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ABSTRAK 
 

 
Nama            : Sujuliyani 

Program Studi      : Magister Ilmu Kelautan 

Judul : Isolasi dan Produksi Senyawa dengan Aktivitas  
Sitotoksik Terhadap Sel Kanker Leher Rahim (HeLa) dan Sel 
Kanker Payudara (T47D) dari Kapang Laut Emericella 
nidulans Asal Perairan Wakatobi Sulawesi Tenggara 
 
 

Kapang dari lingkungan laut  (marine derived fungi) salahsatunya adalah Emericella 
nidulans diketahui menghasilkan senyawa aktif emestrin.  Penelitian ini bertujuan 
untuk mengisolasi senyawa target selain senyawa emestrin dari fraksi teraktif yang 
dihasilkan oleh ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans, mengetahui efek 
sitotoksik senyawa target tersebut terhadap sel kanker payudara (T47D) dan sel 
kanker leher rahim (HeLa).  Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk melakukan 
produkasi senyawa target.  Produksi senyawa target dari  kapang laut Emericella 
nidulans, dilakukan dengan tiga medium fermentasi yang berbeda yaitu Malt Ekstract 
Broth (MEB), Soluble Starch Soytone (SWS) dan Minimum Fungi Medium (MFM). 
Waktu yang digunakan untuk fermentasi produksi senyawa target adalah 1, 2, 3, 4 
dan 5 minggu.  Senyawa target selain emestrin berhasil diisolasi dari ekstrak 
miselium Emericella nidulans.  Senyawa target yang diisolasi memiliki perbedaan 
dengan emestrin berdasarkan nilai rf pada KLT, serapan UV dan 1H-NMR. Senyawa 
target  memiliki aktitas sitotoksik yang kuat terhadap sel HeLa dan sel T47D dengan  
IC50 berturut-turut sebesar 21,2 dan  20,9 µg/ml.  Hasil produksi senyawa target 
paling baik dihasilkan di medium Malt Ekstract Broth (MEB) pada minggu ke-3. 
 
Kata kunci : Emericella nidulans, sel kanker payudara (T47D), sel kanker leher rahim 

(HeLa), kapang laut.  
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ABSTRACT 
 

 

Name            : Sujuliyani 

Majority          : Magister of Marine Sains 

Title  : Isolation and production of cytotoxic compound against  
cervix cancer cell (HeLa) and breast cancer cell (T47D) from 
marine fungi, Emericella nidulans from Wakatobi Marine 
National Park, South East Sulawesi. 
 

 

Marine fungi Emericella nidulans has known as its emestrin active compound. In this 
present study, we focused on extracting coumpounds beside emestrin as the most 
targeted coumpound isolated from mycelium marine fungi Emericella nidulans in  
cervix cancer cell (HeLa) and breast cancer cell (T47D).  Productions from the 
targeted compound were seeding in fermented media Malt Extract Broth (MEB), 
Soluble Starch Soytone (SWS) and Minimum Fungi Medium (MFM).  The timing 
production of fermenting compound were 1,2,3, 4 and 5 weeks.  The targeted 
compound beside emestrin has been successfully isolated from Emericella nidulans 
mycelium.  The targeted compound was different with emestrin base on rf value on 
TLC, UV and 1H-NMR spectrum.  The targeted compound showed has a cytoxic 
activity against HeLa and T47D cell with IC50 value of 21,5 µg/ml and 20,9 µg/ml 
respectively.  The highest yield of the targeted compound was found in MEB after 3 
week of fermentation.  
 

 
 
Keywords:  Emericella nidulans, breast cancer cell (T47D), cervix cancer cell 

(HeLa), marine fungi. 
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BAB 1 
PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Kapang yang berasal dari lingkungan laut (marine-derived fungi) dikenal 

memiliki metabolit sekunder aktif yang potensial dikembangkan sebagai senyawa 

obat, salah satu diantaranya adalah kapang Emericella nidulans var. acristata yang 

diisolasi dari alga hijau laut asal Mediterania yang dilaporkan mengandung senyawa 

arugosins G dan H. Kedua senyawa tersebut memiliki aktivitas antitumor dengan 

nilai rata-rata  IC50 5,5 µg/mL (Kralj et al., 2005).  Penelitian kapang laut lain 

dilakukan oleh Holler et al. (2000) yang berhasil mengisolasi senyawa aktif asperazin 

dari kapang Aspergillus niger yang merupakan kapang endofit spons Hyrtios proteu. 

Kapang Trichoderma harzianum yang diisolasi dari spons Holichondria okadai juga 

dilaporkan menghasilkan senyawa aktif trichodenone A-C . 

Senyawa aktif lain yang diperoleh dari kapang laut adalah senyawa 

aspergilide A yang memiliki aktifitas terhadap sel lestari 1210 dengan IC50 sebesar 

2,1µg/mL.  Senyawa tersebut dihasilkan dari kapang laut Aspergillus ostianus yang 

diisolasi dari spons laut (Kito et al., 2008).  Penelitian senyawa aktif dari kapang laut 

juga dipublikasikan  oleh Hiort et al. (2004) dari kapang laut Aspergilus niger  yang 

diisolasi dari spons Axinella damicornis menghasilkan senyawa bicoumanigrin yang 

memiliki sitotoksik moderat terhadap panel cell line. 
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Kegiatan pencarian senyawa bioaktif dari kapang laut (marine fungi) sudah 

dilakukan sejak tahun 2008 oleh Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan 

Bioteknologi Kelautan dan Perikanan (BBRP2B-KP).  Pencarian senyawa bioaktif  

kapang laut diantaranya berasal dari pantai Binuangen, Kabupaten Lebak, Banten, 

perairan sekitar Kota Manado, Sulawesi Utara, perairan sekitar Pulau Pramuka, 

Kepulauan Seribu, DKI Jakarta dan Taman Nasional Laut Wakatobi, Sulawesi 

Tenggara. Inang (hospes) kapang laut sebagian besar berasal dari spons (Porifera) 

karang lunak (Coelenterata), ascidia dan rumput laut merah. 

Salah satu kapang laut yang diisolasi dari ascidia Aplidium longithorax asal 

perairan Taman Nasional Laut Wakatobi, Sulawesi Tenggara dilakukan oleh Balai 

Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan (BBRP2B-

KP) adalah kapang Emericella nidulan (kode isolat MFW-39-08).  Nursid et al. 

(2011) melaporkan bahwa ekstrak miselium kapang Emericella nidulan mengandung 

senyawa makrosiklik epidithiodioxopiperazine (emestrin) yang memiliki aktivitas 

antikanker. Rumus molekul senyawa tersebut adalah C27H22N2O10S2 , serta memiliki 

aktivitas sitotoksik kuat terhadap sel kanker payudara (T47D), HepG2, C28 dan Hela 

dengan IC50 berturut-turut sebesar 1,7 µg/mL, 4,3 µg/mL, 2,6 µg/mL, dan 12,8 

µg/mL.  Sebaliknya, senyawa tersebut tidak toksik terhadap sel normal Vero dengan 

IC50 sebesar 258,8 µg/mL. 

Fraksi senyawa aktif dari ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans 

menghasilkan satu fraksi paling aktif terhadap sel kanker T47D.   Fraksi teraktif 

tersebut terdapat 3 spot senyawa dalam sistem kromatografi lapis tipis (KLT). Salah 
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satu dari spot tersebut berhasil diisolasi dan diintentifikasi sebagai emestrin (Nursid 

et al., 2011).  Dua spot lain dari fraksi teraktif tersebut diperkirakan memiliki aktifitas  

sitotokasik terhadap sel lestari kanker. 

Isolasi terhadap dua senyawa target tersebut sangat menarik untuk dilakukan 

penelitian lebih lanjut untuk menambah informasi kandungan senyawa aktif yang 

terdapat dalam ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans.    

Optimasi produksi senyawa target dari ekstrak kasar miselium kapang laut 

Emericella nidulans perlu dilakukan dengan harapan memberikan petunjuk awal jenis  

media fermentasi paling baik untuk memproduksi senyawa bioaktif paling optimal 

serta  waktu fermentasi paling optimal dalam memproduksi senyawa bioaktif. 

1.2. Masalah Penelitian 

1.2.1 Apakah fraksi teraktif yang mengandung senyawa emestrin dari kapang 

laut Emericella nidulas dapat diperoleh dengan metode yang sama 

sebagaimana dilakukan Nursid et al. (2011) dan pengisolasian senyawa 

target selain emestrin dapat dilakukan?  

1.2.2 Bagaimana aktivitas sitotoksik senyawa target yang diisolasi terhadap 

sel lestari kanker payudara (T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa)? 

1.2.3  Media fermentasi dan waktu fermentasi manakah yang mampu 

memberikan produksi senyawa target paling optimal?  
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah : 

1.3.1  Mengisolasi senyawa target selain  senyawa emestrin  dari fraksi teraktif 

yang dihasilkan oleh miselium kapang laut Emericella nidullans. 

1.3.2 Mengetahui efek sitotoksik senyawa target tersebut terhadap sel kanker 

payudara (T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa).  

1.3.2 Mengetahui jenis medium fermentasi dan waktu fermentasi paling 

optimal memproduksi senyawa target tersebut. 

