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ABSTRAK

Nama : Adisty Paramitha
Program Studi : Biologi
Judul : Pengaruh Konsentrasi Sukrosa terhadap Aktivitas Anti-Candida

albicans dari Aspergillus flavus UICC 360

Penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi sukrosa
terhadap aktivitas anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC 360.
Sebanyak (1,33--2,58) x 10" CFU/mI inokulum berisi hifa dan konidia Aspergillus
flavus UICC 360 dengan 1,96% (v/v), diinokulasikan ke dalam medium Czapek’s
Dox Broth dengan konsentrasi sukrosa yang berbeda. Proses fermentasi
dilakukan selama 7 hari pada suhu 27--30 °C. Konsentrasi sukrosa yang
digunakan adalah 0 mM, 58,5 mM, 73 mM, 87,7 mM, 102,3 mM, dan 116,9 mM.
Pengujian aktivitas anti-Candida albicans dilakukan dengan metode Paper Disk
Assay. Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan aktivitas dari masing-
masing ekstrak dalam etil asetat. Ekstrak E4 (sukrosa 102,3 mM) dalam etil
asetat menunjukkan aktivitas anti-Candida albicans tertinggi, sedangkan ekstrak
kontrol (sukrosa 0 mM) dalam etil asetat tidak menunjukkan aktivitas anti-
Candida albicans. Ekstrak E4 menghasilkan diameter zona hambat terbesar, yaitu
8,33 mm, setara dengan aktivitas antibiotik nystatin pada konsentrasi 1.515,2

ppm.

Kata kunci:

Anti-Candida albicans, Aspergillus flavus, etil asetat, konsentrasi sukrosa.
xii + 67 him : 18 gambar; 9 tabel; 11 lampiran
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ABSTRACT

Name : Adisty Paramitha
Study program : Biology
Title : Sucrose concentration effect on anti-Candida albicans

activity of Aspergillus flavus UICC 360

The research aims to determine sucrose concentration effect on anti-
Candida albicans activity of Aspergillus flavus UICC 360. (1.33--2.58) x 10’
CFU/ml inoculum containing hyphae and conidia of Aspergillus flavus UICC 360
1.96% (v / v) was inoculated into the Czapek's Dox Broth medium with different
concentrations of sucrose. The fermentation process was carried out for 7 days at
27--30 °C. Sucrose concentrations were 0 mM, 585 mM, 73 mM, 87.7 mM,
102.3 mM and 116.9 mM. Test for anti-Candida albicans activity was performed
by Paper Disk Assay method. The results showed that there were differences in
the activity of each extract in ethyl acetate. Extracts E4 (sucrose 102.3 mM) in
ethyl acetate showed the highest anti-Candida albicans activity, whereas extracts
of control (sucrose 0 mM) in ethyl acetate showed no anti-Candida albicans
activity. E4 extracts produced the largest zone of inhibition diameter, which was
8.33 mm, equivalent to the activity of antibiotics nystatin at 1515.2 ppm.

Keywords:

Anti-Candida albicans, Aspergillus flavus, ethyl acetate, sucrose concentration.
xlii + 67 pages : 18 pictures, 9 tables, 11 appendixs
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BAB 1
PENDAHULUAN

Infeksi fungi merupakan masalah kesehatan yang dihadapi di seluruh
dunia dan terus mengalami peningkatan, terutama di negara-negara berkembang
(Chen dkk. 2001: 177). Candida albicans merupakan salah satu contoh fungi
patogen yang paling banyak menimbulkan infeksi pada manusia, terdapat pada
permukaan kulit dan bersifat komensal pada saluran gastrointestinal, saluran
pernapasan, serta vagina (Deacon 2006: 30; Kuleta dkk. 2009: 212). Tingginya
kasus infeksi fungi terutama yang disebabkan oleh spesies Candida albicans dan
berkembangnya resistensi dari Candida albicans terhadap obat-obatan,
menyebabkan pencarian senyawa metabolit fungi yang berpotensi antifungi masih
terus dilakukan (Cannon dkk. 2009: 295). Pencarian senyawa antifungi dilakukan
dengan pengujian agen antifungi terhadap mikroorganisme penyebab infeksi.
Candida albicans seringkali digunakan dalam pengujian agen antifungi, di
antaranya pengujian aktivitas antifungi kapang endofit dari Broussonetia
papyrifera Vent. (Listiandiani 2011: 51) dan pengujian aktivitas anti-Candida
albicans dari isolat-isolat kapang Aspergillus terreus koleksi UICC oleh
Sukmawati (2002: 10). Hashimoto (2001) melaporkan bahwa jumlah penemuan
senyawa-senyawa bioaktif baru yang diproduksi fungi secara umum semakin
bertambah (lihat Gandjar dkk. 2006: 5--6).

Senyawa anti-Candida albicans banyak dihasilkan oleh fungi, terutama
oleh genus Aspergillus dan merupakan suatu metabolit sekunder yang dapat
dimanfaatkan dalam bidang kesehatan dan industri (Calvo dkk. 2002: 447).
Metabolit sekunder berupa lovastatin dihasilkan oleh Aspergillus terreus yang
berfungsi dalam proses penghambatan sintesis kolesterol dan diketahui bersifat
antifungi (Kumar dkk. 2000: 100; Hajjaj dkk. 2001: 2596). Aspergillus
gorakhpurensis MTCC 547 menghasilkan metabolit sekunder yang berfungsi
sebagai antifungi, diketahui menghambat pertumbuhan beberapa fungi seperti
Candida albicans dan Saccharomyces cerevisiae (Busi dkk. 2009: 163).

Potensi yang dimiliki 40 strain Aspergillus koleksi University of Indonesia
Culture Collection (UICC) dalam menghasilkan suatu metabolit sekunder yang
bersifat anti-Candida albicans diteliti oleh Rafliyanti (2010: 32). Penelitian yang
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dilakukan menunjukkan bahwa dari 40 strain Aspergillus yang diuji, 12 strain
berpotensi menghasilkan senyawa anti-Candida albicans. Sepuluh strain
Aspergillus potensial terpilih pada penelitian tersebut, yaitu Aspergillus awamori
UICC 31, Aspergillus flavus UICC 359, Aspergillus flavus UICC 360, Aspergillus
sp. Awy V.1, Aspergillus sp. Shi 2.2, Aspergillus sp. Shi 3.2, Aspergillus sp. Shi
18.1, Aspergillus sp. UICC 317, Aspergillus terreus, dan Aspergillus terreus
UICC 370 ditumbuhkan dalam medium Czapek’s Dox Broth (CDB). Hasil
penelitian tersebut memberikan kesimpulan bahwa Aspergillus flavus UICC 360
memiliki kemampuan tertinggi dalam menghasilkan senyawa anti-Candida
albicans berupa lovastatin.

Senyawa metabolit sekunder dihasilkan fungi melalui proses fermentasi
padat maupun cair. Fermentasi dapat berlangsung dalam lingkungan aerob atau
anaerob, tergantung dari sifat mikroorganisme (Gandjar dkk. 1992: 62).
Lovastatin dalam bentuk p-hidroksi merupakan metabolit sekunder yang
dihasilkan Aspergillus flavus UICC 360 melalui proses fermentasi menggunakan
medium cair (Rafliyanti 2010: 4, 12). Fermentasi pada medium cair dilakukan
untuk mengoptimalkan kontak antara kapang dengan medium karena seluruh
bagian kapang berada di dalam medium sehingga lebih banyak penyerapan
nutrien yang dilakukan oleh kapang. Penyerapan nutrien yang optimal
memungkinkan lebih banyak metabolit sekunder yang dikeluarkan secara
ekstraseluler. Czapek’s Dox Broth (CDB) merupakan medium basal yang sering
digunakan dalam proses fermentasi. Atalla dkk. (2008: 7) menggunakan medium
CDB untuk fermentasi mevinolin dari strain Aspergillus terreus. Aryantha (2004:
16) menggunakan medium CDB untuk fermentasi lovastatin dari Aspergillus sp.
dan Penicillium sp.

Nutrien utama pada medium fermentasi, seperti sumber karbon dan
sumber nitrogen memiliki peran penting dalam produktivitas, terutama biomassa
sel dan metabolisme sel. Konsentrasi sumber karbon secara alami mengatur
produksi metabolit sekunder melalui proses represi katabolik (Griffin 1981: 97;
Gupta dkk. 2003: 1603). Sukrosa merupakan sumber karbon yang banyak
dimanfaatkan dalam produksi metabolit sekunder. Pemilihan sukrosa sebagai
sumber karbon disebabkan lebih ekonomis, namun tetap dapat memenubhi
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kebutuhan mikroorganisme. Produksi antifungi memberikan hasil yang maksimal
ketika sumber karbon yang digunakan berupa sukrosa, dibandingkan dengan
glukosa (Demain 1986: 220). Sukrosa akan diubah terlebih dahulu menjadi
monomer glukosa dan fruktosa oleh enzim ekstraselular invertase (sukrase)
sebelum digunakan oleh fungi (Bilgrami & Verma 1981: 31). Penelitian Busairi
(2010: 32) menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi sukrosa yang terdapat
dalam medium menyebabkan penurunan hasil fermentasi dari bakteri asam laktat.
Hal yang berbeda ditunjukkan pada penelitian Kiel dkk. (1981: 3), konsentrasi
sukrosa menyebabkan peningkatan fermentasi asam sitrat oleh Aspergillus niger.

Pengaruh konsentrasi sukrosa terhadap aktivitas anti-Candida albicans
oleh Aspergillus flavus UICC 360 belum diketahui. Oleh karena itu, pengaruh
konsentrasi sukrosa terhadap aktivitas anti-Candida albicans yang dihasilkan oleh
Aspergillus flavus UICC 360 melalui fermentasi cair menggunakan medium CDB
perlu diteliti. Modifikasi medium fermentasi untuk mendapatkan senyawa anti-
Candida albicans yang diharapkan perlu dilakukan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian variasi
sukrosa dengan konsentrasi 0 mM, 58,5 mM, 73 mM, 87,7 mM, 102,3 mM, dan
116,9 mM terhadap aktivitas anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360 dan mengetahui konsentrasi optimal sukrosa yang memberikan pengaruh
terbesar terhadap aktivitas anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360. Hipotesis dari penelitian adalah pemberian variasi konsentrasi sukrosa
terhadap medium fermentasi memberikan pengaruh terhadap aktivitas anti-
Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC 360 dan konsentrasi sukrosa 87,7
mM memberikan pengaruh terbesar terhadap aktivitas anti-Candida albicans dari
Aspergillus flavus UICC 360.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Fungi

Fungi merupakan organisme eukariotik yang memiliki membran inti, tidak
memiliki klorofil, memiliki dinding sel yang tersusun atas kitin, bersifat
heterotrof, serta bereproduksi secara seksual (spora) ataupun aseksual (miselium)
(Maier dkk. 2000: 19, 31). Sebagian besar fungi tumbuh baik pada pH 5,6 dan
suhu 18--25°C. Fungi mengekskresikan enzim-enzim ekstraselular ke lingkungan
untuk memecah nutrien pada substrat sehingga nutrien tersebut dapat diserap
fungi melalui dinding selnya (Gandjar dkk. 2006: 3; Hanson 2008: 20; Solomon
dkk. 2008: 556).

Fungi merupakan kelompok organisme yang terdapat di daerah tropik,
subtropik, kutub utara, maupun Antartika. Fungi juga dapat ditemukan di darat
(terestrial), perairan tawar, laut, mangrove, dan di bawah permukaan tanah (Hyde
& Alias 2000: 393). Fungi dapat hidup sebagai saprofit, parasit dan dekomposer.
Fungi saprofit hidup dan makan dari bahan organik yang sudah mati atau busuk,
sehingga mengubah susunan bahan organik tersebut. Fungi sebagai parasit
tumbuh pada organisme hidup yang lain. Fungi juga dapat bersimbion/berasosiasi
dengan tumbuhan (Gandjar dkk. 2006: 37).

Struktur dasar pada fungi multiselular adalah filamen yang dikenal sebagai
hifa (Hanson 2008: 2; Madigan dkk. 2012: 601). Hifa fungi berdasarkan
fungsinya dibedakan menjadi hifa vegetatif dan hifa fertil. Hifa vegetatif
merupakan hifa yang umumnya rebah pada permukaan substrat atau tumbuh ke
dalam substrat dan berfungsi mengabsorbsi nutrien yang dibutuhkan untuk
kehidupan fungi. Hifa fertil merupakan hifa yang umumnya tegak pada miselium
yang ada di permukaan substrat, berperan untuk reproduksi dan berupa
sporangiofor atau konidiofor atau karpus dengan tujuan agar penyebaran sel-sel
reproduksi yang dibawa berlangsung lebih mudah (Gandjar dkk. 2006: 1).

Hifa fungi berdasarkan morfologi dibedakan menjadi hifa bersepta dan
hifa tidak bersepta (Benson 2001: 48; Madigan dkk. 2012: 601). Hifa yang
bersepta memiliki satu inti atau disebut hifa monositik, dapat dilihat pada
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Ascomycota (Aspergillus oryzae, Curvularia lunata, Penicillium italicum,
Penicillium chrysogenum) dan Basidiomycota. Hifa tidak bersepta memiliki
banyak inti atau disebut hifa senositik (coenocytic), dimiliki oleh Glomeromycota
dan Zygomycota seperti Mucor mucedo, Rhizopus spp., Absidia spp.,
Syncephalastrum spp., dan lain-lain (Hogg 2005: 203, 206; Gandjar dkk. 2006:
11--12).

