua sebesar 12,10 % setelah kanker serviks (19,18%) (Medkkn2006: 7).

Angka kejadian kanker payudara jauh lebih besar pada wanita dibanding laki-laki.
Kemungkinan laki-laki terkena kanker payudara adalah 1 : 100 dari wanita (Heti
2008: 2). Dua pertiga dari penderita kanker payudara di dunia berada di negara-
negara yang sedang berkembang termasuk Indonesia (Amalina 2008: 1).

Penelitian untuk mendapatkan obat antikanker dari alam semakin meningkat.
Hal tersebut disebabkan semakin meningkatnya angka kejadian kanker dan adanya
beberapa kelemahan obat kanker yang sudah ada. Obat kanker pada umumnya
bekerja tidak selektif karena memiliki mekanisme kerja merusak DNA baik pada sel
normal maupun sel kanker (Da’i 2004: 2). Banyak obat kanker dengan indikasi
therapeutic rendah. Selain itu, obat-obat kanker tersebut menimbulkan efek samping
dan efek resisten (Fajarningslkk. 2006: 38). Obat antikanker yang ideal
seharusnya cepat membunuh sel kanker tanpa membahayakan jaringan normal.
Sampai sekarang belum ditemukan obat-obatan yang memenuhi kriteria tersebut
sehingga perlu dikembangkan obat baru dengan efek terapi yang baik (Heti 2008:2).
Salah satu cara yang dilakukan adalah dengan pencarian senyawa-senyawa alam yang
berasal dari mikroorganisme laut, salah satunya yaitu kapang laut.

Aspergillus merupakan organisme multiselular yang berbentuk benang (hifa)
dan hifa bercabang-cabang membentuk miselium (Klich 2002spgrgillus pada
umumnya hidup di lingkungan terestrial, tetapi ada yang hidup di lingkungan air laut
(Jarotrustono 2009:1). Aspergillus yang hidup di lingkungan air laut memiliki
kemampuan untuk mensintesis senyawa bioaktif sebagai bentuk adaptasi terhadap
kondisi lingkungan laut yang ekstrim. Kondisi ekstrim seperti salinitas tinggi,

tekanan tinggi, variasi suhu, kompetisi dengan bakteri, virus dan kapang lain, diduga
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menyebabkan Aspergillus sp. mampu mengembangkan senyawa metabolit spesifik
yang berbeda dengan Aspergillus sp. yang hidup di lingkungan terestial (Nursid dkk.
2010: 105). Hal tersebut mendorong eksplorasi lebih lanjut terhadap Aspergillus sp.
yang hidup di lingkungan laut untuk mengetahui dan mendapatkan metabolit
sekunder lainnya yang bermanfaat dalam produksi obat-obatan (Nursid dkk. 2010:
105).

Aspergillus sp. diperoleh dari koleksi biakan Laboratorium Bioteknol ogi
Balal Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan yang
merupakan hasil penapisan awal kapang yang berasal dari Halymenia durvillael.
Halymenia durvillaei merupakan sampel rumput laut dengan kode B-10-09 yang
diambil dari Pantai Binuangeun, Banten Selatan. Tahap penapisan dilanjutkan
dengan pemurnian menghasilkan 13 isolat isolat kapang. Sebanyak 13 isolat kapang
tersebut dikultur dalam media Malt Extract (ME). Ekstrak kasar etil asetat kapang-
kapang tersebut diuji terhadap sel kanker payudara T47D. Hasil penelitian
menunjukan bahwa pemberian 30 ppm ekstrak kasar kapang Aspergillus sp. selama
48 jam mampu menyebabkan kematian populasi sel T47D.

Hasil penelitian Nursid (2009) menunjukan bahwa ekstrak kapang Aspergillus
sp. memiliki potensi sebagal bahan dasar obat antikanker. Oleh karenaitu, perlu
penelitian lebih lanjut terhadap ekstrak tersebut. Dalam penelitian ini, uji sitotoksik
ekstrak kapang Aspergillus sp. dilakukan terhadap sel kanker payudara T47D dengan
metode 3-[ 4,5-dimetilthiazol-2yl] -2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT). Uji MTT
ekstrak kapang Aspergillus sp. dilakukan pada seri dosis 16, 32, 64, 128 dan 256
ppm. Parameter yang diukur adal ah persen (%) kematian sel dan pembentukan kristal
formazan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas sitotoksik ekstrak
kapang Aspergillus sp. terhadap sel kanker payudara T47D.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

21  Aspergillus sp.

Aspergillus merupakan organisme multiselular yang berbentuk benang (hifa)
dan hifa bercabang-cabang membentuk miseliaspergillus dicirikan oleh
konidiospor yang khas. Dasar konidiofor biasanya berentuk “T” atau bentuk “L”
yang disebufoot cell. Vesikel memiliki bentuk yang bervariasi. Fialid dapat tumbuh
langsung dari vesikel. Bentuk tersebut disebut dengaariate. Pada beberapa
spesies, terdapat sel yang tumbuh di antara fialid dengan vesikel. Lapisan tersebut
disebut metula daAspergillus yang memiliki metula disebiiseriate (Klich 2002:

3).

Aspergillus hidup sebagai saprofit di dalam tanah, di kotoran hewan dan
sebagai parasit pada tumbuhaspergillus pada umumnya hidup di lingkungan
terestrial, tetapi ada yang hidup di lingkungan air laut (Jarotrustono 2009:1).
Aspergillus yang hidup di lingkungan air laut termasuk ke dalam golongan kapang
laut. Kapang laut merupakan kapang yang berasal dari lingkungan darat atau air
tawar yang dapat tumbuh dan bersporulasi di lingkungan laut. Kapang laut memiliki
kemampuan untuk mensintesis senyawa bioaktif sebagai bentuk adaptasi terhadap
kondisi lingkungan laut yang ekstrim. Kondisi ekstrim seperti salinitas tinggi,
tekanan tinggi, variasi suhu, kompetisi dengan bakteri, virus dan kapang lain, diduga
menyebabkan kapang laut mampu mengembangkan senyawa metabolit spesifik yang
berbeda dengan kapang terestrapergillus merupakan fungi laut fakultatif
(fakultative marine fungi) yaitu fungi yang berasal dari lingkungan darat atau air
tawar yang dapat tumbuh dan bersporulasi di lingkungan laut (Nikisid010:

105).
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Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh genus Aspergillus antara
lain terphenyllin, chlorflavonin, dechloroflavonin, xanthoascin, asam kojic, asam 3-
nitro-propionat, asam 6-sulfoaminopenicillanic dan citrinin (Varga dkk.2007: 75).
Terphennylin merupakan senyawa yang berasal dari golongan polifenol.
Clorflavonin dan dechloroflavonin merupakan senyawa yang berasal dari golongan
flavonoid. Polifenol dan flavonoid dikatehui mampu menghambat pertumbuhan sel
kanker (Meiyanto dkk. 2008: 17).

2.2 Metabolit Primer dan Sekunder

Metabolit primer adalah senyawa yang berperan dalam penyediaan nutrisi dan
terlibat dalam proses metabolisme penting di dalam tubuh sebagai fundamental
building block kehidupan, misalnya: polisakarida, lemak, asam nukleat dan protein.
Sedangkan metabolit sekunder adal ah bahan kimia yang dihasilkan melalui reaksi
metabolisme sekunder dari bahan organik primer (karbohidrat, lemak, protein).
Umumnya metabolit sekunder tidak esensial untuk pertumbuhan dan perkembangan,
tetapi berfungsi sebagai perlindungan diri; penarik serangga atau hewan penyerbuk
dan penebar biji, dan agen alelopati yang berperan dalam kompetisi antar spesies
tumbuhan. Golongan senyawa metabolit sekunder terdiri atas golongan terpenoid,
steroid, flavonoid, fenolik, poliketida, dan alkaloid (Rahardjo 2011: 1).

2.3 Uji Sitotoksik

Uji sitotoksik merupakan uji invitro dengan menggunakan kultur sel yang
digunakan untuk mendeteksi tingkat ketoksikan suatu senyawa. Sistem tersebut
merupakan uji kualitatif dengan menetapkan kematian sel. Dasar dari percobaan
tersebut antara lain bahwa sistem penetapan aktivitas biologis seharusnya
memberikan kurva dosis respon yang menunjukkan hubungan lurus dengan jumlah
sel (Anggriati 2008: 22).
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Uji sitotoksik digunakan untuk menentukan parameter nilai 1Csp. Nilai 1Cs
menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50 % dan
menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawaterhadap sel. Nilai 1Cso yang
menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa. Semakin besar harga | Csp maka
senyawa tersebut semakin tidak toksik. Senyawa sitotoksik adalah senyawa yang
bersifat toksik pada sel. Uji sitotoksik dapat memberikan informasi konsentrasi obat
yang masih memungkinkan sel mampu bertahan hidup. Akhir dari uji sitotoksik
adalah memberikan informasi langsung tentang perubahan yang terjadi pada fungs
sel secara spesifik (Amalina 2008:16)

2.4 Kanker

2.4.1 Pengertian

Kanker adalah suatu penyakit yang ditandai dengan pembelahan sel tidak
terkendali dan kemampuan sel-sel tersebut untuk menyerang jaringan lainnya, baik
dengan pertumbuhan langsung di jaringan sebelahnya (invasi) atau dengan migrasi
sal lainnya (metastasis) (Amalina 2008: 1). Pertumbuhan tidak terkendali tersebut
disebabkan karena adanya kerusakan DNA yang menyebabkan mutasi di gen
pengatur pembelahan sel. Beberapa mutasi tersebut akan menyebabkan perubahan
sel norma menjadi sel kanker. Mutasi-mutasi tersebut sering diakibatkan oleh agen
kimia maupun fisik yang disebut karsinogen. Mutasi dapat terjadi secara spontan
ataupun diwariskan (mutasi germline) (Heti 2008: 4).