1.4 Batasan Penelitian 

1.4.1 Isolasi senyawa aktif dari kapang laut Emericella nidulan dengan metode 

ekstraksi dan fraksinasi sesuai dengan metode Nursid et al. (2011) 

1.4.2 Karakterisasi senyawa bioaktif dari kapang Emericella nidulans dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi cair kecepatan tinggi 

(KCKT) dan Nuclear Magnetic Resonance (1H-MNR) 

1.4.3 Uji sitotoksik senyawa bioaktif kapang Emericella nidulans terhadap sel 

kanker payudara (T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa) 

1.4.4 Produksi senyawa bioaktif dari kapang Emericella nidullans dengan 

media fermentasi Malt Ektract Broth (MEB), Soluble Starch Soytone 

(SWS) danMinimum Fungi Medium (MFM) 
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1.5  Hipothesis Penelitian 

Hipotesis penelitian adalah : 

1.5.1 Ekstrak kasar miselium kapang laut Emericella nidulans dari fraksi 

teraktif mampu menghasilkan senyawa target derivat  emestrin. 

1.5.2 Senyawa target tersebut juga memiliki efek sitotoksik terhadap sel 

kanker payudara (T47D) dan sel kanker leher rahim sebagaimana 

emestrin. 

1.5.3 Jenis medium fermentasi dan waktu fermentasi kapang laut 

Emericella nidulans sangat mempengaruhi kemampuan kapang laut 

Emericella nidulans dalam memproduksi senyawa target.    

 

 

 

 

 

 

 

Isolasi dan produksi..., Sujuliyani, Magister Ilmu Kelautan, 2012



 

 

6 

  Universitas Indonesia 

BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kapang 

Kapang merupakan organisme eukario, heterotrof, dan umumnya memiliki 

dinding sel yang terbuat dari kitin.  Fungi menguraikan senyawa organik menjadi 

senyawa anorganik dengan bantuan enzim.  Enzim ekstraselular dihasilkan oleh fungi 

untuk mengurai senyawa kompleks menjadi senyawa sederhana agar mudah 

diabsorbpsi (Madigan et al., 2009). 

Kapang atau fungi (tunggal = fungus) adalah mikroorganisme yang tidak 

mengandung klorofil, berbentuk hifa atau sel tunggal, eukaryotik, memiliki dinding 

sel dari kitin atau selulosa, serta dapat berepoduksi dengan cara seksual ataupun 

aseksual.  Kapang dapat berbentuk uniselular ataupun multi selular (Ganjar et al., 

1999).  Kapang multi selular memiliki hifa, yaitu struktur berbentuk tabular yang 

terbentuk dari pertumbuhan spora atau konodia.  Hifa dapat berfungsi untuk 

mengabsopsi nutrien dan tumbuh didalam substrat.  Hifa dapat memiliki septa atau 

tidak.  Hifa yang bersepta dan memiliki satu inti disebut monositik. Hifa yang tidak 

bersepta dan mempunyai banyak inti disebut senositik  (Madigan et al., 2009). 

Miselium dan spora (sel resisten dalam keadaan istirahat atau dorman) 

merupakan bagian dari tubuh atau talus suatu kapang. Miselium merupakan bagian 

tubuh kapang yang menyolok dan miselium dibentuk dari kumpulan hifa yang 

bercabang–cabang membentuk suatu jala dan umumnya berwarna putih.  Hifa berisi 
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protoplasma dikelilingi oleh suatu dinding kuat. Pertumbuhan hifa berlangsung terus 

menerus dibagian apical, sehingga panjangnya tidak dapat ditentukan secara pasti. 

Diameter hifa umumnya tetap, yaitu antara 3 - 30 µm (Gandjar et al., 2006). Spesies-

spesies yang berbeda memiliki diameter berbeda pula, dan  ukuran diameter tersebut 

dapat juga dipengaruhi oleh keadaan lingkungan (Carlile & Watkinson. 1994 ; 

Gandjar et al., 2006).    

2.2 Kapang dari Lingkungan Laut (marine-derived  fungi) 

Kapang yang berasal dari lingkungan laut (marine-derived fungi) dikenal 

memiliki metabolit sekunder aktif yang potensial sebagai obat alami. Kapang laut 

memiliki jalur metabolisme sekunder spesifik dibandingkan fungi terestrial (Mabrouk 

et al., 2008).  Fungi hidup berasosiasi dengan organisme lain, yang tidak memiliki 

struktur mekanisme pertahanan yang jelas.  Organisme tersebut memproduksi zat 

kimia berupa senyawa metabolit sekunder, baik dihasilkan sendiri ataupun berasosiasi 

dengan mikroflora untuk dapat bertahan hidup pada habitat laut (Debbab et al., 2010). 

Kohlmeyer & Kohlmeyer (1979) membagi fungi laut menggunakan definisi 

ekologi menjadi dua, yaitu fungi laut obligat dan fakultatif.  Fungi laut obligat 

merupakan kelompok fungi yang hanya dapat tumbuh dan bersporulasi dalam 

lingkungan laut atau estuarin.  Fungi laut fakultatif merupakan kelompok fungi dari 

lingkungan darat yang mampu tumbuh dan bersporulasi di lingkungan laut. 

Beberapa penelitian tentang kapang laut sudah dilakukan diantaranya adalah 

penelitian yang dilakukan oleh Heller (1999) berhasil mengisolasi 45 isolat 
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Penicillium dari 11 jenis spons dan dihasilkan juga 52 isolat Aspergilus dari 4 jenis 

spons. Holler et al. (2000) dari kapang Aspergillus niger menghasilkan senyawa aktif 

asperazine, diisolasi dari spons Hyrtios proteu, selain itu juga ditemukan kapang 

Trichoderma harzianum menghasilkan senyawa aktif trichodenone A-C, diisolasi dari 

spons Holichondria okadai. 

Kralj et al. (2005) mengisolasi kapang Emericella nidulans var. acristata 

diisolasi sebagai endophyte dari alga hijau Mediterania. Kapang tersebut 

menghasilkan dua senyawa baru yaitu arugosins G dan H senyawa ini memilki 

aktivitas antitumor dengan nilai rata-rata  IC50 5,5 µg/mL. 

Nursid et al. (2011) melakukan isolasi kapang laut Emericella nidulans atau 

Aspergillus nidulans memiliki toleransi dan adaptasi dalam lingkungan yang berkadar 

garam 30 ‰, dan  merupakan kapang filamentus yang tersebar luas dan bersifat 

kosmopolitan. Koloni tumbuh dengan cepat dengan warna koloni putih kekuningan. 

Namun diperkirakan kapang laut tersebut  bukan merupakan kapang laut sejati 

(marine obligate).  Kemungkinan besar spora kapang ini terbawa aliran air hujan (run 

off) dari daratan kemudian terbawa kelingkungan laut. 

Kapang Emericella nidulans dengan kode MFW 39-08 diisolasi dari ascidia 

Aplidium longithorax. Ascidia merupakan hewan laut dari filum Chordata (kelompok 

hewan yang memiliki tulang belakang) tetapi masih primitif.  Meskipun ascidia 

memiliki tubuh yang lunak dan tidak memiliki tulang belakang tetapi ascidia tidak 

termasuk invertebrata.  Ascidia merupakan hewan yang bersifat sesil dan biasanya 
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hidup menempel pada substrat karang, nama umum dari ascidia sea squirts.  Ascidia 

dikenal sebagai salah satu hewan laut yang banyak mengandung senyawa metabolit 

sekunder  aktif.  Beberapa metabolit yang dihasilkan bersifat toksik sehingga 

memiliki potensi untuk digunakan dalam bidang farmasi. Metabolit yang dihasilkan 

tersebut berfungsi sebagai sarana mempertahankan diri secara kimia.  (Nursid et al., 

2011). 

2.3  Metabolit Sekunder Kapang 

Metabolisme adalah reaksi kimia yang berlangsung di dalam sel.  Metabolit 

merupakan hasil dari proses metabolisme.  Metabolit terdiri atas dua macam, yaitu 

metabolit primer dan metabolit sekunder (Calvo et al., 2002).  Polisakarida, protein, 

lemak, dan asam nukleat, merupakan penyusun utama dari metabolit primer. 

Keseluruhan proses sintesis dan perombakan zat-zat yang dilakukan mikroorganisme 

untuk kelangsungan hidupnya, disebut proses-proses metabolisme primer      

(Manitto, 1992).  

Metabolit sekunder diproduksi sampai kapang mencapai fase logaritmik 

akhir dan memasuki fase stasioner (Bilgrami & Verma, 1994).  Metabolit sekunder, 

meskipun tidak sangat penting bagi eksistensi suatu individu, namun sering berperan 

pada kelangsungan hidup suatu spesies, dalam perjungan menghadapi spesies lain. 

Misalnya zat kimia untuk pertahanan, penarik seks dan feromon (Manitto, 1992).   

Senyawa metabolit sekunder kapang dapat bersifat sebagai antikanker, 

diantaranya  hasil penelitian  Liu et al. (2009) bahwa senyawa metabolit derivat 
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Dimane sesquiterpenoid  yang dihasilkan oleh kapang Aspergillus ustus diisolasi dari 

spons Suberitas demuncula memiliki aktivitas sitotoksik, dengan nilai Inhibition 

consentration 50 (IC50) sebesar 0,6 ug/ml terhadap sel L5178Y.  Penelitian senyawa 

metabolit sekunder dari kapang Emericella nidulans var. acristata yang diisolasi dari 

alga hijau laut asal Mediterania dilaporkan mengandung senyawa arugosins G dan H. 