@) (b)

Keterangan:
(a) Hifa monositik
(b) Hifa senositik

Gambar 2.1.(1). Hifa monositik dan senositik
[Sumber: Hogg 2005 : 198.]

Berdasarkan alat reproduksi seksual, fungi diklasifikasikan dalam 5 filum,
yaitu Chytridiomycota, Glomeromycota, Zygomycota, Ascomycota dan
Basidiomycota (Glazer & Nikaido 2007: 35). Chytridiomycota sering disebut
sebagai “chytrid”, menghasilkan zoospora, spora berflagel dan bersifat motil.
Sebagai contoh Chytridiomycota adalah Allomyces macrogynus (Carlile dkk.
2001: 32--33; Webster & Weber 2007: 127). Glomeromycota dikenal sebagai
Arbuscular Mycorrhizal, merupakan kelompok fungi yang belum diketahui
reproduksi seksualnya (Solomon dkk. 2008: 565; Madigan dkk. 2012: 605).
Zygomycota bereproduksi seksual dengan menghasilkan zigospora (Gandjar dkk.
2006: 48). Contoh genus dari Zygomycota adalah Mucor, Phycomyces, dan
Rhizopus (Carlile dkk. 2001: 39--40; Gandjar dkk. 2006: 55; Webster & Weber
2007: 166). Ascomycota bereproduksi secara seksual dengan menghasilkan
askospora di dalam askus. Contoh Ascomycota adalah Neurospora crassa dan
Penicillium chrysogenum (Campbell dkk. 2008: 645; Madigan dkk. 2012: 605).
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Basidiomycota bereproduksi secara seksual dengan membentuk basidium yang
menghasilkan basidiospora. Contoh Basidiomycota adalah Rhodotorula,
Rhodosporidium dan Sporidiobolus (Carlile & Watkinson 1994: 44, 57; Glazer &
Nikaido 2007: 35; Solomon dkk. 2008: 568).

Berdasarkan morfologi, fungi dapat dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu
khamir (yeast), kapang (mold), dan cendawan (mushroom) (Gandjar dkk. 2006:
72; Madigan dkk. 2012: 601). Khamir merupakan fungi uniselular yang
dikelompokkan ke dalam filum Ascomycota dan Basidiomycota (Kurtzman & Fell
1998: 33; Carlile dkk. 2001: 14). Kapang dan cendawan (mushroom) merupakan
fungi multiselular (Hogg 2005 : 198). Kapang memiliki bentuk berupa filamen,
sedangkan cendawan memiliki tubuh buah (Madigan dkk. 2012: 601--602).

Sel khamir berukuran 5--10 um, dapat berbentuk bulat, oval, dan silindris.
Dinding sel khamir tersusun atas glukan dan mannan. Kitin ditemukan pada
septum primer dan pada scar pertunasan khamir serta sepanjang bagian dalam
dinding sel dalam jumlah yang sedikit (Gandjar dkk. 2006: 18). Reproduksi
seksual dilakukan dengan produksi askospora atau basidiospora. Interaksi antara
dua mating type yang berlawanan menyebabkan terjadinya peleburan sel yang
diikuti dengan peleburan inti sehingga menghasilkan inti diploid. Intidiploid
tersebut selanjutnya mengalami meiosis dan membentuk askospora di dalam
askus, contohnya pada genus Saccharomyces (Madigan dkk. 2012: 605, 607).
Pembentukan basidiospora diawali dengan konjugasi antara dua sel dengan
mating type yang berbeda yang kemudian mengalami plasmogami sehingga
membentuk teliospor. Teliospor tersebut kemudian mengalami peleburan inti
dan membentuk inti diploid yang akan mengalami meiosis di dalam basidium,
kemudian basiodiospora terbentuk secara eksogen, contohnya pada genus
Rhodotorula (Deak 2008: 3--4).

Reproduksi aseksual pada khamir adalah dengan pertunasan (budding),
pembelahan (fission), atau produksi konidia pada tangkai pendek (sterigmata).
Pertunasan berdasarkan posisi terbentuknya tunas dibedakan menjadi monopolar,
bipolar, dan multipolar. Pertunasan yang terjadi pada satu kutub saja disebut
monopolar, contohnya pada Malassezia pachydermatis. Pertunasan pada dua
kutub disebut bipolar, terjadi pada Hanseniaspora osmophila dan Wickerhamia
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fluorescens. Pertunasan dari beberapa tempat pada permukaan sel disebut
multipolar, contohnya Saccharomyces cerevisiae. Pembelahan sel (fission)
merupakan karakteristik dari genus Schizosaccharomyces (Gandjar dkk. 2006: 65-
-66). Produksi konidia pada tangkai pendek (sterigmata) dapat berupa
arthroconidia atau ballistoconidia. Pembentukan arthroconidia berasal dari
fragmentasi filamen hifa pada khamir yang membentuk true hyphae, sedangkan
ballistoconidia dihasilkan pada mother cell yang menghasilkan sterigma dan
konidia timbul di sterigma tersebut. Geotrichum dan Trichosporon merupakan
contoh genus dari arthroconidia, sedangkan contoh genus dari ballistoconidia
adalah Sporobolomyces (Rosa & Peter 2006: 501; Deak 2008: 2--3, 31).

Gambar 2.1.(2). Budding pada Saccharomyces cerevisiae
[Sumber: Campbell dkk. 2009: 640.]

Komponen utama dinding sel kapang adalah kitin (Gandjar dkk. 2006: 17).
Kapang dikelompokkan ke dalam filum Ascomycota dan Zygomycota.

Reproduksi seksual dilakukan dengan spora seksual berupa askospora pada filum
Ascomycota dan zigospora pada filum Zygomycota. Reproduksi aseksual
dilakukan dengan menghasilkan konidia pada hifa fertil (Hogg 2005: 203;
Madigan dkk. 2012: 604--605).

Kapang dapat dibedakan menjadi kapang tingkat rendah (lower fungi) dan
kapang tingkat tinggi (higher fungi). Perbedaan kedua kelompok kapang tersebut
terletak pada ada tidaknya septum pada hifa dan spora yang dibentuk pada
kantung spora (Hogg 2005: 198). Septa umumnya memiliki lubang yang cukup
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besar untuk dapat melewatkan ribosom, miktokondria dan inti mengalir dari satu
sel ke sel yang lain (Campbell dkk. 2009: 637).

Gambar 2.1.(3). Struktur morfologi konidia pada Ascomycota
[Sumber: Hogg 2005: 203.]

2.1.1. Aspergillus flavus

Aspergillus merupakan kapang dari filum Ascomycota, terdiri atas
konidiofor, vesikel, fialid dan konidia. Koloni Aspergillus flavus yang
ditumbuhkan pada medium Czapek’s Dox mencapai diameter 3--7 cm dalam
waktu 7 hari, dan berwarna hijau kekuningan. Kepala konidia berbentuk bulat.
Konidiofor berwarna hialin, kasar dan dapat mencapai panjang 1 mm. Vesikel
berbentuk semibulat hingga bulat, dan berdiameter 10--65 um. Fialid terbentuk
langsung pada vesikula atau pada metula, dan berukuran (6--10) x (4--5,5) um.
Konidia berbentuk semibulat hingga bulat, berdiameter 3,5--4,5 pum, hijau pucat,
dan berduri (Gandjar dkk. 1999: 22; Hedayati 2007: 1679).

Aspergillus umum ditemukan pada kacang-kacangan (khususnya kacang
tanah), rempah-rempah, biji yang mengandung minyak, serelia, dan terkadang
pada buah yang dikeringkan (Gandjar et al. 1999: 22). Maryanto (2004: 13--15,
29--35) telah berhasil mengisolasi Aspergillus flavus group yang bersifat xerofilik
dari buah lada. Aspergillus flavus tumbuh baik pada water activity antara 0,86
dan 0,96, temperatur optimum untuk pertumbuhan sebesar 37 °C (Hedayati 2007:
1677). Aspergillus flavus menghasilkan aflatoksin, yang merupakan senyawa
mikotoksin yang beracun dan karsinogenik (Cleveland dkk. 2004: 1253).
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Aspergillus flavus UICC 360 merupakan isolat koleksi University of Indonesia
Culture Collection (UICC). Aspergillus flavus UICC 360 menghasilkan senyawa
lovastatin yang bersifat antifungi (Rafliyanti 2010: 32).

i N
" Konidia
<+—Konidiofor

(b)

Keterangan:
(@) Penampakan makroskopik
(b) Penampakan mikroskopik

Gambar 2.1.1. Penampakan morfologi Aspergillus flavus pada medium
Czapek’s Dox Agar

[Sumber: Hedayati 2007: 1682.]

2.1.2. Candida albicans

Menurut Barnett (2000: 21), Candida albicans dapat diklasifikasikan

sebagai berikut:

Kingdom . Fungi

Phylum : Ascomycota

Class : Hemiascomycetes

Ordo : Saccharomycetales

Family : Saccharomycetaceae

Genus : Candida

Species : Candida albicans (Robin) Berkhout

Candida albicans bereproduksi aseksual dengan cara pertunasan.
Pertumbuhan individu baru akan berkembang dari sel induk dan membelah diri
menjadi anak sel (Sutedjo dkk. 1991: 331; Alexopoulus dkk. 1996: 284).

Pertumbuhan pada medium glucose-yeast extract-peptone cair setelah 3 hari pada
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suhu 25 °C, sel Candida berbentuk globose sampai ovoid, (3,5--6,0) x (4,0--8,0)
pm (Kurtzman & Fell 1998: 477).

Candida merupakan fungi dimorfik, yang penting dalam bidang
kedokteran, khususnya Candida albicans. Candida albicans merupakan khamir
yang bersifat opportunistik dalam tubuh manusia, dapat menyebabkan kandidiasis,
terutama pada saluran pencernaan, saluran genitalia, saluran pernapasan bagian
atas, kulit, infeksi oral, vaginal dan infeksi sistemik (Georgopapadakou 1998:
547; Goldman dkk. 2004: 25). Banyak pengujian senyawa antifungi
menggunakan Candida albicans sebagai mikrorganisme uji, di antaranya
pengujian senyawa antifungi kapang endofit dari Broussonetia papyrifera Vent.
terhadap Candida albicans Y-29 oleh Listiandiani (2011: 51).

Gambar 2.1.2.(1). Candida albicans pada medium glucose-yeast extract-peptone
broth

[Sumber: Kurtzman & Fell 1998: 478.]

Gambar 2.1.2.(2). Sel Candida albicans yang menghasilkan hifa
[Sumber: Deacon 2006: 5.]
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2.2. Metabolit Sekunder

Fungi menghasilkan metabolit primer dan metabolit sekunder. Metabolit
primer berasal dari metabolisme primer, dan merupakan substansi yang penting
bagi pertumbuhan fungi. Metabolisme primer terdiri atas proses katabolisme dan
anabolisme (Mann 1995: 6--7). Sebaliknya, metabolit sekunder merupakan
substansi organik yang dikeluarkan suatu mikroorganisme, yang berasal dari
metabolisme sekunder. Substansi tersebut tidak terlalu berperan terhadap
metabolisme dasar, pertumbuhan, dan perkembangan mikroorganisme, namun
memiliki pengaruh yang besar terhadap lingkungan di sekitarnya (Fox & Howlett
2008: 481).

Metabolit sekunder secara umum dihasilkan pada saat kecepatan
pertumbuhan mulai menurun dan selama fase stasioner. Fase terbentuknya
metabolit sekunder disebut juga idiofase (Carlile dkk. 2001: 513). Produksi
metabolit sekunder dipengaruhi oleh banyak faktor antara lain, sumber karbon,
sumber nitrogen, dan komposisi medium fermentasi. Medium yang digunakan
untuk menumbuhkan mikroorganisme harus mempunyai komposisi yang tepat,
yang dapat mendukung sintesis substansi sel dan membentuk senyawa metabolit
sekunder yang dikehendaki (Lopez dkk. 2003: 270).

Jalur pembentukan metabolit sekunder tergantung dari senyawa yang
dihasilkan. Asetil Co-A merupakan prekursor bagi pembentukan senyawa
patulin, griseofulvin, dan cladosporin (Hanson 2008: 32--36, 52--64). Asetil Co-
A berperan dalam jalur pembentukan poliketida, yaitu jalur pembentukan
metabolit sekunder yang paling umum ditemukan pada fungi (Mann 1995: 25).
Jalur pembentukan poliketida dimulai dengan pembentukan malonil-CoA melalui
karboksilasi asetil Co-A (Hanson 2008: 48). Kondensasi antara tiga atau lebih
molekul malonil-CoA dengan asetil Co-A membentuk rantai. Rantai tersebut
mengalami siklisasi membentuk struktur cincin, kemudian cincin tersebut
dimodifikasi menjadi beberapa produk, seperti patulin, antibiotik sefalosporin,
dan ochratoksin (Deacon 2006: 134--135).