Kanker merupakan suatu neoplasma yang terdiri dari tumor jinak (benign) dan
tumor ganas (malignant) (Kennia 2008: 1). Tumor ganas bermetastasis dan tumor
jinak tidak bermetastasis. Perbandingan antaraintisel dengan sitoplasma tumor
ganas 1:1, sedangkan tumor jinak 1:4 (samadengan sel normal). Padatumor ganas
terdapat pleomorfi yaitu bentuk dan ukuran inti sel yang berbeda-beda, terdapat pula
sel etiayaitu sl yang mempunyai inti lebih dari satu. Pada tumor ganas tidak
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terdapat anaplasi (dediferensiasi) yang berarti kehilangan kemampuan untuk
berdiferensiasi sel (Amalina2008: 7 & Rostika 2010: 1).

2.4.2 Kanker payudara ( Sel T47D)

Sel T47D merupakan continous cell lines yang dikultur dari jaringan epitel
duktus payudara seorang wanita. Cell line adalah sel yang disubkultur dari primary
cultures, yaitu sel dari organ atau jaringan yang dikultur dalam kondisi hormonal
yang sesuai. Mediayang digunakan pada sel T47D adaah Roswell Park Memorial
Institute (RPM1) 1640 serum. Media RPMI mengandung nutrisi yang dibutuhkan sel
seperti asam amino, vitamin, garam-garam anorganik, dan glukosa. Serum
mengandung hormon pertumbuhan sel, abumin merupakan protein transport, lipid
diperlukan untuk pertumbuhan sel, dan mineral merupakan kofaktor enzim. Seluruh
komponen dalam media RPMI tersebut berguna untuk memberikan nutrisi yang
cukup pada sel untuk tetap bertahan hidup dan memperbanyak diri (Amalina 2008:
14).

Kanker payudara merupakan salah satu jenis kanker yang menyebabkan
kematian tertinggi kedua di Indonesia Hal tersebut disebabkan karena hampir
sebagian besar penyakit kanker payudara ditemukan pada stadium lanjut. Diagnosis
kanker payudara dapat diketahui melalui pemeriksaan seperti mamografi,
ultrasonografi dan lainnya (Supit 2000: 52).
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Tabel 2.4.2.1 Pola penyakit kanker
[Sumber: Supit 2000: 53).

No. Kanker Jumlah kasus Frekuens relatif
1 | Leherrahim 3.110 25,57 %
2 | Payudarawanita 1.925 15,83 %
3 | Limfoid sekunder 1.523 12,52 %
4 | Kulit 1.394 11,46 %
5 | Nesofaring 950 7,80 %
6 | Ovarium 803 6,60 %
7 | Rektum 735 6,04 %
8 | Jaringan ikat 708 5,82 %

Di negara-negara maju pemeriksaan mamografi merupakan pemeriksaan rutin
dalam kegiatan skrining kanker payudara terutama pada wanita dewasa diatas usia
empat puluh tahun. Pada usiatersebut potensi seorang wanita untuk terkena kanker
payudara semakin meningkat. Mamografi dianggap sebagal satu-satunya sarana
pemeriksaan dengan akurasi tinggi untuk deteksi dini kanker payudara (Supit 2000:
53--59).

Kelainan yang ditemukan pada mamografi berupa tanda-tanda primer dan
tanda-tanda sekunder. Tanda-tanda primer yaitu bayangan kontras relatif meningkat
karena adanya pertumbuhan dari sel-sel tumor. Bayangan kanker payudara semakin
jelas dan terang yang disebabkan karena sel-sel karsinoma berisi |ebih banyak
mineral daripada jaringan sekitarnya, dan terjadi pendarahan yang menyebabkan
adanya endapan hemosiderin. Tanda-tanda sekunder meliputi retraksi kulit,
penebalan kulit, perubahan posisi papilla atau aerola,dan infiltrasi dalam jaringan
lemak dibelakang payudara (Supit 2000: 53--59).
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2.5 Kultivasi

Pertumbuhan mikroorganisme pada umumnya sangat dipengaruhi oleh faktor
lingkungan. Perubahan faktor lingkungan dapat mengakibatkan perubahan sifat
morfologi dan fisiologi. Hal tersebut dikarenakan mikroorganisme selain
membutuhkan nutrisi yang sesuai juga memerlukan faktor lingkungan yang
memungkinkan pertumbuhan secara optimum. Faktor utama yang mempengaruhi
pertumbuhan mikroorganisme meliputi nutrisi, waktu, suhu, air, pH dan ketersediaan
oksigen (Niawanti 2011: 1).

Medium memiliki perang penting dalam proses kultivasi. Susunan dan kadar
nutrisi dalam suatu medium harus seimbang agar pertumbuhan mikroorganisme
optimum. Hal tersebut harus diperhatikan karena banyak senyawa-senyawa yang
menjadi penghambat jika kadarnyaterlalu tinggi (Mulyati 2009:14). Kelebihan
nutrisi, terutama sumber karbon akan menghambat produksi metabolit sekunder
(Abraham 2004: 54)

Suhu kultivasi merupakan faktor fisik yang mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme. Sintesis dan sekresi metabolit sekunder juga sangat dipengaruhi
oleh suhu kultivasi. Semua proses pertumbuhan dipengaruhi oleh reaksi kimia dan
suhu mempengaruhi laju reaksi kimiatersebut. Enzim akan mengalami denaturasi
pada suhu terlalu tinggi dan menjadi tidak aktif pada suhu yang terlalu rendah
(Aryantha dkk. 2004: 13).

2.6 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses penarikan komponen atau zat aktif suatu sampel
dengan menggunakan pelarut tertentu. Metode ekstraksi senyawa dipengaruhi oleh
faktor sifat kandungan zat aktif atau kelarutan dalam pelarut. Prinsip ekstraksi adalah

melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non polar dalam pelarut
non polar (Amalina 2008: 6; Fahri 2010: 1). Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi
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adalah pelarut non polar (n-heksan), pelarut semi polar (diklorometan atau etil asetat)
dan pelarut polar (metanol atau etanol) (Fahri 2010: 1).

Dalam proses ekstraks, terjadi peristiwadifusi pelarut ke dalam sel bahan.
Pelarut yang masuk ke dalam sel bahan tersebut akan melarutkan senyawa bila
kel arutan senyawa yang diekstrak sama dengan pelarut. Dengan caratersebut akan
tercapal kesetimbangan antara zat terlarut dan pelarut. Pengeluaran bahan aktif dari
bahan tergantung kepada laju difusi subtansi dari serbuk bahan ke dalam pelarut,
waktu kontak dan laju pelarut menembus bahan. Ada beberapa fakor yang
mempengaruhi kecepatan ekstraksi, yaitu penanganan pendahul uan, lama ekstraksi,
suhu dan tipe pelarut yang digunakan (Nurmillah 2009: 7).

Metode ekstraksi dipilih berdasarkan beberapa faktor seperti sifat dari bahan
mentah obat dan daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi dan
kepentingan dalam memperoleh ekstrak. Sifat bahan mentah obat merupakan faktor
utama yang dipertimbangkan dalam memilih metode ekstraksi (Heti 2008: 17--18).
Pelarut yang digunakan pada saat ekstraksi harus memenuhi syarat tertentu yaitu
tidak toksik, tidak meninggalkan residu, harganya murah, tidak korosif, aman, dan
tidak mudah meledak (Nurmillah 2009: 8).

Tabel 2.6.1 Tingkat toksisitas beberapa pelarut organik
[Sumber: Nurmillah 2009: 9].

Tingkat toksisitas

Rendah Tinggi Karsinogenik
Aseton Asetonitril Benzen
Diklorometan Karbon disulfida Karbon tetraklorida
Dietil eter Tetrahidrofuran Kloroform
Dimetil sulfoksida Toluen Dimetil formadida
Etanol
Etil asetat
Heksan
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Maserasi berasal dari bahasa Latin macerare, yang artinya merendam.
Maserasi merupakan proses penyarian dengan cara merendam sampel menggunakan
pelarut sampai dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada
temperatur ruangan. Dalam proses maserasi, sampel yang akan diekstraksi
ditempatkan pada wadah atau bejana, bejana ditutup rapat dan isinya dikocok
berulang-ulang. Maserasi biasanya dilakukan dalam waktu tiga hari sampai bahan-
bahan yang larut melarut (Amalina 2008:6).

2.7  Uji 3-[4,5-dimetilthiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium bromide (M TT)

Uji MTT adalah uji yang sensitif, kuantitatif dan terpercaya. Reaksi MTT
merupakan reaks reduksi selular yang didasarkan pada pemecahan garam tetrazolium
MTT berwarna kuning menjadi kristal formazan berwarna biru keunguan (Basmal
dkk. 2009: 2). Metode perubahan warnatersebut digunakan untuk mendeteksi adanya
proliferasi sel. Sel yang mengalami proliferasi, mitokondia akan menyerap MTT
sehingga sel-sel tersebut akan berwarna ungu akibat terbentuknya kristal tetrazolium
(formazan) (Depamede dkk. 2009: 97).

Prinsip uji MTT adalah mengukur aktivitas selular berdasarkan kemampuan
enzim mitokondria reduktase pada mitokondria dalam mereduksi garam
Methylthiazol Tetrazolium (MTT). Ketika bermetabolisme, sel-sd hidup akan
menghasilkan enzim mitokondria reduktase. Enzim ini bereaksi dengan MTT dan
membentuk kristal formazan berwarnaungu. Intensitas warna ungu yang terbentuk
proporsiona dengan jumlah sel hidup, sehingga jikaintensitas warna ungu semakin
besar, maka jumlah sel hidup semakin banyak (Junedi 2000: 1). Kristal formazan
bersifat impermeabel pada membran sel dan tidak larut dalam air. Perlu suatu zat
tambahan sebagai pelarut seperti isopropanol, Dimethyl Sulfoxide (DM SO) atau
larutan detergen Sodium Dedocyl Sulfate (SDS) yang diencerkan dalam asam
hidroklorida (HCI) untuk melarutkan kristal formazan ungu. Optical Density (OD)
menunjukan nilai absorbansi dari suatu kristal formazan yang telah dilarutkan diukur

dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 490 sampai 570
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nm (Heti 2008: 14). Nilai absorban ini menunjukan tingkat daya proliferasi sel
sebagal manifestasi tingkat kekebalan selular (Berata 2000: 4).