Kedua senyawa tersebut memiliki aktivitas antitumor dengan nilai rata-rata  IC50 5,5 

µg/mL (Kralj et al., 2005).  Penelitian kapang laut lain dilakukan oleh Holler et al. 

(2000) berhasil mengisolasi senyawa aktif asperazin dari kapang Aspergillus niger 

yang merupakan kapang endofit spons Hyrtios proteu.  Kapang Trichoderma 

harzianum yang diisolasi dari spons Holichondria okadai juga dilaporkan 

menghasilkan senyawa aktif trichodenone A-C . 

Senyawa aktif lain yang diperoleh dari kapang laut adalah senyawa 

aspergilide A yang memiliki aktifitas terhadap sel lestari 1210 dengan IC50 sebesar 

2,1µg/mL.  Senyawa tersebut dihasilkan dari kapang laut Aspergillus ostianus yang 

diisolasi dari spons laut (Kito et al., 2008).  Penelitian senyawa aktif dari kapang laut 

juga dipublikasikan  oleh Hiort et al. (2004) dari kapang laut Aspergilus niger  yang 

diisolasi dari spons Axinella damicornis menghasilkan senyawa bicoumanigrin yang 

memiliki sitotoksik moderat terhadap panel cell line.  Penelitian senyawa metabolit 

dari kapang laut juga dilakukan oleh Pratitis et al. (2010), dari kapang Aspergilus 

ustus menghasilkan metabolit sekunder yang mampu menghambat  89% 

pertumbuhan sel kanker payudara (T47D), serta mampu menghambat pertumbuhan 

radikal bebas sampai 56%. 
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Metabolit sekunder dari kapang laut yang telah dimanfaatkan sebagai 

obat, antara lain adalah kapang Penicillium chrysogenum menghasilkan senyawa 

metabolit sekunder penicillin berfungsi sebagai antibakteri, selain itu kapang 

Cephalosporium acremonium menghasilkan senyawa metabolit sekunder 

Cephalosporin yang juga berfungsi sebagai antibakteri dan kapang Trichoderma 

polysporum menghasilkan senyawa metabolit sekunder Cyc1osporin yang 

berfungsi sebagai imunosupresan (Effendi, 2004).  

Miselium kapang Emericella nidulans menghasilkan senyawa emestrin 

dengan aktivitas sitotoksik terhadap sel T47D, HepG2, C28 dan Hela dengan 

IC50 berturut-turut sebesar 1,7 µg/ml, 4,3 µg/ml, 2,6 µg/ml, dan 12,8 µg/ml, 

namun senyawa tersebut tidak toksik terhadap sel normal Vero dengan IC50 

sebesar 258,8 µg/ml (Nursid et al., 2011) . 

Isolasi senyawa aktif emestrin oleh Nursid et al. (2011) dari miselium kapang 

laut Emericella nidullans diisolasi dari ascidia laut. Senyawa aktif emestrin dengan 

rumus molekul C27H22N2O10S2 memiliki aktifitas sitotoksik yang kuat terhadap sel 

T47D, HepG2, C28 dan Hela dengan IC50 berturut-turut 1,7 µg/ml, 4,3 µg/ml, 2,6 

µg/mL dan 12,8 µg/mL. Senyawa aktif emestrin dapat menyebabkan perubahan yang 

signifikan terhadap morfologi sel T47D, HepG2 dan C28 pada dosis 0,8 µg/mL. 

Aktifitas sitotoksik senyawa aktif tidak begitu kuat terhadap sel vero (sel normal) 

dengan nilai IC50 sebesar 258,8 µg/ml, struktur senyawa emestrin dapat digambarkan 

pada Gambar 1. 
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Gambar1. Struktur senyawa emestrin 
Sumber :  (Nursid, 2012) 

Seya et al. (1985) Pertama kali berhasil mengisolasi emestrin oleh dari kapang 

Emericella striata.  Herath et al. (2005) juga berhasil mengisolasi emestrin dari 

kapang Verticimonosporium ellipticus.  Onodera et al. (2004)  telah mengisolasi 

senyawa MPC 1001 serta beberapa analognya.  MPC 1001 merupakan derivat dari 

emestrin dimana salah satu gugus OH dari emestrin dimana salah satu gugus OH dari 

emestrin berubah menjadi gugus metoksi (OCH3).  MPC1001 memiliki aktivitas 

sitotoksik yang sangat kuat terhadap sel DU145 (tumor prostat) dengan nilai IC50 

sebesar 9,3 mol/L.   

2.4  Fermentasi Kapang  

Fermentasi merupakan proses yang melibatkan aktivitas mikroorganisme 

untuk menghasilkan suatu produk.  Aktivitas tersebut dapat bersifat fermentatif  jika 

tidak melibatkan O2 sebagai akseptor elektron terakhir dan bersifat respiratif jika 

melibatkan O2 (Black, 1999). Aktivitas mikroorganisme bertujuan untuk memecah 
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senyawa kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan memanfaatkan 

enzim-enzimnya (Gandjar et al., 1992).  

Proses fermentasi terdiri atas berbagai macam tipe, antara lain dapat 

diklasifikasikan berdasarkan jenis substrat yang dimetabolisme (Madigan et al., 

2000).  Berdasarkan substratnya, proses fermentasi dapat dibedakan menjadi dua, 

yaitu fermentasi substrat padat dan fermentasi substrat cair.  

Fermentasi dengan cara Batch fermentation merupakan fermentasi dengan 

sistem tertutup, yaitu proses menginokulasi mikroorganisme dalam wadah berisi 

nutrien dan nutrien tidak ditambah lagi ketika fermentasi berlangsung, kecuali 

penambahan oksigen (untuk kapang aerob), antibakteri, dan asam atau basa untuk 

mengontrol pH.  Komposisi medium kultur, konsentrasi biomassa, dan konsentrasi 

metabolit dibiarkan konstan. Batch fermentation merupakan sistem fermentasi yang 

mudah, yaitu hanya satu kali sterilisasi dengan harga peralatan relatif murah.  Hasil 

didapatkan berupa metabolit atau produk  seragam dan konsisten dengan waktu 

relatif cepat (Glazer & Nikaido, 1998).  Fermentasi umumnya menggunakan 

substrat karbohidrat seperti glukosa atau laktosa, kemudian menghasilkan produk 

berupa alkohol atau jenis senyawa organik lainnya disertai gas CO2, H2O, dan 

konsentrasi H+ berlebih (Madigan et al., 2000).  

Nursid et al. (2011)  melakukan fermentasi biomassa kapang Emericella 

nidulans yang diisolasi dari Acidia Aplidium longithorax, di dalam medium SWS 

(Soluble Starch-Soytone) yang mengandung 1% pati dapat larut, 0,2% pepton soya 
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dan 1 L air laut, fermentasi dilakukan secara statis pada suhu 27 - 28°C selama 5 

minggu.  

Fermentasi dengan mengunakan medium Malt Extract Broth (MEB) dengan 

komposisi 0,3 % malt extract, 0,3 % yeast extract dan 0,5 % pepton selama 3 

minggu terhadap kapang laut Trichoderma.Fermentasi dilakukan secara statis pada 

suhu 26 – 28oC (Hikmah, 2011).  Fermentasi mengunakan medium Minimum Fungi 

Medium (MFM) dengan komposisi 0,02% extract yeast, 0,1% soluble starch juga 

dilakukan Pratitis et al., (2010) pada proses fermentasi kapang Aspergillus ustus   

2.5  Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Kapang 

 Kapang memerlukan kondisi yang optimim agar dapat tumbuh dengan baik. 

Faktor-faktor utama yang mempengaruhi pertumbuhan adalah : media/substrat, 

temperatur, cahaya, pH dan kelembapan (Gandjar et al., 2006).  Menurut Gadd 

(1988) umumnya kapang dapat tumbuh dan berkembang dengan baik pada media 

mengandung karbohidrat tinggi. Sumber–sumber karbon dapat digunakan oleh 

kapang untuk pertumbuhannya berasal dari asam-asam organik, alkohol, 

makromolekul seperti protein, polisakarida dan lemak, tetapi glukosa, fruktosa, 

manosa dan galaktosa merupakan sumber karbon yang banyak digunakan dalam 

fermentasi kapang. Amonia, nitrat, nitrit dan urea merupakan sumber nitrogen yang 

umum digunakan oleh kapang untuk pertumbuhannya. Sumber nitrogen dalam 

medium fermentasi kapang diantaranya dapat diperoleh dari soya pepton dan 

extract yeast.   
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 pH substrat sangat mempengaruhi pertumbuhan kapang , karena          

enzim-enzim tertentu hanya akan mengurai suatu substrat sesuai aktivitasnya pada 

pH tertentu dan umumya kapang menyenangi pH media asam (Gandjar et al., 

2006). Namun ada sebagian besar kapang konidial memiliki kisaran pertumbuhan 

pada pH media antara 4 – 8.  Jong (1981) menyatakan selama proses fermentasi 

kapang, pH media dapat berubah, tergantung dari komposisi dan kapasitas 

penyangga dari media, temperatur inkubasi dan jenis senyawa metabolit yang 

dihasilkan.  