Aspergillus terreus menghasilkan metabolit sekunder berupa lovastatin
dan asam itakonat (Bilgrami & Verma 1981: 125; Hajjaj dkk. 2001: 2596).
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Aspergillus flavus diketahui menghasilkan metabolit sekunder berupa aflatoksin.
Penicillium chrysogenum dan Penicillium notatum menghasilkan metabolit
sekunder berupa antibiotik penisilin, sedangkan P. griseofulvum menghasilkan
griseofulvin (Griffin 1981: 99). Aspergillus flavus UICC 360 menghasilkan
lovastatin yang memiliki aktivitas antifungi.

Lovastatin terdiri atas dua bentuk, yaitu bentuk p-hidroksi dan lakton.
Lovastatin dalam bentuk B-hidroksi menunjukkan aktivitas antifungi, di antaranya
menghambat pertumbuhan Rhodotorula rubra dan Candida albicans (Kumar dkk.
2000: 100; Ferron dkk. 2005: 123). Lovastatin juga diketahui berpotensi sebagai
obat penurun kolesterol. Lovastatin menghambat enzim hydroxymethylglutaryl
coenzyme A (HMG-CoA) reduktase yang dapat mereduksi katalisis HMG-CoA

menjadi mevalonat selama sintesis kolesterol (Hajjaj dkk. 2001: 2596).

2.3. Sumber Karbon

Nutrien merupakan faktor yang penting dalam pertumbuhan
mikroorganisme, terutama sumber karbon. Fungi adalah mikroorganisme
heterotrof karena tidak memiliki kemampuan untuk mengoksidasi senyawa
karbon anorganik, atau senyawa karbon yang memiliki satu karbon (Gandjar dkk.
2006: 24). Sumber karbon dan sumber nitrogen pada medium berperan penting
sebagai sumber prekursor dan kofaktor untuk sintesis biomassa sel, building
block, dan produksi lovastatin (Hajjaj dkk. 2001: 2597; Lopez dkk. 2003: 270).
Karbon juga dibutuhkan untuk sintesis protein, asam nukleat, materi dinding sel,
dan cadangan makanan bagi fungi (Cochrane 1958: 55).

Apabila kapang ditumbuhkan pada medium yang mengandung glukosa,
maka akan terjadi represi katabolik. Represi katabolik terjadi apabila kapang
ditumbuhkan pada medium yang mengandung dua sumber gula. Kapang akan
lebih dahulu memetabolisme gula yang sederhana, sehingga biosintesis degradatif
enzim yang berfungsi untuk metabolisme gula lain yang lebih kompleks akan
terhambat. Jika tidak terdapat sumber karbon dalam bentuk sederhana, fungi akan
memanfaatkan sumber karbon kompleks dengan membentuk enzim ekstraselular
(Bilgrami & Verma 1981: 31, 68).
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Kapang mampu menggunakan disakarida sebagai sumber karbon untuk
pertumbuhan. Sukrosa terdiri atas glukosa dan fruktosa yang dihubungkan oleh
ikatan B-(1,4) glikosida. Sukrosa diubah menjadi monomer glukosa dan fruktosa
oleh enzim ekstraselular invertase (sukrase) (Bilgrami & Verma 1981: 31).

C12H2011 + H20 — CgH1206 + CgH1206

Sukrosa Glukosa Fruktosa

Monomer-monomer tersebut diserap oleh fungi dan digunakan untuk
bermacam-macam metabolisme selnya. Bizukojc & Ledakowicz (2004: 2261--
2262) melaporkan bahwa sukrosa merupakan gula yang mudah dihidrolisis,
sehingga Aspergillus niger isolat BIO4F dapat tumbuh cepat pada medium yang
mengandung sukrosa. Pertumbuhan Aspergillus niger BIO4F dapat diamati pada
waktu inkubasi kurang dari 20 jam.

Penelitian Ngampanya & Phongtongpasuk (2006: 129) menunjukkan
perubahan dalam konsentrasi sukrosa memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap produksi protein dan aktivitas enzimatik spesifik. Peningkatan
konsentrasi sukrosa menyebabkan penurunan aktivitas enzim. -Penelitian Kiel
dkk. (1981: 3) menunjukkan bahwa konsentrasi sukrosa memengaruhi fermentasi
asam sitrat oleh Aspergillus niger yang ditumbuhkan selama 8 hari. Konsentrasi
sukrosa sebesar 14% memberikan hasil maksimal pada produksi asam sitrat
dengan efisiensi fermentasi sebesar 0,11. Konsentrasi sukrosa sebesar 3%
memiliki efisiensi fermentasi yang lebih besar, yaitu sebesar 0,36, meskipun asam
sitrat yang dihasilkan tidak sebanyak pada konsentrasi 14%.

2.4. Fermentasi

Fermentasi merupakan reaksi biokimia yang menghasilkan energi dengan
molekul organik berperan sebagai donor dan akseptor elektron. Kemampuan
suatu mikroorganisme melakukan fermentasi karbohidrat dan jenis produk yang
dihasilkan berguna dalam proses identifikasi. Setiap mikroorganisme
memerlukan sumber energi untuk kelangsungan hidupnya. Berbagai jenis gula
dapat digunakan sebagai sumber energi oleh berbagai jenis mikroorganisme
(Gandjar dkk. 1992: 57). Karbohidrat merupakan polihidroksi aldehida atau keton
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atau senyawa yang menghasilkan senyawa-senyawa tersebut bila dihidrolisis.
Karbohidrat dapat diklasifikasikan menjadi monosakarida, disakarida,
oligosakarida, dan polisakarida (Lehninger 1995: 313--314).

Proses fermentasi berdasarkan substrat dapat dibedakan menjadi dua,
yaitu:

1. Fermentasi padat (solid substrate fermentation), substrat yang digunakan
adalah substrat padat, seperti daging, beras, dan lain-lain.

2. Fermentasi cair (liquid substrate fermentation), substrat yang digunakan
adalah substrat cair, seperti air kelapa, susu, sari buah, dan lain-lain.

(Gandjar dkk. 1992: 62).

Pembentukan senyawa metabolit sekunder umumnya dihasilkan melalui
proses fermentasi. Faktor-faktor yang memengaruhi fermentasi adalah jenis
mikroorganisme, umur mikroorganisme, konsentrasi inokulum, dan waktu
inkubasi. Suatu metabolit sekunder dapat dihasilkan oleh jenis mikroorganisme
tertentu. Griseofulvin dihasilkan dalam fermentasi Penicillium griseofulvum
(Hanson 2008: 61). Konsentrasi inokulum yang diinokulasikan ke dalam medium
fermentasi akan memengaruhi pertumbuhan mikroorganisme, dan akan
berpengaruh pada pembentukan metabolit sekunder. Konsentrasi inokulum yang
semakin besar menyebabkan pertumbuhan mikroorganisme terhambat, karena
terjadi kompetisi dalam memperoleh nutrien. Waktu inkubasi berhubungan
dengan kematian sel dan nutrien (Chanakya dkk. 2011: 10). Waktu inkubasi yang
terlalu lama menyebabkan sel telah memasuki fase kematian dan nutrien yang
mulai habis. Penelitian Chanakya dkk. (2011: 10) menunjukkan produksi
lovastatin optimal pada waktu inkubasi selama 168 jam, dan setelah 168 jam
produksinya mengalami penurunan.

Faktor lain yang berpengaruh dalam proses fermentasi adalah suhu, derajat
keasaman (pH), ketersediaan oksigen (aerasi), dan medium. Suhu penting dalam
kecepatan pertumbuhan dan kelangsungan hidup mikroorganisme. Setiap
mikroorganisme memiliki kisaran suhu yang bervariasi. Pertumbuhan
mikroorganisme dipengaruhi oleh pH medium. Sebagian besar kapang tumbuh
baik pada pH 4--7. pH medium berpengaruh terhadap permeabilitas membran sel,
pH internal miselium, dan aktivitas enzim (Bilgrami & Verma 1981: 68). Kapang
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bersifat aerob obligat. Oksigen diperlukan untuk proses respirasi. Kadar air yang
tinggi pada medium menyebabkan transfer oksigen berkurang (Gupta dkk. 2003:
1603). Medium kultur sangat memengaruhi produksi suatu metabolit sekunder,
terutama optimasi komposisi yang terdapat di dalam medium. Nutrien utama pada
medium fermentasi, seperti sumber karbon dan sumber nitrogen memiliki peran
penting dalam produktivitas, terutama biomassa sel dan metabolisme sel.
Konsentrasi sumber karbon secara alami mengatur produksi metabolit sekunder

melalui proses represi katabolik (Lopez dkk. 2003: 270).

2.5. Senyawa Antifungi

Antifungi adalah senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan atau
membunuh fungi. Berdasarkan daya kerjanya terhadap fungi, senyawa antifungi
dibagi dalam 2 kelompok, yaitu fungistatik dan fungisidal. Fungistatik adalah
senyawa yang dapat menghentikan pertumbuhan fungi, sedangkan fungisidal
merupakan senyawa yang daya kerjanya bersifat mematikan (Carlile dkk. 2001:
179).

Mekanisme kerja antifungi antara lain penghambatan dalam sintesis DNA,
penghambatan sintesis ergosterol, mengganggu fungsi membran, dan
menghambat sintesis glukan yang merupakan salah satu komponen penyusun
dinding sel fungi (Carlile & Watkinson 1994: 147; Cannon dkk. 2009: 292;
Bhetariya dkk. 2011: 107). Penghambatan sintesis ergosterol terjadi karena
terhambatnya sintesis lanosterol (Georgopapadakou 1998: 548; Cannon dkk.
2007: 3211; Madigan dkk. 2012: 777).

Nystatin merupakan antibiotik polyene yang secara klinis penting sebagai
agen antifungi karena kemampuan selektifnya yang bersifat toksik terhadap sel
fungi. Nystatin diisolasi dari Streptomyces noursei (Arikan dkk. 2002: 1406).
Langkah awal interaksi nystatin dengan lipid bilayer adalah mempengaruhi
adsorbsi dari molekul monomer antibiotik dengan daerah polar pada kepala
membran lipid (Silva dkk. 2006: 3625). Nystatin menyebabkan kerusakan
membran sel khamir, yang disebabkan oleh kebocoran dari komponen internal
seperti K*, Ca?*, Mg®*, dan PO, serta diikuti oleh penghambatan terhadap
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glikolisis dan sintesis protein sehingga menyebabkan kematian sel. Kebocoran
ion K™ akibat pemberian nystatin telah ditunjukkan pada Candida albicans dan
Saccharomyces cerevisiae (Nedal dkk. 2007: 7400).

Aspergillus gorakhpurensis MTCC 547 menghasilkan metabolit sekunder
yang berfungsi sebagai antifungi, diketahui menghambat pertumbuhan beberapa
fungi seperti Aspergillus niger, Candida albicans dan Saccharomyces cerevisiae
(Busi dkk. 2009: 163). Aspergillus aculeatus menghasilkan aculeacin A yang
manghambat pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae dengan menghambat
sintesis glukan (Mizoguchi dkk. 1977: 308). Aspergillus terreus menghasilkan
lovastatin dalam bentuk B-hidroksi yang bersifat antifungi. Pada konsentrasi 0,1-
0,5 pg/ml, lovastatin menghambat pertumbuhan Rhodotorula rubra, memicu
apoptosis pada Mucor racemosus, dan menghambat pembelahan pada Physarum
polycephalum (Kumar dkk. 2000: 100). Penelitian Rafliyanti (2010: 32)
menunjukkan bahwa Aspergillus flavus UICC 360 menghasilkan lovastatin yang
memiliki aktivitas antifungi dengan menghambat pertumbuhan Candida albicans
UICC Y-29.

2.6. Ekstraksi Senyawa Antifungi

Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa yang diinginkan dari suatu
bahan. Prinsip umum metode ekstraksi menggunakan pelarut organik adalah
bahan yang akan diekstrak kontak langsung dengan pelarut pada waktu tertentu
(maserasi), kemudian diikuti dengan melakukan pemisahan bahan yang telah
diekstrak (filtrasi). Pada proses maserasi, pelarut akan menembus dinding sel dan
akan masuk ke dalam rongga sehingga komponen bioaktif akan larut. Adanya
perbedaan konsentrasi antara larutan komponen bioaktif di dalam sel dengan di
luar sel maka larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut terjadi
berulang kali hingga terjadi keseimbangan antara larutan di luar dengan di dalam
sel (Nur & Adijuwana 1989) (lihat Hardiningtyas 2009: 8).

Metode ekstraksi bergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak,
karena setiap senyawa memiliki kelarutan yang berbeda dalam pelarut yang
berbeda. Senyawa yang memiliki kepolaran relatif sama dengan pelarut, akan
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mudah larut. Pelarut polar akan melarutkan senyawa polar, dan pelarut nonpolar
akan melarutkan senyawa nonpolar (Khopkar 2002: 86--87). Pelarut yang umum
digunakan antara lain, heksana, n-butanol, etil asetat, asetonitril, kloroform dan
metanol (Samiee dkk. 2003: 30; Atalla dkk. 2008: 7). Lavermicocca dkk. (2000:
4085) menggunakan kloroform, n-heksana, n-butanol, dan etil asetat sebagai
pelarut dalam ekstraksi antifungi.