Uji MTT digunakan untuk menentukan parameter nilai 1Csp. Nilai Csg
menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50 %
dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Nilai tersebut
merupakan patokan untuk melakukan uji pengamatan kinetikasel. Nilai 1Csp
menunjukkan potensi suatu senyawa sebagai sitostatik. Semakin besar harga 1Cs
maka senyawa tersebut semakin tidak toksk. Menurut Lisdawati (2002), suatu
ekstrak dianggap toksik terhadap sel kanker jika memiliki nilai 1Csy kurang dari 1000
ppm. Uji MTT dapat memberikan informasi konsentrasi obat yang masih
memungkinkan sel mampu bertahan hidup. Akhir dari uji tersebut adalah
memberikan informasi langsung tentang perubahan yang terjadi padafungsi sel
secara spesifik (Amalina 2008: 16).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

31 Lokas dan Waktu Penditian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Balai Besar Riset
Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan, Jakarta pada bulan Juli
sampai November 2010.

3.2 Alat

Peralatan yang digunakan adalah autoklaf [Hirayamal, autoklaf [American
Model No. 25X], kompor listrik [Maspion], lemari pendingin [Clasio], lemari
pendingin [Samsung], laminator [ESCO], Deep Frezzer [Snijders Scientific b. v],
mikropipet [ Socorex], oven [Conterm], timbangan digital [Mettler PE 360],
timbangan analitik [Mettler AE 100], timbangan analitik [Mettler Toledo], vortex
[ Thermolyne tipe Maxi Mix II), mikroskop + kamera[Olympus], kamerafoto
[Canon], rak tabung reaksi, 96-well plate, conical tube dan ELISA reader. Peraatan
habis pakal yang digunakan adalah aluminium foil, kapas, tabung sentrifugasi, sarung
tangan sekali pakai dan tisu. Peralatan gelas yang dipakai adalah batang pengaduk,
beacker glass, cawan petri, gelas ukur, labu Erlenmeyer, tabung reaksi, pipet berbagai
ukuran, dan spatula.

3.3 Bahan

3.3.1 Kapang Aspergillus sp.

Isolat kapang Aspergillus sp. diperoleh dari koleksi biakan Laboratorium
Bioteknologi Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan
Perikanan. Isolat diisolasi dari Halymenia durvillael yang diperoleh dari pantai
Binuangeun, Banten Selatan.
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3.3.2 Medium

Medium untuk mengkultur kapaAgpergillus sp. adalahMalt Extract Agar
(MEA). Medium untuk mengkultur sel adalRoswell Park Memorial Institute
(RPMI).

3.3.3 Bahan kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah ektrat khamir [OXOID], ektrak
malt [OXOID], pepton [OXOID], agar [OXOID]glucose [Merck], NaCl [MerckK],
KCI [Merck], N&SOs [Merck], MgCl,.6H,O [Merck], CaC}[Merck], MTT [Sigma
Chemical Co USA], sodium dodesil sulfat (SDS), streptomiitificial Sea Water
(ASW), bubuk RPM| Fetal Bovine Serum (FBS), etil asetat, metanol, n-heksan,
Sodium Dedosil Sulfat (SDS), MTT, Dimetil Sulfoksida (DMS@lkohol teknis,

spiritus teknis, dan aseton teknis.

34 CaraKerja

Sporé kapancAspergillus sp.
S

Ditumbuhkan dalam media NA

4L

Spora dipindakan ke tabung reak

4l

Kultivasi kapang dam labu ukuran 3 |

JL

Ekstraksi senyawa bioaktif hasil kultivasi

JL

Uji sitotoksik dengan metode MTT

Gambar 3.4.1 Bagan cara kerja
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3.4.1 Pembuatan Medium

3.4.4.1 Artificial Seawater (ASW)

Artificial Seawater (ASW) terdiri dari dua jenis yaitu ASW A dan ASW B.
Setiap 2 L ASW A terdiri dari 351 g NaCl, 15 g KCl, dan 5,7 g9, sementara
setiap 2 L ASW B terdiri dari 102 g Mg&bH,O dan 2,9 g CaGl Kedua jenis ASW
tersebut ditambahkan akuades hingga mencapai volume 2 L (Riit2009: 1).

3.4.4.2 MediunMalt Extract Agar (MEA)

Setiap 500 mL medium MEA terdiri dari 1,5mlt extract; 1,5 gyeast
extract; 2,5 g pepton; dan 7,5 g agar. Semua bahan dicampur di dalam labu
Erlenmeyer, kemudian ditambahkan 50 mL ASW A dan 50 mL ASW B. Akuades
ditambahkan ke dalam labu hingga volume menjadi 500 mL. Media kemudian
disterilisasi pada suhu 1Ztekanan 2 atm selama 15 menit. Setelah disterilisasi,
media ditunggu sampai suhu mencapai kira-kifC5Remudian ditambahkan 250
mg streptomisin ke dalam media. Medium dituang ke dalam cawan petri steril
sebanyak 15--20 mL dan dibiarkan mengeras (Prdkikis2009: 2).
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Semua bahan dicampuf
Bahan-bahan Bahan-bahan e afrresuer ekl -
kimia (1) kimia ditimban erlemeye
Media Ditambahkan Ditambahkan ASW
disterilisas akuades hingga A dan B masing-
volume 500 ml masing 50 mL (2
Keterangan:

(1). Malt extract, yeast
extract, pepton dan agar
(tidak memakai agar
Ditambahk Media dit untuk medium cair).

'a“.‘ .a an . e (2). ASW=Artificial Sea
streptomisin ke media \Water

Gambar 3.4.2 Skema pembuatan medium MEA

3.4.4.3 MediunRoswell Park Memorial Institute (RPMI)

Media kultur dibuat dengan melarutkan 10,4 g bubuk RPMI ke dalam 800 mL
akuades, kemudian ditambahk&(2-hydroxyethyl)-1 piperazneethanesulfonic acid
(HEPES) dan NaHC® Akuades ditambahkan sampai volume 1 L. Campuran
dihomogenkan dengan cara diaduk kemudian pH diukur pada 7,2--7,4 dengan cara

penambahan 1 M NaOH atau 1 M HCI. Sterilisasi dilakukan dengan cara menyaring
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menggunakan saringan membran 0,2 um, selanjutnya ditambahkan fungison 0,5%,
Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, dan streptomisin 2% (Gumita 2009: 19).

3.4.2 Kultivasi kapang dalam media produksi

Spora kapandspergillus sp. yang disimpan dalam freezer 20
ditumbuhkan menggunakan media MEA pada cawan petri. Setelah tumbuh dengan
baik sekitar 5 hari, isolat kapang ditransfer ke tabung reaksi berisi 10 mL medium
ME cair dengan cara menginokulasi medium tersebut dengan inokulum kapang.
Medium tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 2%€23elama lima hari.
Miselia kapang akan tumbuh menutupi seluruh media cair setelah diinkubasi.
Medium yang berisi miselia kapang tersebut selanjutnya dimasukan ke dalam labu
ukuran 3 L berisi 1 L media ME cair. Media berisi kapang diinkubasi pada suhu 27--

29°C dalam kondisi statis selama empat minggu (Nurrakini2006: 38).

=, -y
e
N
= - o7/13/2000

Spora kapanéspergillus Isolat kapang 10 mL ME cait
sp. yang disimpan dalam Aspergillus sp. D

freezer-7C°C

Keterangan: s mm——
1. Ditransfer ke petri yang berisi ME padat dan — 4
diinkubasi 3--4 hari. e

2. Isolat ditransfer ke tabung reaksi yang berisi 10 njL
ME cair dan diinkubasi 2--5 hari.
3. Isolat dan medium dipindah ke labu ukuran 3 L ygng Labu ukuran 3L berisi
berisi 1 L ME cair dan diinkubasi selama 4 minggy. [ 1L ME cair (Inkubasi

Gambar 3.4.3 Skema kultivasi kapeapgr gillus sp.
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3.4.3 Ekstraks senyawa bioaktif hasil kultivasi

Hasil panen kapang diekstraksi untuk mendapatkan ekstrak kapang. Proses
ekstraksi dilakukan dalam dua tahap yaitu ekstitadath (media kultur) kapang dan
ekstraksi miselium. Kultur kapang disaring menggunakan kain kasa, ekstraksi
terhadapbroth dilakukan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan
perbandingan 2:1, ekstraksi dilakukan di dalam corong pisah volume 2000 mL.
Sebanyak 500 méktil asetat ditambahkan ke dalam corong pisah yang bbrigh
kemudian dikocok selama dua menit dan didiamkan beberapa saat sampai lapisan etil
asetat dan media kultur terpisah. Ekstrak etil asetat kemudian diambil dan
selanjutnya diuapkan pelarutnya. Proses ini dilakukan sebanyak tiga kali (tkkrsid
2010: 105).