 Bugni & Ireland (2004) menyatakan bahwa kapang laut bersifat halotolerant 

dan umumnya memiliki mekanisme metabolisme yang unik sebagai respon atas 

tingginya kadar garam. Kapang halotoleran  memiliki mekanisme osmoregulasi 

yang mengatur produksi senyawa-senyawa polyol dan asam amino dalam 

hubungannya dengan peningkatan konsentrasi ion-ion dalam sitoplasma, dan 

kemungkinan besar produksi metabolit sekunder dari kapang tersebut sensitif 

terhadap perubahan konsetrasi kadar garam (salinitas).     

2.6  Ekstraksi Miselium Kapang 

Ekstraksi adalah proses pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan kelarutan 

terhadap dua cairan berbeda, seperti air dan pelarut organik lain. Tujuan ekstraksi 

yaitu menarik semua komponen kimia yang terdapat dalam sampel. Prinsip ekstraksi 

berdasarkan perpindahan massa komponen zat padat ke dalam pelarut, mulai terjadi 

pada lapisan luar dan berdifusi masuk ke dalam pelarut (Cannell, 1998).  
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Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai cara, contonya seperti maserasi, 

perkolasi, sokhletasi dan refluks. Faktor yang memengaruhi proses ekstraksi antara 

lain adalah : persiapan  sampel, waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, temperatur pelarut 

dan  tipe pelarut (Freimoser, 1999). 

2.7 Pemisahan Senyawa dengan Teknik Kromatografi 

Kromatografi merupakan teknik pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan 

kepolaran (Cannell, 1998).  Komponen akan dipisahkan antara dua fase, yaitu fase 

diam dan fase gerak. Fase diam dapat berupa cairan dan padatan.  Fase gerak atau 

eluen dapat berupa cairan atau gas.  Fase diam akan menahan komponen campuran 

sedangkan fase gerak melarutkan zat komponen campuran.  

Eluen berperan penting dalam proses elusi larutan untuk melewati fase diam 

atau adsorban.  Interaksi antara adsorban dengan eluen sangat menentukan 

terjadinya pemisahan komponen.  Semakin dekat kepolaran antara sampel dengan 

eluen maka sampel akan semakin terbawa oleh fase gerak tersebut.  Eluen 

digolongkan menurut ukuran kekuatan teradopsinya pelarut pada adsorban. 

Penggolongan ini disebut sebagai deret eluetropik pelarut (Cannell, 1998)  

Kromatografi terbagi menjadi beberapa jenis, antara lain kromatografi 

padatan cair, kromatografi partisi, kromatografi penukar ion, kromatografi eksklusi, 

dan kromatografi pasangan ion.  Kromatografi padatan cair tergantung pada 

teradsorpsinya zat padat pada adsorben yang polar seperti silika gel. Salah satu 

contoh dari kromatografi ini yaitu kromatografi lapis tipis (KLT) (Miller, 2005).  
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Kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan fase diam berbahan gel 

silika yang dicampur dengan CaSO4 untuk menambah daya lekat partikel gel 

silika pada adsorban.  KLT relatif lebih cepat, efisien dan sensitif walaupun 

konsentrasi senyawa rendah, sehingga dapat dipisah dan terdeteksi (Sawney & 

Singh, 2006).  

Pairet et al. (1995) menggunakan plat gel silika dengan eluen CH2Cl2 : MeOH 

(19:1, v/v) untuk memisahkan ekstrak kapang Penicillium sclerotiorum, terutama 

senyawa azaphilone.  Selain itu  Burkhardt et al. (1996) menggunakan KLT analitik 

gel silika dengan eluen CHCl3 : MeOH (9:1, v/v), untuk mengelusi ekstrak 

Streptomyces griseoviridis, khususnya mengekstrak senyawa lactone dan 

cineromycin B.  

2.8 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

 Kromatongrafi cair kinerja tinggi (KCKT) atau biasa juga disebut dengan 

HPLC (High Performance Liquid Chromatograhy) merupakan teknik pemisahan 

yang dipergunakan secara luas untuk analisis dan pemurnnian senyawa tertentu. 

Hampir setiap campuran kimia, mulai dari bobot molekul rendah sampai tinggi, dapat 

dipisahkan menjadi komponen-komponen dengan beberapa metode kromatografi 

(Cinquina  et al.,  2003).  KCKT sering dipergunakan dalam pemurnian senyawa dan 

analisis suatu sampel pada sejumlah bidang, antara lain : farmasi, lingkungan dan 

industri-industri  makanan. 

 Kromatografi cair kinerja tinggi merupakan teknik dimana solut  atau zat-zat 
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terlarut terpisah oleh perbedaan kecepatan elusi, dikarenakan solut-solut melewati 

suatu kolom kromatografi.  Pemisahan solut-solut diatur oleh distribusi dalam fase 

gerak dan fase diam. Pengunaan kromatografi cair kinerja tinggi membutuhkan 

pengabungan secara tepat dari berbagai macam kondisi operasional seperti jenis 

kolom, fase gerak, panjang dan diameter kolom, kecepatan alir fase gerak, suhu 

kolom dan konsetrasi sampel (Nielsen et al., 2003).  

2.9 Kanker  

 Kanker adalah penyakit pertumbuhan sel dengan terjadinya gangguan atau 

hilangnya mekanisme pengontrol pertumbuhan dan pembelahan. Adanya gangguan 

tersebut menghasilkan pertumbuhan baru dan menghasilkan masa jaringan yang 

abnormal yang disebut tumor (Sukardja, 2000). 

Kanker adalah penyakit akibat pertumbuhan tidak normal dari sel-sel jaringan 

tubuh yang berubah menjadi sel kanker. Dalam perkembangannya, sel-sel kanker ini 

dapat menyebar ke bagian tubuh lainnya sehingga dapat menyebabkan kematian.  

Kanker sering dikenal oleh masyarakat sebagai tumor, padahal tidak semua tumor 

adalah kanker. Tumor adalah segala benjolan tidak normal atau abnormal.  

Tumor dibagi dalam 2 golongan, yaitu tumor jinak dan tumor ganas. Kanker 

adalah istilah umum untuk semua jenis tumor ganas.  Sebagian besar tumor jinak 

tidak menyebabkan masalah serius dan dapat dibuang dengan proses pembedahan. 

Tumor ganas dapat menyebar dan merusak fungsi suatu organ. Seorang individu 

dengan tumor ganas dikatakan mengidap kanker. Selama masa perkembangan sel 
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kanker mampu menghasilkan dan melepas sel pioner yang dapat berpindah, 

menginvasi jaringan didekatnya, kemudian pindah ketempat lain, membentuk koloni 

dan tumbuh ditempat itu. Penyebaran sel kanker diluar tempat asalnya disebut dengan 

metastasis (Hanahan &Weinberg, 2000; Campbell & Reece, 2005).  

Kanker dapat menimpa semua orang, pada setiap bagian tubuh, dan pada 

semua gologan umur, namun lebih sering menimpa orang yang berusia 40 tahun. 

Umumnya sebelum kanker meluas atau merusak jaringan di sekitarnya, penderita 

tidak merasakan adanya keluhan ataupun gejala. Bila sudah ada keluhan atau gejala, 

biasanya penyakitnya sudah lanjut (Anonim. 2012) 

2.9.1 Sel Kanker HeLa 

 Kultur sel HeLa atau HeLa cell line merupakan continuous cell line yang 

diturunkan dari sel epitel kanker leher rahim (cervix) seorang wanita penderita 

kanker leher rahim bernama Henrietta Lacks yang meninggal akibat kanker pada 

tahun 1951.  Kultur sel ini memiliki sifat semi melekat dan digunakan sebagai model 

sel kanker dan untuk mempelajari sinyal transduksi seluler. Sel HeLa ini cukup 

aman dan merupakan sel manusia yang umum digunakan untuk kepentingan kultur 

sel.  HeLa bersifat imortal yang tidak dapat mati karena tua dan dapat membelah 

secara tidak terbatas selama memenuhi kondisi dasar bagi sel untuk tetap hidup 

masih ada. Strain-strain baru dari sel HeLa telah dikembangkan dalam berbagai 

macam kultur sel, tapi semua sel HeLa berasal dari keturunan yang sama (Rosita et 

al., 2012). 
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2.9.2 Sel Kanker Payudara T47D  

 Sel T47D merupakan continous cell line yang diisolasi dari jaringan tumor 

duktal payudara seorang wanita berusia 54 tahun. Continous cell line sering dipakai 

dalam penelitian kanker secara in vitro karena mudah penangannya, memiliki 

kemampuan replikasi yang tidak terbatas, homogenitas yang tinggi serta mudah 

diganti dengan frozen stock jika terjadi kontaminasi (Burdall et al., 2003).  

Pengobatan kanker payudara dilakukan dengan serangkaian pengobatan, 

meliputi pembedahan, penyinaran, kemoterapi, terapi hormon, dan terapi imonologi. 

Salah satu contoh obat kemoterapi adalah Cepecitabine, obat anti kanker oral yang 

diaktifkan oleh enzim yang ada pada sel kanker sehingga hanya menyerang sel 

kanker saja. Selain itu obat anti kanker yang sudah diperdagangkan adalah 

Doxorubicin. Sel kanker  payudara T47D merupakan sel yang sensitif terhadap 

doxorubicin (Frederik et al., 1990).  
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BAB 3 

METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2011 sampai dengan bulan Juni 

2012 di Laboratorium Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi 

Kelautan dan Perikanan (BBRP2B-KP), Jl. K.S. Tubun Petamburan VI                

Jakarta 10260.   