Rafliyanti (2010: 11) menggunakan etil asetat untuk ekstraksi lovastatin
kapang Aspergillus koleksi University of Indonesia Culture Collection (UICC).
Penelitian tersebut menunjukkan lovastatin berhasil diekstraksi dari Aspergillus
flavus UICC 360 dengan menggunakan etil asetat, dan memiliki kemampuan
menghambat pertumbuhan Candida albicans UICC Y-29. Kumar dkk. (2000:
102) menggunakan etil asetat sebagai pelarut dalam ekstraksi lovastatin dalam
bentuk B-hidroksi yang bersifat antifungi, dengan menghambat pertumbuhan

Neurospora crassa.

2.7. Analisis Antifungi

Biological assay atau bioassay didefinisikan sebagai pengujian suatu
aktivitas biologi dari suatu substansi (senyawa Kimia) tertentu dengan menguji
pengaruh substansi tersebut terhadap mikroorganisme. Bioassay umum
digunakan untuk mengkarakterisasi suatu substansi biologi, mempelajari proses
biologi, dan untuk mendeteksi keberadaan dan kuantitas suatu substansi dalam
sampel, sebelum substansi tersebut digunakan oleh manusia (Wu 2010: 1).
Menurut Hewitt (2005:1), bioassay merupakan prosedur praktis untuk mengetahui
potensi dari suatu material yang belum diketahui, diperkirakan dengan
membandingkan pengaruh dari material tersebut pada suatu sistem biologi dengan
keterangan standar yang diketahui.

Pengaruh senyawa kimia antifungi terhadap pertumbuhan mikroorganisme
dapat diamati dengan Agar Diffusion Method dengan menggunakan kertas cakram
(Paper Disk Assay Method) atau silinder kaca (Cylinder Plate Assay Method)
(Gandjar dkk. 1992: 44--47). Suatu senyawa antifungi yang terkandung dalam
kertas cakram atau silinder kaca akan berdifusi ke medium agar yang telah
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diinokulasikan dengan mikroorganisme uji. Kontak terjadi antara senyawa
antifungi dengan mikroorganisme dan menyebabkan penghambatan pada
pertumbuhan mikroorganisme atau kematian sel. Proses tersebut terjadi selama
masa inkubasi (Gandjar dkk. 1992: 44--47; Madigan dkk. 2012: 763). Aktivitas
senyawa antifungi ditandai dengan terbentuknya zona bening atau zona hambat di
sekitar kertas cakram atau silinder kaca (Benson 2001: 143).

Zona bening atau zona hambat yang terbentuk merupakan zona
penghambatan pertumbuhan mikroorganisme. Semakin besar zona hambat,
semakin baik kemampuan senyawa antibiotik tersebut untuk menghambat
pertumbuhan mikroorganisme di sekitarnya (Salle 1961: 460; Madigan dkk. 2000:
751). Efektivitas suatu senyawa antifungi dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya kemampuan difusi dari senyawa antifungi, konsentrasi dari senyawa
antifungi, konsentrasi organisme uji yang diinokulasikan ke dalam medium, dan
tipe medium (Benson 2001: 145). Tomita (1985) menyatakan terbentuknya zona
hambat merupakan indikator untuk metode skrining dalam menyeleksi mikroba
yang berpotensi menghasilkan senyawa antimikroba (lihat Sukmawati 2002: 12).

Sukmawati (2002: 8, 12) menggunakan silinder kaca untuk pengujian
Aspergillus terreus dalam menghasilkan senyawa anti-Candida albicans.
Aktivitas senyawa anti-Candida albicans ditunjukkan dengan terbentuknya zona
hambat di sekitar filtrat isolat kapang Aspergillus terreus UICC 317 pada medium
yang diinokulasikan Candida albicans yang merupakan zona penghambatan
pertumbuhan.
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium
Taksonomi Hewan, Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia. Penelitian berlangsung selama enam
bulan, terhitung sejak Mei 2011 hingga Oktober 2011.

3.2 Alatdan Bahan

321 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian antara lain: jarum tanam tajam,
jarum tanam bulat (ose), pembakar spiritus, spatel Drygalsky, labu Erlenmeyer,
tabung reaksi, cawan petri, gelas ukur [IWAKI Pyrex®], kotak transfer, mikroskop
[Euromex Holland], mikroskop trinokular [CARL ZEISS PRIMO STAR 176045],
mikroskop cahaya [Olympus], mikropipet 1 ml [Finnpipette], mikropipet 100 ul
[Biohit], inkubator shaker [OSK], corong pemisah [Duran], tip L ml dan 100 pl,
gelas objek dan kaca penutup, pinset, vortex [BIO-RAD BR-2000], autoklaf
[Hirayama], oven [Heraeus], pembakar spirtus, timbangan digital [Acculab model
121], timbangan analitik [Oertling], colony counter, pipet, dispenser, rak tabung,
penangas air [Sharp], beaker glass [IWAKI Pyrex®], lemari pendingin [Gassio],
spatula, pinset, batang pengaduk, kamera [Canon], botol alkohol, pematik api,
penggaris, gunting, marker OHP, software perhitungan statistik [Statistical
Product and Service Solution (SPSS) 16.0 for Windows] dan software tabulasi
data [Microsoft Office Excel 2007].
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3.2.2. Bahan

3.2.2.1. Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian adalah kapang dan
khamir koleksi University of Indonesia Culture Collection (UICC). Kapang yang
digunakan dalam proses fermentasi senyawa metabolit sekunder adalah
Aspergillus flavus UICC 360. Khamir yang digunakan untuk pengujian senyawa
antifungi adalah Candida albicans UICC Y-29.

3.2.2.2. Medium

Medium Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan untuk menumbuhkan
kapang, peremajaan, pengamatan morfologi kapang, dan enumerasi spora kapang.
Medium untuk pertumbuhan, peremajaan, pengamatan morfologi dan enumerasi
sel khamir adalah Yeast Malt Agar (YMA). Proses fermentasi senyawa anti-
Candida albicans menggunakan medium Czapek’s Dox Broth (CDB) dengan
konsentrasi sukrosa yang dimodifikasi.

3.2.2.3. Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan adalah etil-asetat [Brataco Chem], H,SO4
[Merck], KCI [Analar], NaNO3 [Merck], K;HPO,4 [Merck], MgSO,4.7H,0
[Merck], HCI, FeSO4.7H,0 [Merck], sukrosa [Britania], yeast extract [Bacto],
malt extract [BD], peptone [Merck], glukosa [Britania], agar [Britania], alkohol
70%, spirtus, laktofenol cotton blue, dan akuades.

3.2.2.4. Bahan Habis Pakai
Bahan habis pakai yang digunakan diantaranya kertas pH [Universal],

plastik tahan panas [Bell], masker, tissue gulung, kertas Yellow Pages, karet
gelang, kertas saring, kapas, dan kertas cakram (paper disk) 10 mm [Whatman].
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3.3. CaraKerja

Skema kerja penelitian terdapat pada lampiran 1.

3.3.1. Pembuatan Medium

3.3.1.1. Potato Dextrose Agar (PDA)

Medium PDA dibuat berdasarkan petunjuk kemasan. Akuades
ditambahkan pada 39 g bubuk PDA hingga volume akhir 2000 ml, kemudian
medium dipanaskan dengan penangas air hingga mendidih dan semua bahan larut
dengan sempurna. Selanjutnya medium disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121 °C dan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium steril disimpan pada

suhu ruang hingga mengeras.

3.3.1.2. Yeast Malt Agar (YMA)

Medium YMA dibuat berdasarkan Gandjar dkk. (1992: 83). Komposisi
medium YMA terdiri dari: yeast extract 3 g, malt extract 3 g, peptone 5 g, glukosa
10 g, dan agar 15 g. Akuades ditambahkan pada bahan hingga volume akhir 1000
ml, kemudian dipanaskan dengan penangas air hingga mendidih dan semua bahan
larut dengan sempurna. Selanjutnya medium disterilisasi menggunakan autoklaf
pada suhu 121 °C dan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium steril disimpan

pada suhu ruang hingga mengeras.

3.3.1.3. Czapek’s Dox Broth (CDB)

Komposisi medium CDB terdiri dari: 0,5 g KCI, 3 g NaNOs, 1 g K;HPO4,
0,5 g MgS0,4.7H,0, dan 0,01 g FeS0,4.7H,0. Medium CDB dibuat berdasarkan
Atlas (2010: 480) untuk 1000 ml, dengan variasi sukrosa sebesar 2%, 2,5%, 3%,
3,5% dan 4%. Medium ditempatkan dalam labu Erlenmeyer berukuran 250 ml
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sebanyak 50 ml, kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C dan
tekanan 2 atm selama 15 menit.

3.3.2. Pembuatan Stock Culture dan Working Culture Aspergillus flavus UICC
360 dan Candida albicans Y-29

Pembuatan stock culture dan working culture dilakukan dengan
menginokulasikan biakan kapang dan khamir ke dalam 4 tabung berisi 5 ml
medium agar miring. Medium yang digunakan adalah medium PDA untuk
Aspergillus flavus UICC 360, dan YMA untuk Candida albicans UICC Y-29.
Inokulasi biakan kapang dilakukan dengan metode streak menggunakan jarum
tanam tajam, sedangkan inokulasi biakan khamir dilakukan menggunakan jarum
tanam bulat (ose). Tabung reaksi berisi biakan kapang dan khamir diinkubasi
pada suhu ruang selama 7 hari untuk biakan kapang dan 48 jam untuk biakan
khamir. Dua tabung biakan digunakan sebagai stock culture dan disimpan pada
suhu 4 °C dalam lemari pendingin, sedangkan dua tabung lainnya digunakan
sebagai working culture dan disimpan pada suhu ruang.

3.3.3. Pengamatan Biakan Aspergillus flavus UICC 360 dan Candida albicans
Y-29

Pengamatan morfologi kapang dan khamir dilakukan untuk mengetahui
karakter yang dimiliki oleh mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian.
Pengamatan karakter morfologi dilakukan secara makroskopik dan mikroskopik,
berdasarkan Pelczar dkk. (1977: 292). Inokulasi kapang dilakukan dengan teknik
stab dalam medium PDA. Satu stab dilakukan pada pusat medium, sehingga akan
dihasilkan satu koloni kapang. Medium kemudian diinkubasi pada suhu ruang
selama 7 hari. Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam melakukan
pengamatan morfologi kapang secara makroskopik antara lain warna koloni,
reverse of colony (warna sebalik koloni), diameter koloni, tekstur koloni, ada
tidaknya garis atau lingkaran konsentris (zonasi), exudate drops dan warnanya,
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radial furrow , growing zone, serta sporulasi. Pengamatan warna koloni
menggunakan standar tabel warna Castell-Polychromos N0.9216 (Lampiran 2).

Pengamatan mikroskopik kapang dilakukan berdasarkan Gandjar dkk.
(1999: 4--5) meliputi ada tidaknya septum pada hifa, hifa berpigmentasi hialin
(tidak berwarna atau biru bila diberi cat) atau gelap (dematiaceous, cokelat
kehijauan atau kehitaman, hitam kelam, hitam keabu-abuan), fialid, metula,
kepala konidia (bentuk, ukuran dan tipe), vesikel, dan konidia (ukuran, bentuk).
Pengamatan dilakukan pada perbesaran 10 x 40, untuk setiap 20 kepala konidia.
Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik kapang selanjutnya
dibandingkan dengan literatur atau monograf. Literatur yang digunakan di
antaranya Samson dkk. (1984: 58) dan Bennett & Klich (1992: 381).

Biakan khamir distreak ke dalam medium YMA. Medium kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. Pengamatan morfologi khamir
berdasarkan Harley (2005: 374) meliputi tekstur, warna koloni, tepi koloni, dan
profil koloni. Pengamatan mikroskopis yang dilakukan berdasarkan Gandjar dkk.
(1992: 28), meliputi bentuk sel, ukuran sel, pola pertunasan (budding), dan

miselium semu (pseudomycelium).
3.3.4. Enumerasi Hifa dan Konidia Kapang serta Sel Khamir

Aspergillus flavus UICC 360 diinokulasi dengan metode streak sebanyak
15 gores menggunakan jarum tanam tajam ke dalam tabung reaksi berisi 5 ml
medium PDA miring dan diinkubasi selama 7 hari. Enumerasi sel khamir
dilakukan dengan menginokulasikan Candida albicans UICC Y-29 dengan
metode streak sebanyak 15 gores menggunakan jarum tanam bulat (ose) ke dalam
tabung reaksi berisi 5 ml medium YMA miring dan diinkubasi selama 2 hari.
Suspensi diperoleh dengan menambahkan 5 ml akuades steril ke dalam medium
berisi biakan, kemudian dikerik menggunakan ose. Suspensi dikocok
menggunakan vortex hingga diperoleh suspensi yang homogen.