Miselium dikeringkan terlebih dahulu menggunakaseze drier sebelum
diekstraksi. Miselium yang sudah kering diekstraksi menggunakan pelarut metanol
dan n-heksan dengan perbandingan 1:1 sebanyak 100 mL kemudian disonikasi
selama 60 menit. Ekstrak kemudian disaring menggunakan kertas saring sampai
didapatkan filtrat. Proses tersebut dilakukan sebanyak tiga kali. Bilbthtdan
miselium kemudian dipekatkan menggunakatary evaporator pada suhu 20--4Q
sampai mengental menjadi ekstrak kasaude extract). Apabila masih terdapat
sedikit pelarut makarude extract diuapkan kembali menggunakaitrogen
evaporator hingga pelarutnya benar-benar hilarigrude extract selanjutnya
ditimbang menggunakan timbangan analitik dan disimpan di dalam botol vial gelap
(Nursid dkk. 2010: 105).
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¥ 4

Kultur kapangAspergillus sp. berumur 4 minggu

Broth

Miselium

Broth dimasukan
ke corong pisah
dan ditambahkan
500 mL etil
asetat kemudian

Miselium
ditambahkan
metanol dan n-
heksan (11)

dikocok

Sonikasi selama
1--2 jarr

Ekstrak diuapkan kembali menggunakeimogen evaporator

Gambar 3.4.4 Skema ektraksi kapapggillus sp.
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34.4 Persiapan Uji Sitotoksik

3.4.4.1. Pencairan seCdl thawing)

Tabung berisi sel dikeluarkan dari inkubator C@eluruh cairan sel dipipet
dan dimasukan ke dalam tabung sentrifus kemudian ditambahkan 5 mL medium
PRMI. Tabung disentrifus dengan kecepatan 1.500 rpm selama lima menit. Setelah
itu supernatan dibuang dpdlet yang diperoleh disuspensikan dalam 6 mL RPMI.
Suspensi sel dipipet dan dimasukan ke dalam labu kultur kemudian diinkubasi pada
suhu 37C dalam inkubator C&elama 1 hari (Gusmita 2009: 19--20).

3.4.4.2. Pembiakan sel T47D

Semua medium RPMI yang berada daféash culture dibuang, kemudian
ditambahkan PBS untuk menghilangkan medium yang masih melekat pada sel T47D.
Sel T47D yang masih melekat péttsh culture dipisahkan dengan penambahan
tripsin, kemudian di sentrifus dengan kecepatan 2500 rpm selama 10 menit.
Supernatan dibuang kemudian ditambahkan medium RPMI sebanyak 1 mL. Kultur
dimasukan dalarfiash culture (sebagai larutan induk), kemudian diinkubasi pada
suhu 37C dalam inkubator C©dengan kecepatan aliran €®mL/menit (Gusmita
2009: 19--20).

35 Pengujian antikanker (Uji MTT)

Metode yang digunakan dalam pengujian antitumor adalah 8Z,%-
dimetilthiazol-2yl] -2,5-difeniltetrazolium bromide). Uji dilakukan terhadap sel
kanker payudara T47D. Sel T47D tersebut dikultur dalam media RPMI 1640
(Nursiddkk. 2010: 105). Sebanyak 1 mg ekstrak yang telah kering dilarutkan dalam
1000 pLDimetil Sulfoksida (DMSO). Larutan tersebut digunakan sebagai larutan
induk. Selanjutnya ekstrak dibuat seri dosis 16, 32, 64, 128 dan 256 ppm.
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Sel dihitung kepadatannya menggunakan hemositometer Neubauer untuk
mendapatkan jumlah sel sebanyak 2 %100 pL. Suspensi sel sebanyak
2 x 107100 pL didistribusikan ke dalamicroplate 96 well dan diinkubasi dalam
inkubator CQ pada suhu 3T dengan aliran C£6 mL/menit. Satu kolom terakhir
dibiarkan kosong untuk diisi kontrol media. Setelah 12 jam, media dibuang dengan
caramicroplate yang berisi sel dikeluarkan dari inkubator d@mudianmicroplate
dibalik 180 untuk membuang sisa media. Kemudidioroplate ditekan diatas tisu
untuk meniriskan sisa cairan media. Sebanyak 100 pL PBS dimasukan kedalam
semua sumuran berisi sel. PBS selanjutnya dibuang dengan cara membalikan
microplate kemudian di tekan diatas tisu untuk meniriskan sisa cairan PBS.

Sebanyak 100 p L media mengandung ekstrak uji dengan seri dosis yang telah
dibuat dimasukan ke dalam sumuraicroplate sebanyak tiga kali ulangan.

Microplate kemudian diinkubasikan kembali di dalam inkubator, G€ama 24--48

jam. Menjelang waktu akhir inkubasi, kondisi setiap sel didokumentasikan.
Selanjutnya menyiapkan MTT (0,5 mg/mL) dengan cara mengambil 1 mL stok MTT
dalam PBS (5 mg/mL) kemudian diencerkan dengan menambahkan media kultur
sebanyak 10 mL untuk satu bugthwell plate.

Microplate dikeluarkan dari inkubator GQlan media kultur dibuang kembali
dan kemudian tambahkan 100 pL MTT kedalam setiap sumuran termasuk kontrol
media. Sel kemudian diinkubasi di inkubatorG&@lama 2--4 jam. Reaksi MTT
dihentikan dengan penambalfaodium Dodesil Sulfat (SDS) 10%.Microplate
dibungkus dengan kertas atau aluminium foil dan diinkubasi selama dua belas jam
dalam ruang gelap pada suhu kamar. Bungkus kertas atau aluminium foil dan
penutup dibuka damicroplate dimasukan ke ELISAeader. Nilai absorbansi tiap
sumuran diukur dengdeLISA reader pada panjang gelombang 570 nm.

(Junedi 2000: 3--7).
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Data absorbansi tiap sumuran digunakan untuk menghitung viabilitas sel
T47D yang diberi perlakuan dibandingkan dengan kontrol (tanpa perlakuan). Jumlah

sel yang mati dinyatakan dalam % dihitung berdasarkan rumus:

% penghambatan:% X 100%
Keterangan:
A = Absorbansi kontrol sel
B = Absorbansi sampel
C = Absorbansi kontrol sampel
D = Absorbansi kontrol media
Kontrol sel =100 puL sel + 100 pL media
Kontrol media =100 puL media
Kontrol sampel =100 pL sampel + 100 pL media
Perlakuan sampel =100 pL sampel + 100 pL sel

(Basmaldkk. 2009: 2--3).

Nilai Inhibition Concentrationsy (ICsq) dihitung dengan analisis probit
menggunakan program MINITAB versi 14,0.
(Nursiddkk. 2010: 105).
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B o

Kultur sel kanker
payudara T47D

Sel dikeluarkan dari inkubator
CO, kemudian mikroplat dibalik
18C°untuk membuana sisa me

Suspensi sel sebanyak 2 X100 pL
didistribusikan ke dalarmicroplate 96 well

Inkubasi didalam Inkubator
CO, selama 12 jam

100 pL PBS dimasukan
kedalam semua sumuran yang
berisi sel.

&4

S

PBS selanjutnya dibuang dengan car
membalikan mikroplat kemudian
mikroplat ditekan diatas tisu untuk
meniriskan sisa cairan PBS.

2D

Mikroplat kemudian
diinkubasikan kembali di dalam
inkubator CQ selama 24--48 jam

Sebanyak 100 pL media yang mengandung
ekstrak uji dengan seri dosis yang telah dibug
dimasukan ke dalam sumuran mikroplat sebanyak
tiga kali ulangan

—

Gambar 3.4.5 Skema Uji MTT
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Mikroplat dikeluarkan dari
inkubator CQ dan media kultur
dibuang kembali

100 pL MTT ditambahkan kedalam setiap

sumuran termasuk kontrol me

=

Sodium Dodesil Sulfat (SDS) 10%
ditambahkan kedalam tiap sumura
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n

a
-

Inkubasi di inkubator COselama
2--4 janr
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Mikroplat dibungkus dengan kerta:
tisu atau aluminium foil dan
diinkubasi selama 12 jam dalam

5, Bungkus kertas atau aluminium foil dan
penutup mikroplat dibuka kemudian mikopla

dimasukan ke ELISAeader

ruang gelap pada suhu kamar
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BAB 4
HASL DAN PEMBAHASAN

4.1. Kultivas

Kultivas kapang Aspergillus sp. dilakukan dalam media cair Malt Extract
(ME) 1L menggunakan labu kultur dengan volume 3 L (Gambar 4.2.1). Kultivasi
dilakukan pada suhu 23--27°C, tidak terkena sinar matahari langsung dan getaran
(still culture). Pengamatan dilakukan setiap satu minggu sekali selama empat
minggu. Parameter yang diamati adalah pertumbuhan miselium dan perubahan warna
broth.

l..q%h \
i""l ;——
A B
p—T e =
=Y
C D
Keterangan: A. Inkubasi satu minggu B. Inkubasi dua minggu
C. Inkubasi tigaminggu D. Inkubasi empat minggu

Gambar 4.1.1 Kultivas kapang Aspergillus sp. dadam media cair ME
[Sumber: Dokumentasi pribadi].

Gambar 4.1.1 (A) merupakan kultur kapang berumur satu minggu. Miselium
kapang mulai tumbuh di atas permukaan medium. Miselium yang tumbuh berwarna

putih dan bergerombol membentuk beberapa koloni. Broth berwarna coklat muda
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transparan. Gambar 4.1.1 (B) adalah kultur kapang berumur dua minggu. Pada
gambar terlihat miselium kapang yang tumbuh menutupi seluruh permukaan medium.
Broth mulai mengalami perubahan yaitu berwarna coklat muda dan agak keruh.

Gambar 4.1.1 (C) adalah kultur kapang berumur tiga minggu. Pada minggu
ketiga, pertumbuhan terus meningkat. Konsentrasi selular atau biomassa meningkat
secara signifikan (Astuti & Rahmawati 2010: 188). Miselium kapang tumbuh
semakin padat menutupi seluruh permukaan medBnoth berwarna coklat tua dan
cukup keruh. Hal tersebut dikarenakan komposisi kimiawi media berubah akibat
proses metabolisme sel dimana terjadi sintesis produk dan penggunaan substrat
(Mangunwidjaja 1994: 16--17; Scraba 2011: 1). Gambar 4.1.1 (D) adalah kultur
kapang berumur empat minggu. Gambar 4.2.1 menunjukan miselium yang menutupi
permukaan medium semakin tebBkudates drops berwarnaorange mulai muncul
di atas permukaan miselium.