3.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kapang laut Emericella 

nidullans koleksi Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi 

Kelautandan Perikanan (BBRP2B-KP). Kapang laut Emericella nidulans diisolasi 

dari Ascidia laut yang berasal dari perairanWakatobi pada tahun 2008 dan diberi kode 

MFW-39-08. Uji sitotoksik dalam penelitian ini menggunakan sel kanker payudara 

(T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa). 

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah : pelarut n-heksana 

(Baker), etil asetat (Baker), diklorometan ( Baker), metanol ( Baker), asetonitril 

HPLC grade (Baker), silika gel (SiO2) 50µM (Phenomenex), pelat aluminium silika 

gel (SiO2) 60 F254 (Merck), pelat kaca silika gel (SiO2) 60 F254 preparatif 10 x 20 cm 

(Merck), deuterioklroform (CDCL3) (Merck), soluble starch (Oxoid), soytone 

(Oxoid), pepton (Oxoid), yeast extract (Oxoid), malt extract (Oxoid), glukosa 

(Merck). 

Isolasi dan produksi..., Sujuliyani, Magister Ilmu Kelautan, 2012



 

 

22 

  Universitas Indonesia 

Medium pertumbuhan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: Malt 

Extract Agar (MEA) dengan komposisi 0,3% extract malt, 0,3 extract yeast, 0,5% 

pepton dan 1,5% agar, sedangkan medium yang digunakan untuk fermentasi adalah : 

Malt Extract Broth (MEB) dengan komposisi 0,3 % malt extract, 0,3 % yeast extract 

dan 0,5 % pepton. Soluble Starch Soytone (SWS) dengan komposisi 1% soluble 

starch, 0,2 % soya peptone,  dan Minimum Fungi Medium (MFM) dengan komposisi 

0,02% yeast extract, 0,1% soluble starch. 

 3.3 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : Erlenmeyer, jarum 

tanam tajam, jarum tanam bulat, pembakar spiritus, cawan petri, pinset, drawing pen, 

spatula , pipet tetes, flask culture 3L (Duran), cryotube (Nalgen), parafilm, Laminar 

Flow (Esco), mikroskop (Olympus), deep freezer -80oC (Shel Lab), mikropipet 

(Ependorf), kertas saring no 41 (Whatman), autoklaf (Hirayama), sentrifuse (Hettich), 

timbangan analitik, pH meter scientifik (Thermo), hand refaktometer, evaporator 

vakum (Buchi), evaporator nitrogen, sonikator (Branson), kolom kaca 2,5 x 40 cm, 

NMR 500 MHz (JEOL), microplate 96 well (Iwaki), flask culture (Nunc). 

3.4 Isolasi Senyawa Target 

3.4.1 Penyegaran dan penumbuhan kapang Emericella nidulans 

 Biakan beku dari spora Emericella nidulans diambil dari freezer bersuhu -

73oC lalu didiamkan beberapa saat dalam suhu kamar 27 – 29oC hingga media dan 

gliserol yang ada dalam tabung mencair. Spora yang terdapat dalam biakan 
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dipindahkan secara aseptis ke dalam cawan petri yang berisi media MEA dengan 

menggunakan jarum tanam tajam. Cawan petri dibungkus dengan kertas parafilm 

kemudian diinkubasikan pada suhu 27  –  29oC  selama 3 – 7 hari hingga biakan 

spora tumbuh dengan baik. 

3.4.2 Starter kapang Emericella nidulans 

Kapang Emericella nidulans dari koloni yang ditumbuhkan dalam cawan petri 

diambil dengan jarum tanam dengan cara miselium kapang yang tumbuh di atas 

media di dalam cawan petri dipotong hingga ke media tumbuh dengan ukuran sekitar 

1 x 1 cm dan secara aseptis dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang mengandung 

media cair Malt Extract Broth (MEB) 10 ml. Komposisi media MEB sama dengan 

media MEA tetapi media MEB tidak mengandung agar. Biakan diinkubasikan selama 

48 jam, lalu secara aseptis dipindah ke dalam labu Erlenmeyer bervolume 500 ml 

yang berisi media MEB 300 ml. Biakan diinkubasi selama 48 jam secara statis pada 

suhu 27-29oC. Biakan di dalam labu Erlenmeyer ini selanjutnya digunakan sebagai 

starter pada proses fermentasi kapang Emericella nidullans.  

3.4.3 Fermentasi kapang Emericella nidulans 

Fermentasi kapang dalam 1 L medium cair SWS dilakukan dalam  labu 

bervolume 3 L. Sebanyak 10 ml starter berumur 48 jam selanjutnya dipindah dengan 

menggunakan mikropipet secara aseptis ke dalam 10 labu  bervolume 3 L, berisi 

media SWS 1 L dan air laut alami. Fermentasi dilakukan selama 5 minggu pada suhu 

sekitar 27 - 29oC dengan kondisi statis.   

Isolasi dan produksi..., Sujuliyani, Magister Ilmu Kelautan, 2012



 

 

24 

  Universitas Indonesia 

3.4.4 Ekstraksi metabolit 

Ekstraksi metabolit yang terdapat dalam miselium dilakukan mengikuti 

metode Nursid et al. (2010). Miselium kapang disaring dengan mengunakan kain 

kasa bersih untuk memisahkan miselium dari broth. Miselium selanjutnya 

dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan ditambah campuran DCM :  MeOH = 1 : 1 

sebanyak 300 ml.  Erlenmeyer disonikasi selama 2 jam, lalu filtrat yang didapat 

disaring dengan kertas saring Whatman nomor 41. Proses ekstraksi diulang sebanyak 

tiga kali.  Pelarut yang terdapat dalam ekstrak miselium selanjutnya dievaporasi 

dengan Buchi rotavapor hingga diperoleh ekstrak miselium.   

3.4.5 Fraksinasi senyawa aktif 

Fraksinasi dan isolasi senyawa sitotoksik dilakukan sesuai dengan metode 

Nursid et al. (2011) yang merupakan modifikasi dari Kjer et al. (2010). Fraksinasi 

terhadap ekstrak kasar miselium dilakukan dengan kolom vakum SiO2 2 x 12 cm. 

Ekstrak kasar miselium dilarutkan dalam sesedikit mungkin dengan campuran n-

heksana : etil asetat = 1 : 1 lalu dimasukkan dalam gelas Beaker yang mengandung 

sekitar 1 g serbuk SiO2 lalu diuapkan dengan bantuan gas nitrogen.   Campuran 

ekstrak dan SiO2 dimasukkan ke dalam kolom, dielusi dengan n-heksana : etil asetat 

= 8 : 1, n-heksana : etil asetat = 1 : 1, etil asetat 100 %, dan metanol 100% dengan 

volume masing-masing 150 ml. Hasil fraksinasi dilihat pola pemisahannya dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT) yang dikembangkan dengan n-heksana : etil asetat =   
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1 : 1.  Hasil KLT divisualisasi dengan UV 254 nm dan hasilnya dilihat dibandingkan 

dengan hasil KLT Nursid et al. (2011). 

Fraksi F3 kembali di fraksinasi dengan kolom vakum SiO2 2x12 cm.  Eluen  

yang digunakan untuk mengelusi adalah campuran n-heksana : etil asetat = 8 : 1 (80 

ml), n-heksana : etil asetat = 5 : 1 (80 ml), n-heksana : etil asetat = 1 : 1 (240 ml), etil 

asetat 100% (160 ml), etil asetat : metanol = 8 : 1 (100 ml). Hasil fraksi dilihat pola 

pemisahannya dengan KLT yang dikembangkan dengan n-heksana : etil asetat =       

1 : 1. Hasil KLT dipantau di bawah sinar UV 254 nm, kemudian hasilnya di foto.  

Selanjutnya hasil KLT dibandingkan dengan hasil KLT Nursid et al. (2011).  

Hasil KLT dan profil kromatogram KCKT yang serupa dengan hasil Nursid  

et al. (2011)   dilanjutkan  dengan KLT preparatif.  KLT preparatif dilakukan dengan 

plat kaca (10 x 20 cm) mengandung matriks SiO2.  Fraksinasi dilakukan 

menggunakan sistem eluen n-heksana : etil asetat = 1 : 1.  Bercak-bercak yang 

menjadi target isolasi lalu diamati di bawah lampu UV 254 nm, kemudian ditandai 

dengan pensil, selanjutnya dikerok dan dimasukkan ke dalam gelas Beaker yang 

sudah berisi pelarut etil asetat 20 ml. Campuran etil asetat dan SiO2 yang terdapat 

dalam gelas Beaker kemudian sonikasi untuk melarutkan senyawa aktif yang terdapat 

di dalam SiO2. Filtrat kemudian disaring dengan kertas Whatman nomor 41.  Cara ini 

dilakukan berulang-ulang hingga semua senyawa yang terikat pada SiO2 larut ke 

dalam etil asetat. Filtrat dievaporasi dengan Buchi evaporator. Etil asetat yang masih 

tersisa kemudian dikeringkan dengan bantuan gas nitrogen. Hasil isolasi kemudian 

dipantau kemurniannya dengan KLT dan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).   
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3.4.6  Karakterisasi senyawa aktif 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Analisis kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan menggunakan fase diam 

SiO2 60 F254 yang dikembangkan dengan n-heksan : etil asetat = 1 : 1. Hasil KLT lalu 

diamati dibawah lampu UV 254 nm dan dihitung nilai Retention factor (Rf) dengan 

rumus sebagai mana berikut : 

�� =
����� 	
�� (��)

����� ������ (��)
 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

KCKT dalam  penelitian ini menggunakan instrumen LC Shimadzu, kolom 

Waters Xselect CSHTm C18  5 µm.  2,1 x 100 mm colomn, sistem elusi asetonitril 

dalam H2O 10 % – asetonitril 90% secara gradien.  