Suspensi hifa dan konidia kapang diencerkan menggunakan akuades steril
hingga faktor pengenceran 10 #, 10 ° dan 10 °, sedangkan untuk sel khamir
diencerkan hingga faktor pengenceran 10 , 10 ® dan 10 . Sebanyak 100 pl
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suspensi hifa dan konidia kapang atau sel khamir diambil dari tiga pengenceran
terakhir dengan mikropipet, kemudian disebar di atas cawan petri berisi 15 ml
medium PDA untuk hifa dan konidia kapang atau medium YMA untuk sel
khamir, kemudian diratakan menggunakan spatel drygalsky steril. Masing-masing
pengenceran dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan (triplo). Masa inkubasi
berlangsung selama 48 jam pada suhu ruang. Perhitungan jumlah koloni
dilakukan pada masing-masing pengenceran. Enumerasi hifa dan konidia kapang
dan sel khamir dapat dilihat pada Lampiran 3 dan 4.

Hasil perhitungan dengan metode TPC dinyatakan sebagai satuan colony
forming unit (CFU). Jumlah spora atau sel per ml sampel dihitung berdasarkan
Gandjar dkk. (1992: 40--41).

Jumlah rata-rata koloni

Jumlah CFU/mL =
Volume inokulum (ml) x faktor pengenceran

3.3.5. Fermentasi Senyawa Anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360

Fermentasi senyawa anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360 dilakukan berdasarkan Atalla dkk. (2008: 8) yang dimodifikasi. Medium
yang digunakan dalam proses fermentasi adalah medium CDB dengan variasi
sukrosa yang berbeda (0 miM, 58,5 mM, 73 mM, 87,7 mM, 102,3 mM, dan 116,9
mM). Inokulum kapang yang digunakan diperoleh dengan menginokulasikan
Aspergillus flavus UICC 360 dengan metode gores sebanyak 15 gores
menggunakan jarum tanam tajam ke dalam tabung reaksi berisi 5 ml medium
PDA miring dan diinkubasi selama 7 hari. Setelah 7 hari, medium berisi biakan
ditambahkan 5 ml akuades steril dan dihomogenkan menggunakan vorteks.
Sebanyak 1 ml (1,96%) inokulum Aspergillus flavus UICC 360 (1,33--2,59)x 10’
CFU/ml diinokulasikan ke dalam 18 Erlenmeyer 250 ml yang berisi 50 ml
medium CDB steril dengan perlakuan yang mengalami tiga kali pengulangan.

pH medium sebelum fermentasi diukur menggunakan kertas pH. Teknik

fermentasi yang digunakan adalah fermentasi goyang pada suhu 28--30 °C dalam
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inkubator shaker dengan kecepatan pengocokan 100 rpm serta waktu inkubasi
selama 7 hari. Setelah 7 hari, medium berisi inokulum yang telah mengalami
fermentasi tersebut dikeluarkan dari inkubator shaker. Kemudian dilakukan
pengukuran pH, pengamatan warna medium setelah fermentasi, dan pengamatan
miselium. Fermentasi Senyawa Anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus
UICC 360 dapat dilihat pada Lampiran 5.

3.3.6. Ekstraksi Senyawa Anti-Candida albicans

Ekstraksi senyawa anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360 dilakukan berdasarkan Samiee dkk. (2003: 30) yang dimodifikasi.
Pemanenan filtrat dilakukan dengan menyaring medium fermentasi menggunakan
kertas saring yang telah dikeringkan sebelumnya. Asam klorida 2 N ditambahkan
ke dalam filtrat hingga mencapai pH 3. Proses ekstraksi dilakukan dengan
menambahkan etil asetat ke dalam filtrat. Etil asetat yang ditambahkan dengan
perbandingan 1:1 dengan kultur. Ekstraksi menggunakan etil asetat dilakukan
sebanyak tiga kali, kemudian dilakukan penguapan menggunakan rotary
evaporator di Laboratorium Taksonomi Hewan pada suhu 40 °C selama 10--15
menit. Ekstraksi senyawa Anti-Candida albicans dapat dilihat pada Lampiran 6.

3.3.7. Penimbangan Biomassa Kering Miselium

Miselium yang telah terpisah dari filtrat dikeringkan dalam oven dengan
suhu 40 °C agar diperoleh biomassa kering. Biomassa kering yang dihasilkan
ditimbang dengan timbangan analitik. Penimbangan biomassa kering miselium

dapat dilihat pada Lampiran 7.

3.3.8. Pengujian Aktivitas Anti-Candida albicans dari Ekstrak Kapang dengan
Metode Paper Disk Assay

Uji aktivitas senyawa anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC
360 dilakukan menggunakan bioassay berdasarkan Ferron dkk. (2005: 124) yang
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dimodifikasi. Sebanyak 0,2 ml suspensi biakan Candida albicans (2,28--3,67) x
10°® CFU/mI diinokulasikan ke dalam tabung 15 mI medium YMA, kemudian
dihomogenkan menggunakan vortex. Suspensi dituang ke dalam cawan petri
berdiameter 90 mm dan dibiarkan sampai mengeras. Proses pengujian bioassay
menggunakan Paper Disk Assay Method berdasarkan Gandjar dkk. (1992: 46).
Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan pada masing-masing perlakuan.

Setiap cawan petri dibagi menjadi 4 juring, ke dalam masing-masing
juring diletakkan paper disk yang berdiameter 10 mm. Ekstrak dari masing-
masing perlakuan dilarutkan dalam etil asetat. Kontrol positif berupa nystatin
1.000 ppm, dan H,O sebagai kontrol medium, sedangkan kontrol negatif berupa
etil asetat. Sebanyak 30 pl ekstrak dari masing-masing fermentasi, kontrol positif,
kontrol negatif dan kontrol medium diteteskan ke dalam Paper Disk kemudian
diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang. Diameter zona hambat yang terbentuk
diukur menggunakan jangka sorong. Pengujian aktivitas anti-Candida albicans
dari ekstrak kapang dengan metode Paper Disk Assay dapat dilihat pada Lampiran
8.

3.3.8. Pengolahan dan Analisis Data

Data hasil penelitian yang diperoleh berupa data kualitatif dan data
kuantitatif, dan disusun dalam bentuk tabel pengamatan dan gambar. Data
kualitatif meliputi data hasil pengamatan morfologi secara makroskopik dan
mikroskopik Aspergillus flavus UICC 360, data pengukuran pH, data hasil
fermentasi. Data kuantitatif meliputi data hasil enumerasi Aspergillus flavus
UICC 360 dan Candida albicans Y-29, dan data hasil pengamatan diameter zona
bening. Analisis data kualitatif dilakukan secara deskriptif, sedangkan analisis
data kuantitatif dilakukan menggunakan program SPSS 16.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengamatan Morfologi Kapang

Kapang yang digunakan dalam penelitian adalah Aspergillus flavus UICC
360. Pengamatan karakter morfologi kapang meliputi pengamatan morfologi
secara makroskopik dan mikroskopik. Pengamatan karakter morfologi dilakukan
pada biakan Aspergillus flavus UICC 360 berumur 7 hari, dalam medium PDA
yang diinkubasi di suhu ruang.

Hasil pengamatan karakter morfologi secara makroskopik dari Aspergillus
flavus UICC 360 adalah sebagai berikut: diameter koloni sebesar 7 cm, warna
koloni adalah hijau zaitun dan telah bersporulasi. Sebalik koloni tidak berwarna
atau hialin. Koloni bertekstur granular atau butiran, terdapat exudate drops,
growing zone, sporulasi, dan zonasi, namun tidak terdapat radial furrow. Hasil
pengamatan makroskopik Aspergillus flavus UICC 360 dapat dilihat pada Tabel
4.1. dan Gambar 4.1.(1) dan 4.1.(2).

Hasil pengamatan karakter morfologi secara mikroskopik dari Aspergillus
flavus UICC 360 adalah sebagai berikut: konidia berbentuk bulat dengan ukuran
diameter berkisar 5,24--13,43 um. Jenis hifa Aspergillus flavus UICC 360 adalah
hifa bersepta, dan berpigmentasi hialin. Lebar hifa berkisar 12,0--40,0 pum.
Aspergillus flavus UICC 360 memiliki konidia, fialid, dan vesikel, dengan tipe
kepala konidia yang diperlihatkan adalah uniseriate. Vesikel berbentuk bulat,
dengan lebar berkisar 52,0--148,0 um. Kepala konidia radiate, berbentuk
semibulat hingga bulat, dan berukuran (60,0--160,0) x (72,0--192,0) um. Hasil
yang diperoleh sesuai dengan deskripsi karakter kapang Aspergillus flavus oleh
Samson dkk. (1984: 58) serta Bennett & Klich (1992: 381). Menurut Bennett &
Klich (1992: 381), Aspergillus flavus memiliki warna koloni kuning hingga hijau
zaitun, hifa berpigmentasi hialin, vesikel semibulat hingga bulat, kepala konidia
umumnya radiate. Menurut Samson dkk. (1984: 58), Aspergillus flavus memiliki
konidia semibulat hingga bulat, fialid melekat langsung pada vesikel (uniseriate)
atau pada metula (biseriate). Hasil pengamatan mikroskopik kapang Aspergillus
flavus UICC 360 dapat dilihat pada Tabel 4.1. dan Gambar 4.1.(3).
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Tabel 4.1. Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik Aspergillus flavus
UICC 360 umur 7 hari pada medium PDA di suhu ruang

Karakter Morfologi Keterangan

Makroskopik

a. Warna koloni Hijau zaitun

b. Warna sebalik koloni Hialin

c. Tekstur koloni Granular

d. Exudate drops Ada

e. Radial furrow Tidak ada

f. Growing zone Ada

g. Sporulasi Ada

h. Zonasi Ada
Mikroskopik

a. Jenis hifa Bersekat

b. Lebar hifa 12,0--40,0 um

c. Bentuk kepala konidia Semibulat hingga bulat

d. Ukuran kepala konidia (60,0--160,0) x (72,0--192,0) pm

e. Bentuk konidia Bulat

f.  Ukuran konidia 5,24--13,43 pm

g. Lebar vesikel 52,0--148,0 um

h. Tipe kepala konidia Uniseriate

Pengaruh konsentrasi...,
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Gambar 4.1.(1). Stock culture Aspergillus flavus UICC 360 umur 7 hari
pada medium PDA di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:
(@) Tampak depan koloni; (b) Sebalik koloni

Gambar 4.1.(2). Hasil pengamatan makroskopik Aspergillus flavus UICC 360
umur 7 hari pada medium PDA di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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O il

Keterangan:
a. Kepala konidia; b. Vesikel; c. Fialid; d. Konidiofor; e. Konidia;
f. Sekat; g. Hifa; h. Foot cell

Gambar 4.1.(3). Hasil pengamatan mikroskopik Aspergillus flavus UICC 360
umur 7 hari pada medium PDA di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.2. Pengamatan Morfologi Khamir

Khamir yang digunakan dalam pengujian aktivitas antifungi pada
penelitian adalah Candida albicans UICC Y-29. Pengamatan karakter morfologi
khamir meliputi pengamatan morfologi secara makroskopik dan mikroskopik.
Pengamatan karakter morfologi dilakukan pada biakan Candida albicans UICC
Y-29 berumur 2 hari, pada medium YMA di suhu ruang. Pengamatan dilakukan
untuk mencocokkan karakteristik morfologi C. albicans UICC Y-29 dengan
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karakteristik spesies tersebut yang tercantum dalam “The Yeast, a taxonomic
study” berdasarkan Kurtzman & Fell (1998).

Hasil pengamatan karakter morfologi secara makroskopik dari Candida
albicans UICC Y-29 adalah sebagai berikut: koloni berwarna putih, permukaan
mengilap, tekstur seperti mentega (butyrous), tepi koloni lurus dan profil koloni
menggunung. Hasil pengamatan makroskopik sesuai dengan C. albicans pada
monograf khamir oleh Kurtzman & Fell (1998) dalam The Yeast, a Taxonomic
Study. Candida albicans yang ditumbuhkan pada medium Corn Meal Agar
(CMA) memperlihatkan koloni berwarna putih hingga krem, tekstur seperti
mentega (butyrous), dan permukaan koloni menggunung (Meyer: 1998) (lihat
Kurtzman & Fell 1998: 478). Hasil pengamatan makroskopik Candida albicans
UICC Y-29 dapat dilihat pada Tabel 4.2. dan Gambar 4.2.(1) dan 4.2.(2).