Media memiliki peran yang sangat penting dalam proses kultivasi. Susunan
dan kadar nutrisi dalam suatu media harus seimbang agar pertumbuhan kapang dapat
sebaik mungkin. Hal tersebut harus diperhatikan karena banyak senyawa-senyawa
yang menjadi penghambat jika kadarnya terlalu tinggi (Mulyati 2009: 14). Kelebihan
nutrisi, terutama sumber karbon yang mudah didegradasi akan menghambat produksi
metabolit sekunder (Abraham 2004: 54). Komponen media yang baik untuk
pertumbuhan kapamspergillus sp. adalah sumber karbon, nitrogen dan larutan
mineral (Prabandari 2003: 2).

Media kultivasi yang digunakan dalam penelitian addalt Extract (ME).

Media ME mengandunignalt extract dan peptonMalt extract merupakan sumber

karbon sedangkan pepton berperan sebagai sumber nitrogen (Thikit G07:

253). Malt extract mengandung sekitar 90--92 % karbohidrat berupa monosakarida
(glukosa dan fruktosa), disakarida (maltosa dan sukrosa), trisakarida (maltotriosa) dan
dextrin (Crueger & Crueger. 1984: 50). Pepton mengandung polipeptida, dipeptida
dan asam amino (Fachraniditk. 2002: 260). Asam amino terbesar penyusun pepton
adalah asam glutamat, lisin dan leusin (Cruég€rueger. 1984: 52). Media

kultivasi yang baik seharusnya mengandung semua nutrisi yang dibutuhkan untuk
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pertumbuhan, tidak mengandung zat-zat penghambat dan media harus steril (Mulyati
2009: 16). Berdasarkan hal tersebut, media kultivasi yang digunakan diharapkan
dapat menyediakan nutrisi yang optimum bagi kapang untuk mensintesis senyawa
metabolit sekunder.

Kultivasi kapang dilakukan pada suhu 23°Q7 Suhu optimum untuk
pertumbuhamspergillus sp. adalah antara 25--32. Suhu kultivasi merupakan
salah satu faktor fisik yang memengaruhi pertumbuhan, sintesis dan sekresi metabolit
sekunder. Suhu sangat mempengaruhi pertumbuhan kapang. Semua proses
pertumbuhan tergantung reaksi kimiawi dan suhu mempengaruhi laju reaksi-reaksi
kimia. Enzim akan mengalami denaturasi pada suhu terlalu tinggi atau menjadi tidak
aktif pada suhu yang terlalu rendah (Aryardkia 2004: 13).

Spora atau sel-sel vegetatif dapat dikultivasi pada kultur cair untuk mendapat-
kan biomassa kapang. Biomassa kapang akan meningkat dengan pembentukan sel
vegetatif maupun filament-filamen hifa serta pembentukan miselium. Kultivasi
kapang dalam media cair bertujuan untuk mendapatkan senyawa metabolit sekunder.
Senyawa metabolit sekunder tersebut dapat menjawab permasalahan mengenai suplai
atau pasokan senyawa bioaktif yang selama ini terjadi. Masalah suplai ini menurut
Prokschdkk. (2002) menjadi hambatan utama dalam pengembangan senyawa bioaktif
dari organisme laut terutama ketika pengembangan senyawa bioaktif tersebut sedang
memasuki evaluasi preklinis dan klinis. Masalah tersebut terjadi karena faktor
kecilnya rendemeryield) senyawa bioaktif (Nursidkk. 2010: 104).

4.2. Ekstraksi

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah maserasi.
Ekstraksi senyawa bioaktif dari kapa#gpergillus sp. dilakukan terhadap media
kultur (broth) dan miselium. Senyawa metabolit sekunder yang terdapabpaitia
diekstraksi menggunakan pelarut etil asetat. Sedangkan senyawa metabolit sekunder
yang terdapat pada miselium kapang diektraksi menggunakan campuran pelarut
metanol : n-heksan dengan perbandingan 1:1 (Ndk&id2010: 105). Hasil akhir
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proses ekstraksi diperoleh berat ekstrak miselium dan ekstttkberturut-turut
sebesar 18,30 g dan 0,93 g.

Miselium diekstrak menggunakan pelarut metanol dan n-heksan dengan
perbandingan 1:1 sebanyak 100 mL kemudian disonikasi selama 60 menit. Sonikasi
merupakan suatu proses pengubahan sinyal listrik menjadi getaran mekanis yang
dapat diarahkan menuju suatu zat. Tujuan dari sonikasi adalah untuk untuk merusak
sel. Getaran yang dihasilkan dapat memecah bagian molekul dan merusak membran
sel (Indrani 2010: 1). Membran sel yang rusak menyebabkan hasil-hasil metabolisme
terutama senyawa metabolit sekunder yang akan diekstrak akan keluar dari sel (Utami
dkk. 2009: 2). Miselium dikeringkan terlebih dahulu menggundilesze drier
sebelum diekstraksi supaya kadar air dalam miselium berkurang. Hal tersebut
bertujuan agar miselium memiliki kadar air yang cukup rendah untuk dilakukan
proses ekstraksi karena semakin rendah nilai kadar air maka semakin memudahkan
pelarut untuk mengekstrak komponen senyawa aktif yang diinginkan (Nurmillah
2009: 24).

Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi miselium adalah campuran metanol
dan n-heksan. Metanol dapat melarutkan senyawa-senyawa polar tetapi tidak spesifik
dalam melarutkan senyawa non polar (Hikrdik 2010: 8). Oleh karena itu,
ditambahkan n-heksan untuk melarutkan senyawa-senyawa non polar. Penggunaan
pelarut n-heksan juga bertujuan untuk memaksimalkan proses penarikan senyawa-
senyawa metabolit sekunder yang terdapat di dalam miselium. Pelarut n-heksan
merupakan pelarut non polar yang memiliki kemampuan untuk memecah kandungan
lemak (lipid) pada membran sel (Fahri 2010: 1). Hal tersebut menyebabkan
perubahan komposisi membran sehingga membran sel mengalami kerusakan. Selain
itu, komponen non polar juga dapat berinteraksi dengan protein membran yang
menyebabkan kebocoran isi sel termasuk senyawa metabolit sekunder yang akan
diekstrak. Senyawa-senyawa yang larut oleh n-heksan adalah senyawa-senyawa yang
bersifat non polar seperti asam lemak (lipid), terpenoid dan steroid. Senyawa-
senyawa yang bersifat polar seperti flavonoid, fenolik dan tannin selanjutnya akan

larut dalam metanol (Nurmillah 2009: 3). Penggunaan campuran metanol dan n-
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heksan diharapkan dapat melarutkan senyawa-senyawa polar sampai non polar yang
terkandung dalam ekstrak miselium.

Pelarut yang digunakan dalam ekstrdksth adalah etil asetat. Etil asetat
adalah pelarut semi polar yang dapat melarutkan senyawa-senyawa yang bersifat
polar sampai non polar (Nursiik. 2010: 105). Etil asetat merupakan ester dari
etanol dan asam asetat yang dapat melarutkan air hingga 3% dan larut dalam air
hingga kelarutan 8% pada suhu kamar dan meningkat pada suhu lebih tinggi. Pelarut
tersebut sering digunakan sebagai pelarut karena dapat melarutkan senyawa-senyawa
yang memiliki aktivitas toksisitas diantaranya alkaloid dan fenolik (Mulyati 2009: 2).

Jenis pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi akan mempengaruhi
jenis bahan yang akan terekstrak. Kelarutan suatu senyawa dalam pelarut tergantung
dari gugus-gugus yang terikat pada pelarut tersebut. Pelarut yang mempunyai gugus
hidroksil (alkohol) dan karbonil (keton) termasuk pelarut polar, sedangkan
hidrokarbon termasuk ke dalam non polar. Pemilihan pelarut harus didasarkan pada
sifat polaritas, stabilitas, dan harga (Nurmillah 2009: 8--9).

Filtrat miselium darbroth yang diperoleh dievaporasi pada suhu 2640
dengan tekanan yang disesuaikan dengan pelarut yang digunakan agar pelarut dapat
menguap dengan cepat dan tidak merusak zat aktif yang terkandung didalamnya
(Gusmita 2010: 22). Filtrat dalam pelarut metanol dievaporasi pada tekanan 30 kPa
dan suhu 2, sedangkan filtrat dalam pelarut etil asetat dievaporasi pada tekanan 14
kPa dan suhu 2@ (Engineers Edge 2010: 1). Hal tersebut didasarkan pada titik
didih pelarut. Pelarut dengan titik didin rendah akan menguap lebih cepat sehingga
suhu yang digunakan harus rendah (Gusmita 2010: 22). Selanjutnya ekstrak yang
masih kental diuapkan kembali sampai menjadi ekstrak kering menggunakan nitrogen
evaporator. Ekstralbroth dan miselium berwarna coklat tua. Ekstrak kering
miselium lebih berat dibandingkan dengan ekslrakh karena masih mengandung
garam-garam yang berasal dari media. Garam-garam tersebut dapat terekstrak karena
pelarut yang digunakan adalah campuran n-heksan : metanol yaitu 1 : 1 (Mkksyid
2010: 105).
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4.3. Uji sitotoksisitas ekstrak kapang dengan metodeMTT

Uji MTT merupakan uji yang sensitif, kuantitatif dan terpercaya. Reaksi
MTT merupakan reaksi reduksi selular yang didasarkan pada pemecahan garam
tetrazolium MTT berwarna kuning menjadi kristal formazan berwarna biru keunguan
(Basmaldkk. 2009: 2). Metode perubahan warna tersebut digunakan untuk
mendeteksi adanya proliferasi sel. Sel yang mengalami proliferasi, mitokondria akan
menyerap MTT sehingga sel-sel tersebut akan berwarna ungu akibat terbentuknya
kristal tetrazolium (formazan) (Depamedid. 2009: 97).
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Gambar 4.3.1 Prinsip uji sitotoksik menggunakan metode MTT
[Sumber: Bresdik. 2009: 1].