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

Pengukuran spektra 1H-NMR dilakukan dengan instrumen JEOL JNM ECA 

500 MHz. Nilai geseran kimia (δ) dilakukan dalam satuan parts per million (ppm) 

dengan menggunakan tertametilsilana (TMS) sebagai standar. Pelarut yang digunakan 

adalah klorofom terdeuterasi (CDCl3). Pengukuran NMR dilakukan di Pusat 

Penelitian Kimia Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (Puslit Kimia LIPI) Serpong, 

Banten. 
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3.5 Uji Sitotoksik 

Uji sitotoksik dilakukan dengan metode {3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide} (MTT) dengan menggunakan sel kanker payudara 

(T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa). Sel tersebut dikultur dalam medium 

RPMI 1640, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, fungison 0,5% dan penisilin-

streptomisin 2%. 

Suspensi sel yang berjumlah 20.000 sel per 100 µl dimasukkan ke dalam 

microplate 96 well dan diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 37oC dengan 

aliran CO2 5 ml/menit selama 12 jam. Setelah sel melekat dengan baik pada dasar 

mikroplat, media sel dibuang kemudian ditambahkan 100 µL media baru  yang sudah 

mengandung senyawa hasil isolasi dengan seri dosis : 3,125 ; 6,25 ; 12,5 ; 25 dan 50 

µg/ml. Mikroplat diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 37oC dengan aliran CO2 

5 ml/menit selama 24 jam.  Setelah 24 jam, morfologi sel diamati dengan mikroskop 

lalu didokumentasikan.  

Media sel dibuang dari dalam mikroplat lalu ditambahkan MTT 100 µl 

(konsentrasi MTT sebesar 0,5 mg/ml) ke dalam setiap mikroplat.  Mikroplat 

diinkubasi kembali dalam inkubator CO2 selama 4 jam. Setelah 4 jam, ditambahkan 

100 µL Sodium Dodesil Sulfat (SDS) 10% untuk melarutkan kristal formazan yang 

terbentuk.  Mikroplat diinkubasi kembali selama 12 jam pada suhu kamar. 

Pengukuran aktivitas sitotoksik senyawa yang diuji dilakukan dengan microplate 

reader pada panjang gelombang 570 nm.  Persentase kematian sel tumor dihitung 
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berdasarkan rumus :  

Mortalitas sel =
(� − �) − ( − !)

(� − �)
" 100% 

Dimana :  A = absorbansi kontrol sel,  

B = absorbansi sampel,  

C = absorbansi kontrol sampel dan  

D = absorbansi kontrol media.  

Penentuan nilai  Inhibitor Concentration 50 (IC50) dilakukan dengan 

menggunakan analisis probit dengan bantuan program statistik MINITAB 16.0. 

Alur isolasi senyawa aktif dari kapang laut Emericella nidulans dan uji 

sitotoksik, secara ringkas disajikan pada Gambar 2.  
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Gambar 2. Diagram alur isolasi senyawa aktif dari kapang Emericella nidulans  
 

Karakterisasi senyawa aktif Uji sitotoksik (MTT) 

Senyawa aktif 

H-NMR KCKT KLT Sel T47D Sel HeLa 

Fermentasi di labu 3L, media SWS 1L, 
inkubasi 4 minggu 27 - 29oC, statis 

Ektrak kasar miselim kapang Emericella nidullans 

Ekstraksi miselium degan DCM : 
MEOH = 1:1, sonikasi 2 jam, saring, 
evaporasi 

Miselium dan broth dipisahkan 

Fraksinasi senyawa aktif 

Biakan Kapang Emericella nidullans 

Spora dipindahkan di tabung reaksi 
yang mengandung MEB 10 ml, 

inkubasi 48 jam, 27 - 29oC, statis 

Biakan ditransfer dalam MEA, inkubasi 
5 - 7 hari 27 -  29oC, statis 

Biakan dipindah ke Erlenmeyer 500ml 
dengan media MEB 300 ml (starter), 

inkubasi 48 jam, 27 - 29oC, statis 
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3.6 Produksi Senyawa Target 

3.6.1  Penyegaran MFW 39-08 Emericella nidulans  

Biakan beku dari spora Emericella nidulans diambil dari freezer bersuhu        

- 73oC lalu didiamkan beberapa saat dalam suhu kamar hingga media dan gliserol 

yang ada dalam tabung mencair.  Spora yang terdapat dalam biakan dipindahkan 

secara aseptis ke dalam cawan petri yang berisi media MEA yang mengandung 0,3% 

extract malt, 0,3% extract yeast, 0,5% pepton, dan 1,5% agar dengan menggunakan 

jarum tanam. Cawan petri dibungkus dengan kertas parafilm kemudian diinkubasikan 

selama 3 – 7 hari pada suhu 27 – 29 oC hingga biakan spora tumbuh dengan baik. 

3.6.2  Starter Emericella nidulans 

Kapang Emericella nidulans yang tumbuh di dalam cawan petri selanjutnya 

diambil menggunakan jarum tanam dengan cara memotong bagian miselium kapang  

hingga ke media dengan ukuran 1x1 cm, selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang mengandung media cair Malt Extract Broth (MEB) 5 ml. Komposisi 

media MEB mengandung 0,3% extract malt, 0,3% extract yeast, 0,5% pepton. 

Biakan diinkubasikan selama 2 hari, lalu dipindah ke dalam labu Erlenmeyer 200 ml 

masing-masing berisi media MEB, SWS dan MFM dengan volume 50 ml (biakan 

dalam Erlenmeyer ini digunakan sebagai starter). 

3.6.3  Produksi senyawa target dari kapang Emericella nidulans  

 Produksi senyawa target kapang laut Emericella nidulans dilakukan dengan 

mengunakan labu Erlenmeyer 300 ml yang berisi media sebanyak 100 ml. Media 
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fermentasi menggunakan SWS (Soluble Starch-Soytone) dengan komposisi 1% 

soluble starch, 0,2 % soya peptone. MEB (Malt Extrach Broth) dengan komposisi 0,3 

% malt extract, 0,3 % yeast extract dan 0,5 % pepton, serta media MFM (Minimum 

Fungi Medium) dengan komposisi 0,02% extract yeast, 0,1% soluble starch. Ketiga 

medium fermentasi dilarutkan dalam ASW (Artificial Sea Water) dengan komposisi 

NaCl 70 g; KCl 3,0 g; Na2SO4 1,1 g; MgCl2 20,4g dan CaCl2 0,6g. Medium fermentasi 

yang sudah dilarutkan dalam ASW dilanjutkan dengan proses sterilisi dengan 

autoklaf  pada suhu 121oC dan tekanan 2 atm selama 15 menit dan dinkubasi selama 

24 jam. 

Medium fermentasi yang sudah disiapkan, selanjutnya secara aseptis 

ditambahkan stater sebanyak 5 ml ke masing-masing media fermentasi. Fermentasi 

dilakukan selama 1, 2, 3, 4 dan 5 minggu. Penelitian dilakukan dengan 3  ulangan 

(triplo) disetiap jenis media, sehingga setiap minggu di panen (harvest) sebanyak 9 

biakan kapang di dalam Erlenmeyer dengan rincian sebagai berikut : 3 Erlenmeyer 

kapang dari media SWS, 3 Erlenmeyer kapang dari media MEB dan 3 Erlenmeyer 

kapang dari media MFM. 

 Hasil harvest dilakukan pemisahan antara media fermentasi kapang (broth) 

dan miselium kapang.  Broth yang sudah dipisahkan dari miselium diukur pH dan 

salinitas, sedangkan miselium dikeringkan dan diekstrak hingga mendapatkan 

rendemen ekstrak serta mencari kadar senyawa target dari ekstrak kasar miselium 

dengan mengunakan metode KCKT. 
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Berat Kering  

Berat kering miselium diketahui dengan cara pengeringan miselium yang 

sudah dipisahkan dari broth dengan  Freeze dryer bersuhu -80oC.   Pengeringan 

miselium dilakukan di laboratorium bioteknologi Universitas Atmajaya, Jakarta.  

Rendemen Ekstrak  

Ekstraksi terhadap miselium kapang dilakukan mengikuti metode Nursid et al. 

(2011). Miselium diekstraksi dengan campuran diklorometan (DCM) : metanol 

(MeOH) = 1 : 1. Miselium kapang disaring dengan kertas saring untuk memisahkan 

antara broth dengan  miselium. Miselium selanjutnya dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer dan ditambah campuran DCM :  MeOH = 1 : 1.  Erlenmeyer disonikasi 

selama 2 jam, campuran lalu disaring dengan kertas saring Whatman nomor 41  

Proses ekstraksi diulang sebanyak 3 kali.  Pelarut yang terdapat dalam ekstrak 

miselium selanjutnya dievaporasi dengan Buchi rotavapor hingga diperoleh ekstrak 

pekat miselium.  Sisa pelarut yang masih terdapat pada ekstrak diuapkan dengan 

bantuan gas nitrogen. 

Pengukuran pH  

 Pengukuran pH dengan menggunakan pH meter thermo scientifik, 

pengukuran dilakukan pada broth yang sudah dipisahkan miselium.  