Hasil pengamatan karakter morfologi secara mikroskopik dari Candida
albicans UICC Y-29 menunjukkan bahwa sel C. albicans UICC Y-29 berbentuk
elips (lonjong) dengan kisaran ukuran sel (4,0--6,0) x (5,0--9,0) um yang
diperoleh dari pengukuran terhadap 20 sel. Khamir tersebut memiliki tipe
pertunasan multipolar. Menurut Meyer (1998), ukuran sel vegetatif khamir C.
albicans berumur 2 hari berkisar (3,5--6,0) x (4,0--8,0) um (lihat Kurtzman & Fell
1998: 478). Hasil pengamatan mikroskopik khamir Candida albicans UICC Y-29
dapat dilihat pada Tabel 4.2. dan Gambar 4.2.(3).
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Tabel 4.2. Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik Candida albicans
UICC Y-29 umur 2 hari pada medium YMA di suhu ruang

Karakter Morfologi Keterangan

Makroskopik

a. Warna koloni Putih

b. Permukaan Mengilap

c. Tekstur Mentega (butyrous)

d. Tepi koloni Lurus

e.  Profil koloni Menggunung
Mikroskopik

a. Bentuk sel Elips (lonjong)

b.  Ukuran sel (4,0--6,0) x (5,0--9,0) pm

c. Pola pertunasan Multipolar

d.  Miselium semu/sejati Tidak ada

LS

Gambar 4.2.(1). Stock culture Candida albicans UICC Y-29 pada medium YMA
umur 7 hari di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Universitas Indonesia

Pengaruh konsentrasi..., Adisty Paramitha, FMIPA Ul, 2012



33

Gambar 4.2.(2). Morfologi secara makroskopik Candida albicans UICC Y-29
umur 7 hari pada medium YMA di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Gambar 4.2.(3). Morfologi sel khamir Candida albicans UICC Y-29 umur 7 hari
pada medium YMA di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
4.3. Enumerasi Hifa dan Konidia Kapang

Enumerasi hifa dan konidia kapang dilakukan menggunakan medium PDA
dengan metode Total Plate Count (TPC) untuk mengetahui jumlah sel yang hidup.
Jumlah hifa dan konidia kapang yang diinokulasikan memengaruhi keberhasilan
kapang dalam menghasilkan antifungi. Hasil perhitungan hifa dan konidia
menunjukkan bahwa jumlah hifa dan konidia kapang Aspergillus flavus UICC 360
berumur 2 hari berkisar (1,33--2,58) x 10" CFU/mI (Tabel 4.3). Jumlah (1,33--
2,58) x 10" CFU/mI diperkirakan cukup sebagai inokulum dalam fermentasi
metabolit sekunder dari Aspergillus flavus UICC 360. Hajjaj dkk. (2001: 2596)

Universitas Indonesia

Pengaruh konsentrasi..., Adisty Paramitha, FMIPA Ul, 2012



34

menggunakan hifa dan konidia kapang 10’ CFU/ml pada fermentasi Aspergillus

terreus dalam menghasilkan lovastatin.

Tabel 4.3. Hasil enumerasi hifa dan konidia Aspergillus flavus UICC 360 pada
medium PDA dalam suhu ruang

Jumlah Rerata Kisaran
Pengenceran Pengulangan  spora Jg”;lgh Jg”;lgh SS:C%??
(CFU) b b
(CFU/ml)  (CFU/mI)
1 229
10 2 229 258 x 107
3 275
! 16
10° 2 27 2,23 x 10’ (1’3)(3'1'57’58) + 0,645
3 24
1 1
108 2 2 1,33 x 10’
3 il

Konsentrasi inokulum yang diinokulasikan ke dalam medium fermentasi
sebesar 1,96% (v/v) dengan waktu inkubasi selama 7 hari. Konsentrasi inokulum
tersebut diperkirakan cukup baik untuk mendukung pertumbuhan hifa dan konidia
Aspergillus flavus UICC 360 di dalam medium fermentasi. Konsentrasi inokulum
yang semakin besar akan menyebabkan kompetisi hifa dan konidia Aspergillus
flavus UICC 360 dalam memperoleh nutrien dari medium semakin besar.
Inokulum berisi hifa dan konidia Aspergillus flavus UICC 360 memanfaatkan
nutrien di dalam medium selama fase pertumbuhan (fase log) dalam melakukan
proses metabolisme primer untuk menghasilkan metabolit primer berupa
karbohidrat, lipid, protein dan asam nukleat yang dibutuhkan sebagai building
block. Kompetisi yang semakin besar dalam memanfaatkan nutrien menyebabkan
penyerapan nutrien oleh hifa dan konidia menjadi terbatas dan tidak optimal
sehingga pertumbuhan hifa dan konidia Aspergillus flavus UICC 360 akan
terhambat. Pertumbuhan hifa dan konidia yang terhambat akan menyebabkan
proses metabolisme sekunder pada fase stasioner juga terhambat sehingga
metabolit sekunder yang dihasilkan pada proses tersebut tidak optimal.

Sebaliknya, inokulum berisi hifa dan konidia Aspergillus flavus UICC 360
yang terlalu sedikit menyebabkan ketersediaan nutrien dalam medium melimpah.

Universitas Indonesia

Pengaruh konsentrasi..., Adisty Paramitha, FMIPA Ul, 2012



35

Hal tersebut menyebabkan proses degradasi molekul-molekul kompleks oleh hifa
dan konidia Aspergillus flavus UICC 360 pada metabolisme primer dalam
menghasilkan metabolit primer berlangsung lama. Metabolisme primer yang
berlangsung lama menyebabkan hifa dan konidia kapang terhambat dalam
memasuki metabolisme sekunder karena proses metabolisme sekunder kapang
dimulai ketika proses metabolisme primer telah selesai dilakukan oleh kapang.
Metabolisme sekunder kapang yang terhambat menyebabkan pembentukan
metabolit sekunder pada proses tersebut tidak optimal. Menurut Bhatiya & Jadeja
(2010: 597--598), konsentrasi inokulum yang semakin besar menyebabkan
kompetisi dalam memperoleh nutrien semakin besar. Menurut Jogezai dkk.
(2011: 225), inokulum yang terlalu sedikit menyebabkan melimpahnya nutrien
yang tersedia sehingga mikroorganisme membutuhkan waktu yang lebih banyak
dalam mendegradasi molekul-molekul kompleks pada proses metabolisme primer.
Inkubasi dilakukan selama 7 hari karena diperkirakan pada waktu tersebut
Aspergillus telah memasuki fase stasioner dan telah menghasilkan metabolit
sekunder. Senyawa metabolit sekunder banyak dihasilkan pada fase stasioner,
sedangkan pada waktu inkubasi yang lebih lama diperkirakan fungi telah
memasuki fase kematian dan mengalami kehabisan nutrien. Chanakya dkk.
(2011: 10), melaporkan bahwa produksi lovastatin oleh Aspergillus fischeri
optimal pada waktu inkubasi selama 7 hari, dan setelah 7 hari produksi lovastatin

mengalami penurunan.

4.4 Enumerasi Sel Khamir

Hasil perhitungan sel menunjukkan bahwa jumlah sel khamir Candida
albicans UICC Y-29 umur 2 hari pada medium YMA di suhu ruang berkisar
(2,28--3,67) x 10° CFU/mlI (Tabel 4.4). Jumlah inokulum tersebut diperkirakan
cukup untuk digunakan dalam pengujian antifungi. Menurut Benson (2001: 145),
salah satu faktor yang memengaruhi efektivitas senyawa antifungi adalah
konsentrasi organisme uji yang diinokulasikan ke dalam medium. Menurut
(Hewitt 2005: 65), jumlah minimal sel khamir yang dapat digunakan untuk
pengujian antifungi adalah sebanyak 108 CFU/m| atau 10° CFU/m.
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Tabel 4.4 Hasil enumerasi sel khamir Candida albicans UICC Y-29 pada
medium YMA dalam suhu ruang

Jumlah _ Rerata _Kisaran Standar
Pengenceran Pengulangan sel jumlah sel  jumlah sel Deviasi
(CFU)  (CEFU/ml) (CEU/mI)
1 226
10° 2 214 2,28 x 108
3 245
1 22
10° 2 24 31x108 (228-367) 479
x 10
3 47
1 7
10”7 2 2 3,67 x 10°
3 2

4.5. Fermentasi Senyawa Anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus
UICC 360

45.1. Warna Medium Setelah Fermentasi

Medium fermentasi berwarna putih sebelum diinokulasikan inokulum
kapang, namun setelah diinokulasikan inokulum kapang dan difermentasi selama
7 hari, terjadi perubahan warna pada medium. Perubahan warna pada medium
dilakukan dengan mencocokkan warna medium dengan tabel warna Castell-
Polychromos N0.9216 (Lampiran 2). Warna medium setelah fermentasi mulai
dari putih kekuningan sampai merah merona, kecuali pada medium dengan
konsentrasi sukrosa 0 mM yang tidak mengalami perubahan warna (Tabel 4.5.1.
dan Gambar 4.5.1).

Perubahan warna pada medium kemungkinan disebabkan pigmen yang
dihasilkan oleh kapang Aspergillus flavus UICC 360. Pigmen merupakan salah
satu metabolit sekunder yang dihasilkan oleh kapang. Menurut Hua dkk. (1999:
2738) dan Hui dkk. (2009: 122), Aspergillus flavus menghasilkan pigmen orange
kemerahan, yang merupakan senyawa perantara pada biosintesis aflatoksin. Lim
dkk. (2000: 48) melaporkan bahwa pigmen orange yang dihasilkan pada genus
Monascus merupakan pigmen monascorubin dan rubropunctatin, sedangkan

pigmen merah merupakan pigmen monascorubranmin dan rubropunctamine. Lu

Universitas Indonesia

Pengaruh konsentrasi..., Adisty Paramitha, FMIPA Ul, 2012



37

dkk. (2010: 513) melaporkan bahwa pigmen merah hasil metabolit sekunder yang

dihasilkan oleh Aspergillus ochaceus merupakan emodin.

Tabel 4.5.1. Hasil pengamatan warna medium serta warna miselium dan jumlah
miselium setelah fermentasi selama 7 hari

Konsentrasi

Miselium
sukrosa dalam WZT”a
medium medium Jumlah Warna
Putih ]
kekuningan
Putih
Kontrol kekuningan 3 )
Putih )
kekuningan
Hartal 4
58,5 mM Hartal emas o Putih-cokelat
jangat
Hartal +
Hartal ++
Putih-cokelat
73 mM Hartal ++ -
Merah marak 4+
Hartal emas +4+
Putih-cokelat
87,7 mM Hartal +++ jangat
Hartal coklat +4++
Merah
++++
merona
102.3 mM Merah et Putih-cokelat
’ merona jangat
Jingga ++++
Hartal emas +4++++
Putih-cokelat
116,9 mM Hartal cokelat +H+++ angat
Hartal cokelat +4++++
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Keterangan:

(@) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 0 mM (kontrol)

(b) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 58,5 mM

(c) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 73 mM

(d) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 87,7 mM

(e) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 102,3 mM

(f) Hasil fermentasi Aspergillus flavus UICC 360 dengan konsentrasi sukrosa
pada medium sebesar 116,9 mM

Gambar 4.5.1. Warna medium setelah fermentasi

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.5.2. pH Medium Setelah Fermentasi

pH awal medium sebelum diinokulasikan dengan kapang Aspergillus
flavus UICC 360 diukur menggunakan kertas pH universal. Hasil pengukuran
menunjukkan pH medium adalah + 7,0. Menurut Griffin (1981: 162), sebagian
besar kapang tumbuh baik pada pH 4--7. Pengukuran pH medium sebelum dan

sesudah fermentasi dapat dilihat pada Tabel 4.5.2.
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Tabel 4.5.2. Data pengukuran pH medium

Medium dengan

konsentrasi sukrosa pH awal pH akhir
0mM 7.0 8,0
58,5 mM 7,0 9,0
73 mM 7.0 8.0
87,7 mM 7,0 8,0
102,3 mM 7,0 6.0
116,9 mM 70 8.0

Pengukuran pH setelah fermentasi selama 7 hari menunjukkan kenaikan
pH berkisar 8,0--9.0. Sumber nitrogen yang digunakan dalam penelitian adalah
natium nitrat (NaNOs). Penggunaan nitrat sebagai sumber nitrogen menyebabkan
pH medium mengalami kenaikan karena dihasilkannya ion OH". Nitrat harus
diubah terlebih dahulu oleh sel ke dalam bentuk ammonium (NHs) agar dapat
digunakan. Pada proses tersebut nitrat (NO3’) terlebih dahulu diubah menjadi
nitrit (NO2") dengan bantuan enzim nitrat reduktase. Nitrit (NO2") kemudian
diubah menjadi ammonium (NHs) dengan bantuan enzim nitrit reduktase. Proses
perubahan nitrat (NO3") menjadi ammonium (NHs3) dilakukan dengan
menggunakan ion H* pada medium dan pada akhir reaksi dihasilkan ion OH" yang
menyebabkan kenaikan pH pada medium fermentasi. Proses kenaikan pH akibat
perubahan nitrat menjadi ammonium dilaporkan oleh Deacon (2006: 118) dan
George dkk. (2008: 69--70).

Medium dengan konsentrasi sukrosa sebesar 102,3 mM mengalami
penurunan pH dari 7,0 menjadi 6,0. Hal tersebut kemungkinan disebabkan
terakumulasinya asam-asam organik pada akhir fermentasi sehingga
menyebabkan penurunan pH medium. Menurut Deacon (2006: 12), asam-asam
organik dihasilkan fungi melalui fermentasi, asam-asam organik tersebut

menyebabkan pH menjadi asam.
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4.6. Penimbangan biomassa

Hasil penimbangan biomassa kering miselium menunjukkan terjadi
peningkatan miselium yang dihasilkan seiring dengan peningkatan konsentrasi
sukrosa dalam medium. Biomassa terendah yang dapat dihasilkan tanpa adanya
sukrosa sebagai sumber karbon pada medium adalah 2,12 g/L pada konsentrasi O
mM, dan biomassa tertinggi yang dihasilkan adalah 9,35 g/L pada konsentrasi
116,9 mM. Hasil penimbangan biomassa miselium kapang dapat dilihat pada
Tabel 4.6 dan Gambar 4.6.(1) dan 4.6.(2).