Uji dilakukan terhadap sel kanker payudara T47D. Sel T47D tersebut dikultur
dalam media RPMI 1640 dan diinkubasi dalam inkubatos @2@a suhu 3T
dengan aliran C®5 mL/menit (Nursicdkk. 2010: 105). Kultur sel adalah teknik
yang biasa digunakan untuk mengembangkan sel diluar tubulr¢). Keuntungan
penggunaan kultur sel adalah lingkungan tempat hidup sel dapat dikontrol dan diatur
sehingga kondisi fisiologis dari kultur relatif konstan. Kelemahan teknik tersebut
adalah sel yang dikultur mengalami perubahan sifat karena perkembangbiakan sel di
dalam tubuhi vivo) bekerja secara terintegritas dalam satu jaringan, sedangkan
dalam kultur sel terpisah-pisah. Kondisi lingkungan kultur harus dibuat semirip
mungkin dengan lingkungan awal di dalam tubuh supaya sel tumbuh dengan baik
(Zarisman 2006: 28). Menurut Malole (1990), faktor yang mendukung pertumbuhan
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sel didalam kultur adalah media pertumbuhan dan kondisi lingkungan. Pertumbuhan
sel memerlukan pH 7,4. Keseimbangan pH dapat diatur dengan penambahan
NaHCGQ; sebagabuffer. Suhu dipertahankan 32 dengan konsentrasi G6 % dan

0, 95 %. Suhu harus dijaga karena suhu dapat mempengaruhi pH lingkungan.

Media RPMI-1640 adalah media yang baik untuk menumbuhkan sel kanker
T47D untuk jangka pendek. Medium tersebut mengandung serum FBS 10 %
(Gusmita 2010: 19). FBS merupakan suplemen peningkat pertumbuhan yang efektif
untuk sel kanker karena kompleksitas dan banyaknya faktor pertumbuhan,
perlindungan sel dan faktor nutrisi yang dikandungnya. Kandungan tersebut dapat
dibagi dalam beberapa polipeptida spesifik yang menstimulasi pertumbuhan sel
(growth factor), protein pengangkut, agen pelindung, faktor pelekatan dan nutrisi.
Medium RPMI juga mengandung streptomisin yang bertujuan untuk menghindari
terjadinya kontaminasi. Streptomisin adalah antibiotik yang tidak bersifat toksik,
memiliki spektrum antimikroba luas dan ekonomis (Zarisman 2006: 29).

Pada penelitian ini jumlah sel kanker hidup dalam suspensi yang digunakan
dalam kultur adalah 10,8 x 6el/mL. Suspensi sel yang digunakan untuk setiap
sumuran adalah 2 x ¥nL. Jumlah sel tersebut diharapkan sel kanker dapat
bertahan hidup melewati siklus hidupnya dengan baik dalam waktu inkubasi 24--48
jam. Penentuan waktu inkubasi 24--48 jam adalah untuk mencegah berkurangnya
ketersediaan nutrisi yang dikonsumsi oleh sel. Medium RPMI akan berfungsi
maksimal dalam mengkultur sel kanker T47D selama dua hari (Zarisman 2006: 44).

Sebanyak 1 mg ekstrak yang telah kering dilarutkan dalam 30 mdtil
Sulfoksida (DMSO), selanjutnya ditambahkan medium RPMI sampai volume 1000
pL. DMSO berfungsi sebagaiffer agar ekstrak dapat larut dengan baik. Larutan
tersebut digunakan sebagai stok. Selanjutnya ekstrak dibuat seri dosis 16, 32, 64, 128
dan 256 ppm. Hal tersebut bertujuan untuk mengetahui signifikansi peningkatan
dosis konsumsi dengan efek peningkatan proliferasi sel yang dihasilkan. Reaksi
MTT dengan enzinmitokondria reduktase yang terdapat pada sel dihentikan dengan
penambahaBodium Dodesil Sulfat (SDS). SDS berfungsi sebagai detergen yang

dapat melisiskan membran sel dan mendenaturasi protein (Maldarz®10: 13).
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4.3.1 Ekstrak broth

Ekstrakbroth diujikan pada sel T47D dengan seri dosis 16, 32, 64, 128 dan
256 ppm. Hasil dari pengujian didapatkan data nilai absorbansi untuk masing-masing
dosis. Nilai absorbansi digunakan untuk menghitung besarnya persen (%) kematian
sel. Parameter yang diukur adalah besarnya persen kematian sel (%) dan kristal

formazan yang terbentuk.

Tabel 4.3.1.1 Hasil uji MTT dari ekstrékoth kapangAspergillus sp.

Dosis Serapan rata-ratg Serapan rata-rata Penghambatan
(ppm) perlakuan sampel kontrol sampel (%)
16 0,376 0,268 0
32 0,365 0,247 0
64 0,337 0,251 10,42
128 0,334 0,261 23,96
256 0,263 0,252 88,54
Rata-rata kontrol sel 0,390
Rata-rata kontrol media 0,294

Berdasarkan Tabel 4.3.1.1, nilai absorbansi sampel pada dosis 16 ppm adalah
0,376 dan nilai absorbansi kontrol sampel adalah 0,268. Kedua nilai absorbansi
tersebut digunakan untuk menghitung persen kematian sel dan didapatkan kematian
sel sebesar 0 %. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sampel pada dosis 32 ppm
berturut-turut sebesar 0,365 dan 0,247 serta kematian sel sebesar 0 %. Nilai
absorbansi sampel dan kontrol sel pada dosis 64 ppm berturut-turut sebesar 0,337 dan
0,251 serta kematian sel sebesar 10,42%. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sel
pada dosis 128 ppm berturut-turut sebesar 0,334 dan 0,261 serta kematian sel sebesar
23,96 %. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sel pada dosis 256 ppm berturut-turut

sebesar 0,263 dan 0,252 serta kematian sel sebesar 88,54 %.
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Tabel 4.3.1.2 Analisis probit uji MTT dari ekstdadoth kapangAspergillus sp.

Dosis Penghambatan Log Dosis Probit

(ppm) (%) (x) v)
16 0 1,2 0
32 0 1,5 0
64 10,42 1,8 3,72
128 23,96 2,1 4,29
256 88,54 2,4 6,23
ICs0 153,266 ppm

Berdasarkan Tabel 4.3.1.2, nilai log dosis dan probit untuk dosis 16 ppm
adalah 1,2 dan 0. Nilai log dosis dan probit untuk dosis 32 ppm adalah 1,5 dan 0.
Nilai log dosis dan probit untuk dosis 64 ppm adalah 1,8 dan 3,72. Nilai log dosis
dan probit untuk dosis 128 adalah 2,1 dan 4,29. Nilai log dosis dan probit untuk
dosis 256 ppm adalah 2,4 dan 6,23.

| probit
10 -
]
- =5.58 . e
o d - 209199 Mg
S 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 Linear (probit)
5 10 ——— .
Log dosis

Gambar 4.3.1.2 Hubungan antara nilai log dosis dengan nilai probit dari
hasil uji MTT ektrakoroth kapangAspergillus sp. terhadap sel T47D.

Berdasarkan Gambar 4.3.1.2 didapatkan persamaan y = 5,5833 x — 7,202 dan
nilai R? sebesar 0,9199. Nilai y tersebut digunakan untuk mencari nifail#@
didapatkan nilai 16y sebesar 153,266 ppm (Tabel 4.3.1.2).

Universitas Indonesia

Uji Sitotoksis..., Eko Winarno, FMIPA Ul, 2011



33

Dosis (ppm)
16 32 64 128 256 Kontrol sel
Kematian sel | Kematian sel| Kematian sel | Kematian sel| Kematian sel
0% 0% 10,42% 23,96% 88,54%

Sel hidup

Sel mati

Keterangan:

b. Sel mati

a. Sel hidup : bentuk lonjong dan besar
: bentuk bulat, mengkerut dan kecil

Gambar 4.3.1.3 Efek paparan ekstoedth kapangAspergillus sp. terhadap

morfologi sel T47D (perbesaran 400 x).
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Dosis (ppm)

16 32 64 128 256 Kontrol sel

Kristal formazan

Keterangan:

a. Kristal formazan

Gambar 4.3.1.4 Kristal formazan yang terbentuk setelah perlakuan dengan MTT

(perbesaran 400 x).

Gambar 4.3.1.3 merupakan efek paparan ekbti@h terhadap morfologi sel
T47D. Jumlah sel yang mati adalah 0 % pada dosis 16 dan 32 ppm (Tabel 4.3.1.1).
Morfologi sel pada dosis 16 dan 32 ppm tidak berbeda jika dibandingkan dengan
kontrol sel. Sel berbentuk lonjong, bergerombol dan tidak terlihat adanya sel yang
lisis (Gambar 4.3.1.3). Selain itu kristal formazan yang terbentuk sangat banyak
(Gambar 4.3.1.4). Hal tersebut mengindikasikan bahwa elsttkpada dosis 16
dan 32 ppm belum mampu menghambat atau menurunkan sifat proliferatif sel T47D.

Jumlah sel kanker yang mati adalah 10,42 % pada dosis 64 ppm (Tabel
4.3.1.1). Gambar 4.3.1.3 menunjukan adanya sel yang mengalami lisis dan
pengkerutan. Sel kanker yang masih hidup tidak terlalu padat jika dibandingkan
dengan kontrol sel. Selain itu, terjadi penurunan pembentukan kristal formazan.
Pembentukan kristal formazan semakin menurun seiring dengan banyaknya sel yang
mati (Gambar 4.3.1.4). Jumlah sel yang mati sebesar 23,96 % pada dosis 128 ppm
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(Tabel 4.3.1.1). Gambar 4.3.1.3 dan 4.3.1.3 menunjukan bahwa sebagian besar sel
mengalami lisis dan mati, kristal formazan yang terbentuk semakin sedikit. Jumlah
sel yang mati sebesar 88,54 % pada dosis 256 ppm (Tabel 4.3.1.1). Efek kematian sel
sebesar 88,54 % terlihat pada Gambar 4.3.1.3 dan 4.3.1.4, hampir semua sel
mengalami lisis dan tidak terlihat adanya kristal formazan yang terbentuk. Hal
tersebut menunjukan bahwa ekstbagth pada dosis 64, 128 dan 256 ppm mampu
menghambat atau menurunkan sifat proliferatif sel T47D. Efek penghambatan
proliferasi semakin besar seiring peningkatan dosis ekstrak yang diujikan.