Pengukuran Salinitas 

 Pengukuran salinitas dengan menggunakan hand refraktometer, pengukuran 

dilakukan pada broth yang sudah dipisahkan dari miselium. 
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 Secara ringkas alur proses produksi senyawa aktif dari kapang laut Emericella 

nidulans dari proses penyegaran dan penumbuhan kapang hingga analisis, disajikan 

dalam Gambar 3. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambarp 3. Diagram alur produksi senyawa target kapang laut Emericella nidulans 

SWS 100ml dalam  
Erlenmeyer 300 ml 

MFM 100ml dalam 
Erlenmeyer 300 ml 

MEB 100ml dalam 
Erlenmeyer  300 ml 

Kapang Emericella nidulans 

Penyegaran dan penumbuhan di MEA, 
inkubasi 5 - 7 hari 27 - 29oC, statis 

Penumbuhkan di tabung reaksi yang 
mengandung MEB 10 ml, inkubasi 48 
jam, 27 - 29oC, statis 

Biakan dipindah ke Erlenmeyer 500 
ml dengan media MEB 300 ml 
(starter), inkubasi 48 jam, 27 - 29oC, 
statis 

Fermentasi 1, 2, 3, 4 dan 5 minggu 

Rendemen ekstrak kering 

Penentuan kadar senyawa 
aktif secara KCKT 

Broth Miselium 

Berat kering miselium Salinitas pH 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Isolasi Senyawa Aktif dari Kapang Laut Emericella nidulans 

 Penumbuhanan kembali kapang laut Emericella nidulans dari freezer-73oC 

menghasilkan kapang dengan pertumbuhan yang baik dalam media MEA.  Koloni  

kapang laut Emericella nidulans pada umur 5 hari memiliki diameter 7 cm. Secara 

visual warna koloni Emericella nidulas berwarna putih kekuning dengan zona 

pertumbuhan berwarna putih.  Sebalik koloni berwarna kuning – oranye dengan tepi 

koloni berwana abu-abu. (Gambar 4). 

 

 

 

 
     

(A) (B) 

 

Gambar 4. Permukaan koloni kapang laut Emericella nidulans dalam media MEA 

(A). Sebalik koloni kapang dalam medium MEA (B) 

Penumbuhan kapang laut menggunakan medium MEA juga dilakukan oleh 

Pratitis et al. (2010) pada kapang Aspergillus ustus.  Koloni kapang berwarna putih 

kekuningan, dengan bagian tengah berwarna kuning sampai kecoklatan.  Tekstur 

koloni kapang Aspergillus ustus berwarna seperti kapas.  
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Fermentasi kapang laut Emericella nidulans di dalam labu 3 L dengan 

medium  fermentasi Soluble Starch Soytone (SWS) 1L sebanyak 10 labu selama 5 

minggu menghasilkan miselium basah seberat 450 gr. Gambar fermentasi kapang laut 

Emericella nidulans usia 5 minggu dapat dilihat pada Gambar 5. 

 

 

 

 

Gambar 5. Fermentasi kapang Emericella nidulans usia 5 minggu dengan medium 

MEB 1L didalam labu 3L. 

Fermentasi kapang laut Emericella nidulans dilakukan secara statis dan Batch 

fermentation.  Penggunaan Batch fermentation dalam produksi senyawa bioaktif dari 

kapang Emericella nidullans dikarenakan fermentasi  mudah dan tidak perlu 

mengganti medium lalu mensterilisasi kembali. Hasil yang didapat berupa metabolit 

atau produk yang seragam atau konsisten (Glazer & Nikaido, 1998).  Fermentasi 

kapang laut secara batch dan statis juga dilakukan oleh Pratitis et al. (2010) yang 

melakukan fermentasi biomassa kapang Aspergilus ustus yang diisolasi dari spons 

laut dalam. 

Ekstraksi metabolit dari miselium kapang laut Emericella nidullans 

menggunakan campuran diklorometan (DCM) : metanol (MeOH) = 1 : 1. 
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Diklorometan merupakan pelarut yang bersifat non polar sedangkan metanol bersifat 

polar sehingga campuran keduanya diharapkan dapat menarik atau melarutkan semua 

metabolit sekunder yang terdapat pada miselium.  Proses ekstraksi metabolit dari 

miselium kapang Emericella nidulans dilakukan dengan sonikasi selama 2 jam untuk 

memecah dinding sel dari miselium sehingga proses ekstraksi berjalan sempurna 

(Nursid et al., 2011). 

Hasil evaporasi diperoleh ekstrak kering miselium kapang laut Emericella 

nidulans seberat  20,2473 gr.  Ekstrak kering adalah ekstrak yang  tidak mengandung 

pelarut lagi, diperoleh dari penimbangan berat konstan.  Berat kering ekstrak 

miselium kapang Emericella nidullans diperkirakan masih ada garam – garam 

mineral yang berasal dari miselium, dikarenakan pelarut MeOH yang bersifat polar 

dan DCM yang bersifat nonpolar, sehingga seluruh senyawa polar maupun nonpolar 

dapat ditarik secara maksimal.  Ekstraksi miselium kapang dengan menggunakan 

pelarut DCM dan MeOH juga dilakukan Hikmah et al. (2011), untuk mengekstraksi 

miselium kapang laut Trichoderma yang diisolasi dari spons. 

Berdasarkan berat basah miselium dihasilkan rendemen ekstrak sebanyak  

4.50 %.  Warna yang dihasilkan oleh ekstrak kasar miselium kapang laut Emericella 

nidulans berwarna coklat gelap dan berbentuk padatan berminyak. 

Hasil Fraksinasi ekstrak miselium dengan kolom vakum SiO2 dengan ukuran 

kolom 2,5 x 40 cm diperoleh 4 fraksi yaitu fraksi F1, F2, F3, dan F4. Keempat fraksi 

tersebut secara visual memiliki warna yang berbeda (Gambar 6).  
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Keterangan  (F1) n-heksana:etil asetat  8:1; (F2) n-heksana:etil asetat 1:1; (F3) Etil asetat 

100%; (F4) Metanol 100% . 

Gambar 6. Hasil fraksinasi ekstrak miselium Emericella nidulans 

Setelah di keringkan dengan Buchi evaporator  keempat fraksi tersebut dilihat 

profil kromatogram KLT dibawah serapan UV 254.  Profil kromatogram KLT yang 

dihasilkan dari keempat fraksi tersebut, serupa dengan profil kromatongram KLT 

yang dihasilkan oleh Nursid et al. (2011) saat mengisolasi senyawa emestrin dari 

kapang laut Emericella nidulans.  Profil kromatogram KLT yang dibandingkan 

dengan kromatogram KLT Nursid et al. (2011) dalam mengisolasi senyawa emestrin 

disajikan pada Gambar 7.  Berat kering fraksi F1, F2, F3, dan F4 dari ekstrak kasar 

miselium dapat dilihat pada Tabel 1.  

Pemisahan metabolit yang terdapat dalam ekstrak miselium berjalan dengan 

baik.  Bercak-bercak yang terdapat dalam masing-masing fraksi memiliki nilai Rf 

yang berbeda.  Fraksi F1 dan F2 didominasi oleh senyawa-senyawa nonpolar dengan 

nilai Rf  sekitar 0,80 – 0,90.  Fraksi F3 didominasi oleh senyawa-senyawa non polar 

sedikit dan sedikit senyawa-senyawa semi polar dengan nilai Rf sekitar 0,10 – 0,55 

dan terakhir fraksi F4 hanya memiliki satu bercak dengan nilai Rf sekitar 0,0 – 0,10. 

F1 F2 F4 F3 
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(A) (B) 

Keterangan : fraksi aktif (F3.3) dengan nilai rf  0,10 – 0,55 

Gambar 7. Profil KLT fraksi F1, F2, F3 dan F4 (A) Profil KLT fraksi F1, F2, F3 dan 

F4 (Nursid et al. 2011) (B) 

 

Tabel  1. Berat kering hasil fraksinasi ekstrak miselium kapang laut Emericella 

nidulans  

Fraksi (F) Berat kering (mg) Yield (%) 
1 1206 6.0 
2 364.8 1.8 
3 122.1 0.6 
4 1030 5.1 

 

Fraksi F3 selanjutnya difraksinasi lagi dengan mengunakan vakum SiO2 

dengan ukuran kolom 2,5 x 40 cm.  Hasil fraksinasi F3 dilihat profil kromatogram 

KLT di bawah UV 254 nm dan menghasilkan 6 fraksi (Gambar 8A).  Fraksinasi F3 

yang dihasilkan oleh Nursid et al. (2011) disajikan pada Gambar 8B. 

 

Fraksi aktif 
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Keterangan : Fraksi target (F3.3) dengan nilai rf  0,50 

Gambar 8. Kromatogram KLT hasil fraksinasi F3 (A) dan  kromatogram KLT hasil 

fraksinasi F3 (Nursid et al., 2011)  (B) 

Hasil fraksi yang sudah diuapkan pelarutnya dengan Buchi evaporator 

memiliki berat masing-masing sebagaimana disajikan pada Tabel 2.   

Table 2. Berat kering hasil fraksinasi F3 ekstrak kasar miselium kapang laut 

Emericella nidulans  

 

Purifikasi terhadap fraksi F3.3 dilakukan dengan  metode KLT preparatif SiO2 

berdimensi 10 x 20 cm dan dikembangkan dengan larutan n-heksana : etil asetat 1 : 1 

yang diamati dibawah UV 254 nm sebagaimana disajikan pada Gambar  9. 