Tabel 4.6. Hasil penimbangan biomassa kering miselium Aspergillus flavus

UICC 360

Ekstrak Biomassa (g/L)

omM 2,12

58,5 mM 5,14

73 mM 6,11

87,7 mM 1,577

102,3 mM 7,578

116,9 mM 9,35

Peningkatan biomassa tersebut kemungkinan disebabkan sumber karbon
yang terdapat pada medium. Menurut Losada dkk. (2009: 1), spesies Aspergillus
menghasilkan metabolit sekunder ketika pertumbuhannya selesai atau terdapat
kehadiran spesies fungi lain. Metabolit sekunder tersebut berhubungan dengan
pertumbuhan dan perkembangan fungi. Sumber karbon merupakan building block
untuk pembentukan hifa. Oleh karena itu, jika konsentrasi sukrosa dalam medium
besar, maka biomassa yang dihasilkan tinggi, sebaliknya jika konsentrasi sukrosa
dalam medium rendah maka biomassa yang dihasilkan rendah pula. Menurut
Hajjaj dkk. (2001: 2597), sumber karbon yang tersedia pada medium digunakan
oleh kapang untuk pembentukan massa sel dan metabolit sekunder. Peningkatan
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konsentrasi sukrosa pada medium mengakibatkan peningkatan produksi miselium
juga ditunjukkan pada fermentasi asam sitrat oleh Aspergillus niger ATCC 9142
(Kiel dkk. 1981: 3).

Keterangan:

(a) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosa 0 mM
(kontrol)

(b) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosa 58,5 mM

(c) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosa 73 mM

(d) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosa 87,7 mM

(e) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosal02,3 mM

(f) Biomassa hasil fermentasi medium dengan konsentrasi sukrosa 116,9 mM

Gambar 4.6.(1). Biomassa kering miselium hasil fermentasi

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

0 87.7

58.5 73 102.3 116.9

biomassa (g/L)
OFRPNWPRKMOUIO N OO OO

konsentrasi sukrosa (mM)

Gambar 4.6.(2). Histogram penimbangan biomassa kering miselium
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4.7. Ekstraksi

Ekstraksi senyawa anti-Candida albicans dilakukan berdasarkan penelitian
pendahuluan oleh Rafliyanti (2010: 11), menggunakan pelarut etil asetat yang
bersifat semipolar. Pemilihan pelarut yang digunakan disebabkan sifat kepolaran
dari senyawa anti-Candida albicans yang dihasilkan Aspergillus flavus UICC 360
diduga bersifat semipolar, sehingga terjadi interaksi antara senyawa dengan etil
asetat sebagai pelarutnya. Interaksi yang terjadi tersebut disebabkan kesamaan
tingkat kepolaran. Hasil ekstraksi berupa ekstrak cair. Ekstrak cair kemudian
dievaporasi menggunakan rotary evaporator untuk menguapkan pelarut yang
telah mengikat senyawa metabolit, sehingga diperoleh ekstrak murni metabolit.
Menurut Brooks (1974: 117), senyawa kimia akan terlarut dalam pelarut yang
memiliki sifat kepolaran yang sesuai dengan senyawa tersebut. Menurut Khopkar
(2002: 86--87), pelarut polar akan melarutkan senyawa polar, dan pelarut
nonpolar akan melarutkan senyawa nonpolar.

Gambar 4.7. Ekstrak murni hasil evaporasi

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.8. Pengujian Aktivitas Anti-Candida albicans dari Ekstrak Kapang
dengan Metode Paper Disk Assay

Pengujian aktivitas ekstrak senyawa anti-Candida albicans kapang
Aspergillus flavus UICC 360 dilakukan dengan metode Paper Disk Assay.
Pengujian dilakukan pada ekstrak kontrol, E1, E2, E3, E4, dan E5. Hasil
pengujian menunjukkan ekstrak E1, E2, E3, E4, dan E5 dalam etil asetat memiliki

aktivitas anti-Candida albicans, sedangkan ekstrak kontrol tidak menunjukkan
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adanya aktivitas antifungi terhadap Candida albicans UICC Y-29. Hasil
pengamatan uji aktivitas anti-Candida albicans dapat dilihat pada Tabel 4.8.(1).

Aktivitas anti-Candida albicans dari pengujian ditandai dengan
terbentuknya zona hambat di sekeliling kertas cakram yang mengandung ekstrak
senyawa antifungi dari kapang Aspergillus flavus UICC 360 dalam etil asetat.
Zona hambat yang terbentuk menunjukkan bahwa ekstrak tersebut mengandung
senyawa metabolit sekunder berupa senyawa anti-Candida albicans yang
berdifusi ke dalam medium agar dan membunuh mikroorganisme uji yang
terkandung di dalamnya. Hal tersebut ditunjukkan dengan daerah jernih yang
terbentuk di sekeliling kertas cakram, yang mengindikasikan tidak terdapat
pertumbuhan Candida albicans hingga masa inkubasi selama 2 hari. Menurut
Rafliyanti (2010: 16), Aspergillus flavus UICC 360 menghasilkan metabolit
sekunder berupa lovastatin yang dapat menghambat pertumbuhan Candida
albicans UICC Y-29. Kumar dkk. (2000: 100) menyatakan bahwa lovastatin
dalam bentuk B-hidroksi menunjukkan kemampuan antifungi terhadap

Rhodotorula rubra, Mucor racemosus, dan Neurospora crassa.
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Tabel 4.8.(1) Hasil pengujian aktivitas antifungi ekstrak kapang Aspergillus
flavus UICC 360 dengan Paper Disk Assay Method terhadap
Candida albicans UICC Y-29, inkubasi selama 48 jam di suhu

ruang
C. albicans
Ekstrak Pengulangan Diameter Diameter
- (mm) rata-rata (mm)
1 - - -
Kontrol 2 - - -
3 - - -
1 = 25
El 2 + 4,0 3,50+ 0,87
3 i 4,0
1 g 50
E2 2 + 6,0 516+ 0,76
3 it 45
1 i+ 7,5
E3 2 + 9.9 6,17 £1,15
3 g 55
1 L 6,5
E4 2 + 95 8,33+ 1,61
3 + 9,0
1 + 7,0
E5 2 + 9.0 7,50+1,32
3 i 6.5
Keterangan:
+ : terbentuk zona hambat - :tidak terbentuk zona hambat

Kontrol : Ekstrak A. flavus (0 mM dalam etil asetat)
E1l :Ekstrak A. flavus (58,5 mM dalam etil asetat)
E2 :Ekstrak A. flavus (73 mM dalam etil asetat)

E3 : Ekstrak A. flavus (87,7 mM dalam etil asetat)
E4 : Ekstrak A. flavus (102,3 mM dalam etil asetat)
E5 : Ekstrak A. flavus (116,9 mM)
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Keterangan:

(@) Pengujian ekstrak kontrol terhadap Candida albicans UICC Y-29
(b) Pengujian ekstrak E1 terhadap Candida albicans UICC Y-29

(c) Pengujian ekstrak E2 terhadap Candida albicans UICC Y-29

(d) Pengujian ekstrak E3 terhadap Candida albicans UICC Y-29

(e) Pengujian ekstrak E4 terhadap Candida albicans UICC Y-29

(f) Pengujian ekstrak E5 terhadap Candida albicans UICC Y-29

+  :Nystatin

- : Etil asetat

H,0 : Kontrol medium

Kontrol (sukrosa 0 mM) E3 : Ekstrak (sukrosa 87,7 mM)
El : Ekstrak (sukrosa 58,5 mM)  E4 : Ekstrak (sukrosa 102,3 mM)
E2 : Ekstrak (sukrosa73 mM) E5 : Ekstrak (sukrosa 116,9 mM)

Gambar 4.8.(1). Hasil pengujian aktivitas anti-Candida albicans dari ekstrak
kapang Aspergillus flavus UICC 360 dengan berbagai
konsentrasi sukrosa pada medium fermentasi, inkubasi 48 jam

di suhu ruang

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Zona hambat yang terbentuk pada ekstrak yang mengandung senyawa
anti-Candida albicans merupakan zona hambat total dan diduga tidak terdapat
pertumbuhan di sekitar paper disk. Zona hambat total diperlihatkan dengan
daerah jernih di sekeliling kertas cakram. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
kapang Aspergillus flavus UICC 360 menghasilkan senyawa anti-Candida
albicans yang bersifat fungisidal, atau memiliki kemampuan membunuh Candida
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albicans sehingga tidak terdapat lagi pertumbuhan sel. Menurut Poeloengan
(2009: 65--66), zona hambat total menunjukkan bahwa senyawa antimikroba yang
dihasilkan mampu membunuh mikroorganisme, terlihat dari daerah jernih di
sekeliling kertas cakram, sedangkan zona hambat parsial menunjukkan bahwa
senyawa antimikroba bersifat menghambat pertumbuhan mikroorganisme, bukan
membunuhnya, terlihat dari daerah yang keruh di sekitar kertas cakram. Menurut
Carlile dkk. (2001: 179), fungisidal merupakan senyawa yang daya kerjanya
bersifat mematikan sel.

Mekanisme penghambatan yang dilakukan oleh senyawa anti-Candida
albicans yang dihasilkan Aspergillus flavus UICC 360 belum diketahui, namun
diperkirakan mekanisme penghambatan yang terjadi serupa dengan mekanisme
penghambatan oleh agen antifungi yang diketahui dapat menghambat
pertumbuhan C. albicans, contohnya nystatin. Menurut Nedal dkk. (2007: 7400),
nystatin menyebabkan kerusakan membran sel khamir, yang disebabkan oleh
kebocoran dari komponen internal seperti K*, Ca?*, Mg?*, dan PO’, serta diikuti
oleh penghambatan terhadap glikolisis dan sintesis protein sehingga menyebabkan
kematian sel.

Kontrol positif yang digunakan dalam pengujian aktivitas antifungi
terhadap Candida albicans adalah senyawa antifungi nystatin dengan konsentrasi
1.000 ppm. Diameter zona hambat rata-rata nystatin terhadap C. albicans lebih
besar jika dibandingkan ekstrak kontrol, E1 dan E2 dalam etil asetat, namun lebih
kecil jika dibandingkan dengan ekstrak E3, E4, dan E5, yaitu berukuran 5,5 +
0,131 mm. Menurut Hogg (2005: 362), nystatin merupakan agen antifungi
golongan polyene yang akan berikatan dengan sterol dan membentuk pori. Pori
tersebut akan mengganggu integritas membran sel target dan menyebabkan
kebocoran elektrolit seperti ion K.

Hasil pengujian ekstrak kontrol dari Aspergillus flavus UICC 360 tidak
menunjukkan aktivitas antifungi terhadap khamir C. albicans UICC Y-29. Hal
tersebut terlihat dari tidak terbentuknya zona hambat di sekitar kertas cakram dan
mengindikasikan bahwa ekstrak kontrol tidak memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan maupun membunuh mikroorganisme uji yaitu khamir

C. albicans. Aktivitas anti-Candida albicans hanya terlihat pada daerah di sekitar
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kertas cakram yang mengandung nystatin 1.000 ppm. Diduga ekstrak kontrol dari
Aspergillus flavus UICC 360 tidak menghasilkan senyawa anti-Candida albicans
atau menghasilkan dalam jumlah yang sangat sedikit sehingga tidak berhasil

diekstraksi menggunakan pelarut organik.