Kematian sel mulai terjadi pada sel yang diberi perlakuan ekstrak pada dosis
64 ppm sebesar 10,40% (Tabel 4.3.1.1). Kematian sel terus meningkat seiring
dengan penambahan dosis ekstrak. Kematian sel meningkat menjadi 23,96% pada
dosis 128 ppm dan menjadi 88,54% pada dosis 256 ppm (Tabel 4.3.1.1).
Berdasarkan Gambar 4.3.1.2 terlihat hubungan antara nilai log dosis dengan nilai
probit dari hasil uji MTT ektrakroth terhadap sel T47D yang linear. Hal tersebut
menunjukan bahwa semakin tinggi pemberian ekstrak maka kematian sel T47D
semakin meningkat.

Berdasarkan Tabel 4.3.1.3 eksthakth memiliki toksisitas terhadap sel
T47D, terlihat dari nilai 16 yang diperoleh yaitu 153,266 ppm. Persentase
penghambatan sel yang dihasilkan antara log dosis versus nilai probit memiliki
korelasi positif yang tinggi 0,9199). Nilai IG, menunjukkan nilai konsentrasi
yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50 % dan menunjukkan potensi
ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Semakin besar hgygzaka senyawa
tersebut semakin tidak toksik (Amalina 2008: 15--16). Batasd@atu ekstrak untuk
dapat dinyatakan berpotensi sebagai suatu antikanker adalah 10ug/ml atau 10.000
ppm (Lisdawati 2002: 1). Berdasarkan hal tersebut maka eksttikdengan nilai
ICso sebesar 153,266 ppm tergolong ekstrak yang bersifat toksik terhadap sel T47D.

Berdasarkan hasil tersebut, ekstbaéth kapangAspergillus sp. diketahui
mampu menyebabkan kematian sel T47D. Kematian sel tersebut disebabkan karena
adanya penghambatan proliferasi sel. Proliferasi merupakan proses pembelahan sel

dimana satu atau lebih sel dapat memisahkan diri dari kelompok utamanya dan
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berpindah ke tempat lain (metastasis) (Heti 2008A8pergillus sp. menghasilkan
beberapa senyawa metabolit sekunder yang bersifat antikanker, diantaranya yaitu
terphenyllin danchlorflavon (Vargadkk. 2007: 75) Terphenyllin tergolong ke dalam
senyawa polifenol sedangkahlorflavon tergolong ke dalam senyawa flavonoid.
Polifenol dan flavonoid mampu menghambat pertumbuhan sel kanker dengan cara
menghambat pembentukan enzirric oxide synthase (NOS). Penghambatan enzim
NOS pada sel kanker akan memacu terjadinya apoptosis melalui jalur p53 (Meiyanto
dkk. 2008: 17). P53 merupakan gen represor tumor yang penting dalam pengaturan
apoptosis. Protein p53 berfungsi sebagai aktivator transkripsi yang meregulasi
ekspresi beberapa protein pro-apoptosis (Blaxa, PUMA (p53upregulated
modulator of apoptosis), Bid maupun anti-apoptosis. Aktivasi ini dapat terjadi
setelah adanya stimulasi kemoterapi, radiasi atau stress. Ketergantungan aktivasi Bax
oleh p53 ini sangat tergantung oleh jenis sel (Rumiyanti 2006: 240).

Hasil penelitian menunjukkan potensi ekstoath kapangAspergillus sp.
sebagai agen antikanker yang dapat menghambat proliferasi sel dan memacu
apoptosis. Meskipun aktivitas sitotoksik relatif rendah jika dibandingkan dengan agen
kemoterapi konvensional sepattixorubicin, tetapi nilai 1G, tersebut cukup
menjanjikan untuk dikembangkan sebagai agen kemoprevensi mengingat pada
percobaan ini digunakan sel T47D yang diketahui memiliki sifat resistensi yg tinggi

terhadap beberapa agen kemoterapi (Meiydkko2008: 17--18).
4.3.2 Ekstrak Misdlium

Ekstrak miselium diujikan pada sel T47D dengan seri dosis 16, 32, 64, 128
dan 256 ppm. Parameter yang diukur adalah persen kematian sel dan banyaknya
kristal formazan yang terbentuk. Hasil dari pengujian didapatkan data nilai

absorbansi untuk masing-masing dosis. Nilai absorbansi selanjutnya digunakan

untuk menghitung besarnya persen kematian sel.
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Tabel 4.3.2.1 Hasil uji MTT dari ekstrak miselium kap@sgergillus sp.

Dosis Serapan rata-rata Serapan rata-ratag Penghambatan
(ppm) perlakuan kontrol sampel | (Kematian sel) (%)
sampel
16 0,355 0,234 0
32 0,367 0,230 0
64 0,347 0,250 0
128 0,315 R 227 18,75
256 0,291 0,245 52,08
Rata-rata kontrol sel 0,390
Rata-rata kontrol 0,294
media

Berdasarkan Tabel 4.3.2.1, nilai absorbansi sampel pada dosis 16 ppm adalah

0,335 dan nilai absorbansi kontrol sampel adalah 0,234. Kedua nilai absorbansi

tersebut digunakan untuk menghitung persen kematian sel dan didapatkan kematian

sel sebesar 0 %. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sampel pada dosis 32 ppm

berturut-turut sebesar 0,367 dan 0,230 serta kematian sel sebesar 0 %. Nilai

absorbansi sampel dan kontrol sel pada dosis 64 ppm berturut-turut sebesar 0,347 dan
0,250 serta kematian sel sebesar 3,54 %. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sel
pada dosis 128 ppm berturut-turut sebesar 0,315 dan 0,247 serta kematian sel sebesar

18,75 %. Nilai absorbansi sampel dan kontrol sel pada dosis 256 ppm berturut-turut

sebesar 0,291 dan 0,245 serta kematian sel sebesar 52,08 %.
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Tabel 4.3.2.1 Analisis probit uji MTT dari ekstrak miselium kapasggrgillus sp.

Dosis Penghambatan Log dosis Probit
(ppm) (Kematian sel) (%) (x) (y)
16 0 1,2 0
32 0 1,5 0
64 0 1,8 0
128 18,75 2,1 4,12
256 52,08 2,4 5,05
ICso 214,19 ppm

Berdasarkan Tabel 4.3.2.1, nilai log dosis dan probit untuk dosis 16 ppm
adalah 1,2 dan 0. Nilai log dosis dan probit untuk dosis 32 ppm adalah 1,5 dan 0.
Nilai log dosis dan probit untuk dosis 64 ppm adalah 1,8 dan 0. Nilai log dosis dan
probit untuk dosis 128 adalah 2,1 dan 4,12. Nilai log dosis dan probit untuk dosis
256 ppm adalah 2,4 dan 5,05.

ol y = 5.5833x - 7.946
s R 0-7?9 —&-=probit
N0 | . W
= ' ——Linear (probit)
-5 0 1 2 3
Log dosis

Gambar 4.3.2.1 Hubungan antara nilai log dosis dengan nilai probit dari

hasil uji MTT ektrak miselium isolat MFB 07 terhadap sel T47D.

Berdasarkan Gambar 4.3.2.1 didapatkan persamaan y = 5,5833x-7,946 dan
nilai R? sebesar 0,7997. Nilai y tersebut digunakan untuk mencari nitpil#@
didapatkan nilai 16y sebesar 208,305 ppm (Tabel 4.3.2.1).
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Dosis (ppm)
16 32 64 128 256 Kontrol sel
Kematian sel| Kematian sel| Kematian sel| Kematian sel| Kematian sel
0% 0% 0% 18,75% 52,08%

W 18
L £

Sel hidup Sel mati Keterangan:

a. Sel hidup : bentuk lonjong dan besar
b. Sel mati : bentuk bulat, mengkerut dan kecil

Gambar 4.3.2.2 Efek paparan ekstrak miselium kapapggillus sp. terhadap
morfologi sel T47D (perbesaran 400 Xx).
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Dosis (ppm)

16 32 64 128 256 Kontrol sel

Kristal

formazan

Keterangan:

a. Kristal formazan

Gambar 4.3.2.3 Kristal formazan yang terbentuk setelah perlakuan dengan MTT

(perbesaran 400 x).

Gambar 4.3.2.2 merupakan efek paparan ekstrak miselium terhadap morfologi
sel T47D. Ekstrak miselium belum mampu menghambat pertumbuhan sel kanker
pada dosis 16, 32 dan 64 ppm. Berdasarkan perhitungan persen kematian sel, sel
kanker yang mati adalah 0% (Tabel 4.3.2.1). Morfologi sel kanker yang terlihat pada
dosis 16 ppm dan 32 ppm tidak memiliki perbedaan dengan kontrol sel. Sel kanker
berbentuk lonjong dan bergerombol. Pembentukan kristal formazan sama dengan
kristal formazan yang terbentuk pada kontrol sel (Gambar 4.3.2.3). Hal tersebut
menunjukan tidak terjadi penghambatan atau penurunan proliferasi sel T47D.

Jumlah sel yang mati sebesar 18,75 % pada dosis 128 ppm. Kristal formazan
yang terbentuk masih sama dengan kontrol sel (Gambar 4.3.2.3) tetapi pada Gambar
4.3.2.2 terdapat sel yang mati. Sel mati memiliki bentuk berbeda dengan sel hidup.
Sel mati mengalami lisis pada inti sel dan pengkerutan pada membran sel sementara

sel hidup berbentuk lonjong dan ukurannya lebih besar. Jumlah sel yang mati sebesar
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52,08 % pada dosis 256 ppm (Tabel 4.3.2.1). Efek kematian sel sebesar 52,08 %
terlihat pada Gambar 4.3.2.2 dan 4.3.2.3, jumlah sel yang mati meningkat dan sedikit
kristal formazan yang terbentuk jika dibandingkan dengan kontrol sel. Sel-sel kanker
terlihat tidak menggerombol dan kepadatannya semakin menurun jika dibandingkan
dengan kontrol sel. Hal tersebut menunjukan terjadinya penghambatan atau
penurunan proliferasi sel T47D. Penghambatan proliferasi tersebut semakin
meningkat seiring dengan penambahan dosis ekstrak.
Kematian sel mulai terjadi pada sel yang diberi perlakuan ekstrak pada dosis
128 ppm sebesar 18,75 % (Tabel 4.3.2.1). Kematian sel terus meningkat seiring
dengan penambahan dosis ekstrak. Berdasarkan Gambar 4.3.2.1 terlihat hubungan
antara nilai log dosis dengan nilai probit dari hasil uji MTT ektrak miselium terhadap
sel T47D yang linear. Hal tersebut menunjukan bahwa semakin tinggi pemberian
ekstrak maka penghambatan proliferasi sel T47D semakin besar.
Berdasarkan Tabel 4.3.2.1, ekstrak miselium memiliki toksisitas terhadap sel
T47D yang baik, terlihat dari nilai igyang diperoleh yaitu 208,305 ppm.
Persentase penghambatan sel yang semakin meningkat seiring dengan kenaikan
konsentrasi yang dihasilkan antara log dosis versus nilai probit memiliki korelasi
positif yang tinggi (R=0,7997). Nilai IGo menunjukkan nilai konsentrasi yang
menghasilkan hambatan proliferasi sel 50 % dan menunjukkan potensi ketoksikan
suatu senyawa terhadap sel. Semakin besar hajga#éRka senyawa tersebut
semakin tidak toksik (Amalina 2008: 15--16). Batas Kliatu ekstrak untuk dapat
dinyatakan berpotensi sebagai suatu antikanker adalah 10.000 ppm (Lisdawati 2002:
1).
Tabel 4.3.1.2 dan Tabel 4.3.2.2, nilagd@ari ekstrakoroth lebih kecil
(153,266 ppm) jika dibandingkan dengan ekstrak miselium (208,305 ppm).
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa elksottkmemiliki aktivitas
sitotoksik yang lebih kuat dibandingkan ekstrak miselium. Hasil tersebut sesuai
dengan penelitian Nursakk. (2010). Penelitian tersebut adalah mengkultivasi
kapang MFW-01-08 yang diisolasi dari Ascidiplidium longithorax dan menguiji

ekstrak kapang tersebut terhadap sel T47D. Hasil penelitian tersebut adalah ekstrak
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broth memiliki aktivitas sitotoksik yang lebih kuat dibandingkan dengan ekstrak
miselium dengan nilai 15 broth dan miselium berturut-turut sebesar 92,6 pg/ml dan
183,6 pg/ml. Hal tersebut mengindikasikan bahwa senyawa-senyawa aktif yang
mampu menghambat pertumbuhan sel T47D terdapat pada dksttaklan

diperkirakan hasil metabolisme kapang termasuk metabolit sekunder banyak yang
dilepas ke dalarbroth selama proses kultivasi. Hal tersebut menunjukan bahwa
selama pertumbuhannya menghasilkan senyawa metabolit ekstraselular. Metabolit
yang terkandung dalabroth merupakan metabolit ekstraselular hasil metabolisme
primer seperti polisakarida, protein dan hasil metabolisme sekunder (Purwatiningsih
dkk. 2000: 10).
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BAB5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil ekstraksi medium kultur dari kapang Aspergillus sp. menggunakan etil
asetat (2:1) sebesar 18,30 g sedangkan hasil ekstraksi miselium menggunakan
metanol: n-heksan (1:1) sebesar 0,93 g. Uji sitotoksik terhadap sel kaker payudara
T47D dengan metode MTT menghasilkan nilai 1Cs untuk ekstrak broth dan
miselium sebesar 153,266 ppm dan 208,305 ppm. Batas ICs suatu ekstrak untuk
dapat dinyatakan berpotensi sebagai suatu antikanker adalah 10.000 ppm. Oleh
karenaitu, ekstrak broth dan miselium kapang Aspergillus sp. tersebut berpotensi
untuk dikembangkan lebih lanjut sebagal obat antikanker.

5.2 Saran

Perlu dilakukan pemisahan dan pengujian |ebih lanjut untuk mengetahui jenis
senyawa aktif padaisolat MFB 07 dan seri dosisyang tepat serta efektif terhadap sel
kanker payudara T47D. Pengembangan aplikasinya dapat diarahkan pada efek
sinergistik kombinasi ekstrak isolat MFB 07 dengan dokorubicin terhadap sel T47D.
Dokorubicin adalah agen kemoterapi yang sering digunakan dalam pengobatan

kanker payudara.
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Lampiran 1. Tabd Analisis Probit
[Sumber: Gusmita 2010: 38].

Persentase Probit

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - | 267]295]312]325|336|345| 352 | 359 | 3,66
10 3,72 3,77 382|387 | 392 |39 | 401|405 408|412
20 4,16 (4,19 | 4,23 | 4,26 | 4,29 | 4,33 | 4,36 | 4,39 | 4,42 | 4,45
30 448 450 | 453|456 | 4,59 | 461 | 4,64 |4,65| 4,69 | 4,72
40 4775 4,77 | 4,80 4,82 | 4,85 | 4,87 | 490|492 | 4,95 | 497
50 5,00 | 5,03 | 5,05 | 508 | 510 | 513 | 5,15 | 5,18 | 5,20 | 5,23
60 525|528|531|533|536|539|541|544 | 547 | 550
70 552 | 555|558 | 561|564 |567|571|574|577|581
80 584|588 |592|595|599|6,04|6,08]|6,13 | 6,18 | 6,23
90 6,28 | 6,34 | 6,41 | 6,48 | 6,55 | 6,64 | 6,75| 6,88 | 7,05 | 7,33
99 00,0102|03|04|05|06|07]08] 09

733737741 | 746|751 |758|765|775]| 788|909
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Lampiran 2. Perhitungan hasil uji sitotoksisitas dengan metode M TT ekstrak
miselium terhadap sel T47D dan perhitungan per samaan regres
antaralog dosis dengan probit.

% penghambatan:% x 100%
Keterangan:
A = Absorbansi kontrol sel
B = Absorbansi sampel
C = Absorbansi kontrol sampel
D = Absorbansi kontrol media
Perhitungan hasil uji MTT ekstrak miselium Probit
~(0,390-0,293)—(0,355—0,234) rF
16 pg/mL= G x100% = 0% 0
_(0,390-0,293)—(0,367-0,230) ¥
32 pg/mL 0,390 20799) x100% = 0% 0
_(0,390-0,293)—(0,343—0,250) £
64pg/mL= 0.390-0.29%8) x 100% = 0% 0
_(0,390—0,293)—(0,315—0,237) =
128 pg/mL = e X 100% = 18,75% 4,12
256 pg/mL-(°'390_0'293)_(0'291_0'245) X 100% = 52,08% 5,05

(0,390—0,293)

Perhitungan persamaan regresi antara konsentrasi dengan kematian (%)

5—b
vasb | V=5 ) xS

Sampel Persamaan regresi R ICs0(ppm)

Ekstrak miselium | y=4,74 x—-6,048 0,7997 208,305
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Lampiran 3. Perhitungan hasil uji sitotoksisitas dengan metode M TT ekstrak

broth terhadap sel T47D dan perhitungan persamaan regres

antara log dosis dengan probit.

% penghambatan=

(4-D)— (B—C)
(A-D)

X 100%

Keterangan:

A = Absorbansi kontrol sel

B = Absorbansi sampel

C = Absorbansi kontrol sampel

D = Absorbansi kontrol media

Perhitungan hasil uji MTT ekstrak miselium

| =(0390-0,293)~(0,376-0,268)

16 pg/m (0,390—0,293)

X 100% = 0%

| =(0:390-0,293)~(0,365-0,247)

32 ug/m (0,390—0,293)

X 100% = 0%

_(0,390—0,293)—(0,334—0,261)

64pg/mL (0,390—0,293)

x 100% = 10,42%

128 lJg/rnL_(O,390—0,293)—(0,363—0,252) x 100% = 23,96%

(0,390—0,293)

L_(0,390—0,293)—(0,291—0,245)

256 pg/m (0,390—0,293)

X 100% = 88,54%

Probit

3 (2

4,29

6,23

Perhitungan persamaan regresi antara konsentrasi dengan kematian (%)

5—b
vasb | V=5 ) xS

Sampel Persamaan regres

ICs0(ppm)

Ekstrak miselium y = 5,5833 x — 7,202

0,9199

153,266
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Lampiran 4. Perhitungan jumlah sel kanker payudara T47D

Jumlah sel

I 122

Il 103

1l 111

vV 97

Rata-rata 108,25 =208

Jumlah sel = 108 x & 10 sel/mL
= 108 x 10sel/mL &tok)
Jumlah yang dibutuhkan untuk penguijian = 2 % sé/well

Untuk 1microplate yang diisi sel kanker = 58 well

2 x 1o
Untuk 1well=——— =1,85 pL/well

108 x 16
Untuk 1microplate maka 1, 85 pL x 58 well = 107,3 pL sel/well
- diambil dari stok
Untuk mendapatkan 100 pL maka ditambah 98,5 media kultur (1 well)

Untuk 1microplate maka 98,5 x 58 well = 5713 pL media kultur

Suspensi sel yang dibutuhkan untuk 1 microplate yaitu
107,3 pL sel/well + 5713 puL media kultur
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