Tabel 4.8.(2). Konsentrasi ekstrak Aspergillus flavus UICC 360 yang disetarakan
dengan konsentrasi antifungi nystatin berdasarkan perbandingan
zona hambat

Diameter Diameter

(m m) rata-rata (m m) Konsentrasi

Pengulangan

4,0
50 55+0,131 1.000 ppm
7

Nystatin

Kontrol 7 = 0 ppm

2,5
4,0 3,50+ 0,87 636,5 ppm
4,0

El

S
6,0 516+0,76 938,1 ppm
4,5

E2

75
5,5 6,17+1,15 1.122,3 ppm
o

E3

6,5
9,5 833+ 161 1.515,2 ppm
9,0

E4

7,0
9,0 7,50£1,32 1.364,3 ppm
6,5

ES

W NN P W N PO DN PN PN POWO DN PO DN -
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Diameter zona hambat rata-rata ekstrak E1 dalam etil asetat adalah 3,50 +
0,87 mm. Aktivitas anti-Candida albicans ekstrak E1 dalam etil asetat setara
dengan aktivitas antibiotik nystatin dengan konsentrasi 636,5 ppm. Diameter
zona hambat rata-rata ekstrak E2 dalam etil asetat adalah 5,16 + 0,76 mm.
Aktivitas anti-Candida albicans ekstrak E2 dalam etil asetat setara dengan
aktivitas antibiotik nystatin dengan konsentrasi 938,1 ppm. Diameter zona
hambat rata-rata ekstrak E3 dalam etil asetat adalah 6,17 £ 1,15 mm. Aktivitas
anti-Candida albicans ekstrak E3 dalam etil asetat setara dengan aktivitas
antibiotik nystatin dengan konsentrasi 1.122,3 ppm. Diameter zona hambat rata-
rata ekstrak E4 dalam etil asetat adalah 8,33 + 1,61 mm. Aktivitas anti-Candida
albicans ekstrak E4 dalam etil asetat setara dengan aktivitas antibiotik nystatin
dengan konsentrasi 1.515,2 ppm. Diameter zona hambat rata-rata ekstrak E5
dalam etil asetat adalah 7,50 + 1,32 mm. Aktivitas anti-Candida albicans ekstrak
E5 dalam etil asetat setara dengan aktivitas antibiotik nystatin dengan konsentrasi
1.364,3 ppm. Berdasarkan ukuran diameter zona hambat yang terbentuk, ekstrak
E3, E4, dan E5 dalam etil asetat memiliki kemampuan yang lebih baik dalam
menghambat pertumbuhan C. albicans dibandingkan dengan ekstrak E1 dan E2
dalam etil asetat.

d*
cd*
C*
i bc* b*
] b*
] a* I
El E2 E3 E4 E5

kontrol

-

diameter zona bening
OFRPNWPKMUILO N0 OO

nystatin

konsentrasi sukrosa

Keterangan:
* Huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan nyata (P > 0,05)

Gambar 4.8.(2). Histogram diameter zona hambat yang dihasilkan dari ekstrak
kapang Aspergillus flavus UICC 360 dibandingkan dengan
nystatin
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Setiap konsentrasi sukrosa yang terdapat pada medium memberikan hasil
yang berbeda terhadap aktivitas anti-Candida albicans yang dihasilkan
Aspergillus flavus UICC 360. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk (a.= 0,05)
terhadap data diameter zona hambat menunjukkan bahwa data berdistribusi
normal (P > 0,05) (Lampiran 9). Hasil uji homogenitas Levene (a.= 0,05)
terhadap diameter zona hambat (o = 0,05) menunjukkan bahwa data bervariasi
homogen (p < 0,05) (Lampiran 10). Hasil uji Anava 1-faktor (a. = 0,05)
menunjukkan terdapat perbedaan antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan (P > 0,05) (Lampiran 11). Hasil uji perbandingan berganda Least
Significancy Difference (LSD) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata
pada diameter zona hambat antara nystatin dengan kontrol dan ekstrak .
Berdasarkan histogram (Gambar 4.8.(2)), diketahui aktivitas anti-Candida
albicans terbesar terdapat pada ekstrak E4, yaitu dengan menghasilkan zona
hambat sebesar 8,33 mm meskipun tidak berbeda nyata dengan E5. Data kontrol
tidak menunjukkan adanya diameter zona hambat sehingga berbeda nyata dengan
perlakuan dan nystatin. Data E1, E2, dan nystatin menunjukkan diameter zona
hambat yang tidak berbeda nyata, yaitu 3,50, 5,16 dan 5,50. Berdasarkan data
yang diperoleh, rata-rata diameter zona hambat yang dihasilkan semakin
meningkat dari E1 hingga E4, selanjutnya mengalami penurunan pada E5.

Penelitian ini memberikan hasil bahwa terdapat pengaruh konsentrasi
sukrosa yang terdapat dalam medium fermentasi dengan aktivitas anti-Candida
albicans. Ekstrak E4 (sukrosa 102,3 mM) menunjukkan aktivitas tertinggi dalam
menghasilkan senyawa anti-Candida albicans, ditunjukkan dengan diameter zona
hambat terbesar dibandingkan ekstrak lain.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Terdapat pengaruh konsentrasi sukrosa 0 mM, 58,5 mM, 73 mM, 87,7 mM,
102,3 mM dan 116,9 mM terhadap aktivitas anti-Candida albicans dari
Aspergillus flavus UICC 360, yaitu meningkatkan aktivitas anti-Candida
albicans pada konsentrasi sukrosa 0 mM sampai dengan 102,3 mM.

2. Ekstrak E4 (sukrosa 102,3 mM) menunjukkan aktivitas anti-Candida
albicans terbesar dari Aspergillus flavus UICC 360, dengan diameter zona
hambat yang terbentuk pada pengujian menggunakan metode Paper Disk
Assay sebesar 8,33 mm + 1,61 (setara dengan aktivitas antifungi nystatin
1.515,2 ppm).

5.2. Saran

1. Perlu dilakukan analisis kimia senyawa anti-Candida albicans untuk
mengetahui senyawa antifungi yang dihasilkan dari Aspergillus flavus UICC
360.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai pengaruh nutrien lain dalam

medium CDB dalam menghasilkan antifungi dari Aspergillus flavus UICC
360.
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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Pembuatan stock culture dan working culture

Ll

Pengamatan biakan Aspergillus flavus UICC 360 dan Candida albicans
UICC Y-29

gs

Enumerasi hifa serta konidia kapang dan sel khamir

s

Fermentasi senyawa anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus
UICC 360

Ll

Penimbangan biomassa kering miselium Aspergillus flavus UICC 360

ol

Ekstraksi senyawa anti-Candida albicans dari Aspergillus flavus UICC

g L

Pengujian aktivitas anti-Candida albicans dari ekstrak kapang dengan
metode Paper Disk Assay

4L

Penyusunan dan analisis data

4L

Penulisan skripsi
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Lampiran 2. Panduan Warna Castell-Polychromos N0.9216

PRIDURT WIARIR CASTEE-POLYCHREONOS (. 9216

101
Putih

104
Kuning

105
Kuning langsat

106
Kuning kunyit

107
Kuning limau

108
Kuning kepodang

109
Kuning jenar

113
| Jingga muda

B 115
| Jingga tua

117
Merah merona

] 118
| Merah marak

121
Merah dadu

o] 124
| Merah serah mawar

126
| Merah serah tua

B 127
.| Merah serah muda

| 128
Merah mengkudu mawar

129

B 131
Merah daging medium

133

Merah anggur
134

Merah lembayung

E- ¥ 136

e § Ungu loh
137
Ungu terung

TR = 139
i Ungu muda

141
Biru Delft

] 146
Biru langit

147
| Biru muda

| B 148
o | Biru jelah
‘ B 149
¥ | Biru Cina

| 150

§l Biru Berlin

151
M8 | Biru Prusia
153
Biru merak
155
Balu
159
Hijau rumput

| Hijau getah

- | 168
_| Hijau lumut

171
Hijau muda

| 173
i e Hijau zaitun

.| 180
| Coklat jangat

182
*| Hartal coklat

.| 183
Hartal emas

184
Hartal

¥ 187
| Hartal rentung

189
Kayu manis

|| 190
| Merah Venetia

191
Merah Pompei

| Ry A

192

Merah Indian
194
Lembayung

195
Abu-abu muda

196
Abu-abu perak

r——

. 197
| Nilajada

Hitam sabak

[ 199
hitam

Universitas Indonesia

Pengaruh konsentrasi..., Adisty Paramitha, FMIPA Ul, 2012




60

Lampiran 3. Enumerasi Hifa dan Konidia Kapang

Diinkubasi

7 hari

Working Medium Ditambahkan @
culture PDA il 5

akuades steril 5 ml

Iml I1ml Iml 1ml 4
e \f\f\f\ A
H 'l
1_06 10“ 10—‘ 02 16'1

Diinkubasi
48 jam

" A

[CFU Tl = Jumlah rata-rata koloni Perhitungan

Volume inokulum (ml) x faktor pengenceran jumlah
CFU/ml
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Lampiran 4. Enumerasi Sel Khamir

A

:>

Ditambahl(an
akuades steril 5 ml

-

Working  Meadium
culture YMA

lml Iml 1ml Iml 1ml P

' YT 'AYE \ /

\\ 107 10€ 10° 107 103 107 10]

100 \
ul 1 v
= = = Diinkubasi
— = = N i
FU/m] = Jumlah rata-rata koloni Perhitungan
Volume inokulum (ml) x faktor pengenceran jumlah
CFU/ml
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Lampiran 5. Fermentasi Senyawa Anti-Candida albicans dari
Aspergillus flavus UICC 360

D
- =
|:> Diinkubasi |:> I:> .
7 hari %;1 _@ﬂ

i\_ ! e |

Working Med'ium Ditambahkan akuades

(=3 1 A -
culture PDA steril 3 ml {'& { 4
Suspensi 1ml
spora [1,33--2.58] x 107
|V CFU/ml

?.- "= F * \
pH medium <:|
=SV AVAYAVAYAYA
O0mM 585 73mM 87.7 1023 116.9
Fermentasi, mM mM mM mM

28--30°C,
100 rpm, 7 hr |:> Dilakukan pengukuran pH,
pengamatan warna medium,
pengamatan warna miselium
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Lampiran 6. Ekstraksi Senyawa Anti-Candida albicans

[ Dilakukan pengukuran ]

biomassa
L Dikeringkan SR
Dllakukan Miselium g Ditambah
dalam oven Kan etil
penyaringan an eti
medium hasil asetat
fermentasi dengan
dengan : volume
kertas saring Ditambahkan yang
k HCl hingga sama
dengan
kultur
Dilakukan
o ; penguapan
Diperoleh ekstrak hasil dengan
evaporator,

fermentasi yang akan digunakan
dalam pengujian anti-Candida
albicans

40 °C, 10--
15 menit

Lampiran 7. Penimbangan Biomassa Kering

Dikeringkan
dalam oven, 40 °C

———

_- Qertling| J

Dilakukan
penimbangan
biomassa kering
miselium
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Lampiran 8. Bioassay ekstrak senyawa anti-Candida albicans
menggunakan metode Paper Disk Assay

Suspensi
khamir

O Kontrol positif
Q(ontrol negatif

O Kontrol H,O

O Ekstrak

40 °C ? 30 ul Dibiarkan
- ckstrak mengeras
diteteskan ‘
perlahan
pada O d=10 mm
paper disk =
@ steril ! (] |
R ali—
Diinkubasi 48 f@'\; Diletakkan )
jam, suhu ruang . paper dlsk
steril diatas
medium yang
Diameter zona telah dibagi
hambat yang menjadi 4

0.2ml - - f
suspensi

Candida ; Suspensi dituang ke
(2,28--3,67) i - dalam cawan petri

x 108 CU/ml ‘

terbentuk diukur kuadran
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Lampiran 9.

Uji Shapiro & Wilk terhadap data diameter zona hambat dari ekstrak kapang
Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29

Tujuan . untuk mengetahui normalitas data
Hipotesis
Ho . data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus
UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29 berdistribusi
normal
Ha . data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus
UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29 tidak

berdistribusi normal

Keterangan:
Nilai yang digunakan adalah db = n =21, P = probabilitas

Kriteria keputusan:
1. Jika P > 0,05 maka Hg diterima
2. Jika P < 0,05 maka Hg ditolak

e Hasil perhitungan uji normalitas Shapiro & Wilk terhadap data diameter zona
hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida
albicans UICC Y-29

Shapiro-Wilk
Statistic df p
Diameter zona hambat 0,935 21 0,171

P=0,171 — P > 0,05 maka Hy diterima

Kesimpulan:
1. Data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus UICC 360
terhadap Candida albicans UICC Y-29 berdistribusi normal
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Lampiran 10.

Uji homogenitas Levene terhadap data diameter zona hambat dari ekstrak kapang
Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29

Tujuan . untuk mengetahui homogenitas data
Hipotesis
Ho : data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus
UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29 bervariansi
homogen
H,  :data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus
UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29 tidak

bervariansi homogen

Keterangan:
P = probabilitas

Kriteria keputusan:
1. Jika P > 0,05 maka Hg diterima
2. Jika P < 0,05 maka Hg ditolak

e Hasil perhitungan uji homogenitas Levene terhadap data diameter zona
hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida
albicans UICC Y-29

Levene
Statistic dif di2 P
2,812 6 14 0,052

P =0,052 — P > 0,05 maka Hy diterima

Kesimpulan:
1. Data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus UICC 360

terhadap Candida albicans UICC Y-29 bervariansi homogen.
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Lampiran 11.

Uji Anova terhadap data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus
flavus UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29

Tujuan . untuk mengetahui nilai rata-rata diameter zona hambat berbeda

nyata atau tidak

Hipotesis
Ho . nilai rata-rata data diameter zona hambat dari ekstrak kapang
Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-
29 tidak berbeda nyata

Ha(1) : nilai rata-rata data diameter zona hambat dari ekstrak kapang
Aspergillus flavus UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-
29 berbeda nyata

Keterangan: P = probabilitas

Kriteria keputusan:
1. Jika P > 0,05 maka Ho diterima
2. Jika P < 0,05 maka Ho ditolak

Hasil perhitungan:

1. Ujiberganda Least Significancy Difference (LSD) terhadap data diameter
zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus UICC 360 terhadap
Candida albicans UICC Y-29

Diameter zona hambat

Chi-Square 15,726
df 6
P 0,00

P =0,00 = P < 0,05, maka Ho ditolak

Kesimpulan:
e Nilai rata-rata data diameter zona hambat dari ekstrak kapang Aspergillus flavus

UICC 360 terhadap Candida albicans UICC Y-29 berbeda nyata.
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