Fraksi F3 Berat Kering (mg) Rendemen (%) 
F3.1 23,2 19 
F3.2 9,1 7.5 
F3.3 7,9 6.5 
F3.4 3,5 2.9 
F3.5 6,7 5.5 
F3.6 18,4 15.1 
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Keterangan : (A) KLT preparatif senyawa target 

(B) KLT preparatif (Nursid et al. 2011) dalam  isolasi senyawa 

emestrin dari kapang laut Emericella nidulans 

Gambar 9. Kromatogram KLT preparatif senyawa target dari fraksinasi F3.3  

 

Profil kromatogram KLT preparatif  senyawa target dari fraksi F3.3 terdapat 3 

bercak yang saling berdekatan.  Bercak yang paling dominan dibagian tengah 

merupakan senyawa target.  Profil kromatogram KLT preparatif tersebut berbeda 

dengan yang dihasilkan oleh Nursid et al. (2011), saat mengisolasi senyawa aktif 

emestrin dari hasil Fraksi F3.3. Kromatogram KLT preparatif tersebut terlihat lebih 

dominan dan tidak terdapat bercak senyawa lain yang berdekatan dengan  senyawa 

emestrin. 

Senyawa target 

A 

B 
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Hasil KLT preparatif  terhadap senyawa target (Gambar 9) selanjutnya 

dimonitor dengan mengunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). 

Hasil profil kromatogram KCKT senyawa target dapat dilihat pada Gambar 10. 

 

Gambar 10. Kromatogram KCKT senyawa target 

Hasil Kromatogram KCKT senyawa target memperlihatkan puncak utama 

terelusi pada menit 16.493. Untuk mengetahui keberadaan senyawa target pada 

ekstrak miselium, maka ekstrak kasar juga dilihat profil kromatogramnya di KCKT. 

Profil kromatogram ekstrak miselium di KCKT dapat dilihat bahwa senyawa target 

berada pada waktu retensi 16.514 yang berdekatan dengan waktu retensi senyawa 

yang diduga emestrin (16.016). Profil kromatogram KCKT ekstrak miselium kapang 

laut Emericella nidullans disajikan pada Gambar 11. 
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Gambar 11. Profil kromatogram KCKT ekstrak miselium kapang laut         

Emericella nidulas 

 
 Publikasi Nielsen et al. (2003) dalam pencarian metabolit sekunder dari 

kapang diketahui bahwa senyawa emestrin dan emestrin B  masing-masing dapat 

terelusi di waktu retensi 16,05 dan 15.50 dengan sitem elusi gradien dimulai            

90 – 95% H2O hingga 100 % acetonitril dan mengunakan suhu rendah. 

Karakterisasi Senyawa Target 

Kromatogram KLT yang dihasilkan oleh senyawa target diperoleh  nilai Rf 

0,35. Senyawa target diperoleh dari ekstrak miselium kapang laut Emericella 

nidulans.  Publikasi senyawa emestrin oleh Nursid et al. (2011), diketahui nilai Rf 

yang dihasilkan senyawa emestrin adalah 0,45.  Gambar kromatogram KLT senyawa 

target yang dibandingkan dengan kromatogram KLT senyawa emestrin dapat dilihat 

pada Gambar 12. 
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Keterangan : (A) KLT senyawa target dengan nilai 

Gambar 12. Kromatografi lapis tipis (KLT) senyawa target (A) dan KLT senyawa 

emestrin (Nursid 

 

Senyawa target  terelusi di waktu retensi 16,493 pada sistem KCKT.

UV maksimum yang dihasilkan oleh senyawa target, yaitu 

(λ max) pada 208 dan 250 

terelusi pada menit ke 14.902.

serapan maksimum (λ

dengan serapan UV senyawa target dibandingkan dengan KCKT dan serapan UV 

senyawa emestrin dapat dilihat
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(A)                                          (B) 

 
Keterangan : (A) KLT senyawa target dengan nilai rf 0,35

(B) KLT senyawa emestrin dengan nilai rf

. Kromatografi lapis tipis (KLT) senyawa target (A) dan KLT senyawa 

emestrin (Nursid et al., 2011) (B)  

Senyawa target  terelusi di waktu retensi 16,493 pada sistem KCKT.

UV maksimum yang dihasilkan oleh senyawa target, yaitu pada serapan maksimum  

) pada 208 dan 250 - 254 nm.  Profil kromatogram KCKT senyawa emestrin 

pada menit ke 14.902.  Serapan UV dari senyawa emestrin tersebut memiliki 

(λ max) di 215 nm (Nursid et al., 2011).  Gambar KCKT berikut 

dengan serapan UV senyawa target dibandingkan dengan KCKT dan serapan UV 

rin dapat dilihat pada Gambar 13A dan 13B. 

 

Universitas Indonesia 

0,35 
rf 0,45 

. Kromatografi lapis tipis (KLT) senyawa target (A) dan KLT senyawa 

Senyawa target  terelusi di waktu retensi 16,493 pada sistem KCKT.  Serapan 

pada serapan maksimum  

Profil kromatogram KCKT senyawa emestrin 

Serapan UV dari senyawa emestrin tersebut memiliki 

Gambar KCKT berikut 

dengan serapan UV senyawa target dibandingkan dengan KCKT dan serapan UV 
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Gambar 13A.  Profil kromatogram KCKT (A) dan serapan UV senyawa target (B) 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13B. Kromatogram KCKT dan serapan UV emestrin (Nursid et al., 2011) 

 

A 

B 

B 
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Kromatografi cair kinerja tinggi yang digunakan untuk pemantauan senyawa 

target mengunakan instrumen LC shimadzu, kolom Waters Xselect CSHTm C18  5 

µm.  2,1 x 100 mm, sistem elusi mengunakan asetonitril dalam H2O 10 % – 

asetonitril 90% secara gradien. Penelitian Nursid  (2012) pemantauan senyawa 

emestrin mengunakan kromatografi cair kinerja tinggi dengan instrumen LCMS 

shimadzu, kolom OD 2.0 x 150 mm, sistem elusi yang digunakan adalah asetonitril 

10 % 10 menit, gradient 100 % asetonitril 30 menit dan 100% asetonitril 10 menit 

secara gradien. Publikasi Nielsen et al. (2003) dalam pencarian metabolit sekunder 

dari kapang diketahui senyawa emestrin dan emestrin B  masing-masing dapat 

terelusi di waktu retensi 16,05 dan 15.50.  Serapan maksimum (λ max) dari senyawa 

tersebut adalah 230, 260 dan 282 sh pada senyawa emestrin sedangakan serapan UV 

senyawa Emestrin B 218, 255 dan 284 sh. 

Karakterisasi senyawa target di spektra 1H-NMR dilakukan dengan instrumen 

JEOL JNM ECA 500 Mhz, dari profil proton senyawa target secara keseluruhan 

memiliki kemiripan dengan senyawa emestrin.  Profil proton senyawa target  

(Gambar 13A) terdapat geseran kimia 8.35 dan 8.71.  Geseran kimia tersebut tidak 

dimiliki oleh senyawa emestrin.  Berdasarkan profil proton senyawa target 

diperkirakan senyawa target memiliki struktur dasar yang sama dengan emestrin 

dengan perbedaan pada geseran kimia pada 8.35 dan 8.71 yang diduga adanya 

senyawa amida (Pretsch et al., 2000).  Ringkasan spektrum 1H-NMR senyawa target 

dibandingkan dengan emestrin (Nursid, 2012) diringkas pada Tabel 3.  Gambar 
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kromatogram spektra 1H-NMR senyawa target dan senyawa emestrin disajikan pada 

Gambar 14 A dan 14 B.  

Tabel 3. Ringkasan spektrum 1H-NMR senyawa target dibandingkan dengan 

emestrin menurut Nursid et al. (2011)  

 

 

 

 

Active Compound δH(Multiciplity, J coupling) 

Senyawa Target Emestrin 

3.48 (s) 3.40 (3H,s) 

 5.71 (1H, d, 8.4 Hz) 

4.80 (s) 4.88 (1H, td, 2.3 & 2.8 Hz) 

4.99 (d, 5 Hz) 4.93 (1H, dd, 2.3 & 8.4 Hz) 

6.36 (d, 3.3 & Hz) 6.32 (1H,dd,2.3 & 8.4 Hz) 

6.83 (d, 3.2 Hz) 6.91 (1H, d, 2.3 Hz) 

4.99 (d, 1.5 Hz) 4.98 (1H, s) 

5.39 (dd, 2.3 &5.8 Hz) 5.5 (s, 1H) 

7.46 (s) 7.75 (1H, d, 2.3 Hz) 

4.06 (s) 4.0 (3H, s) 

7.04 (d, 8.4 Hz) 7.04 (1H, dd, 8.4 Hz) 

7.85 (d, 2.5 Hz) 7.79 (1H, dd, 1.55 Hz) 

6.36 (d, 2.3 & 8.4 Hz)  6.32 (1H) 

6.92 (d, 1.5 Hz) 6.92 (1H, dd, 8.4 Hz) 

7.20 (s) 7.07 (1H, d, 2.3 Hz) 

7.87 (d, 5 Hz) 7.88 (1H, d, 2.3 Hz) 

5.39 (dd, 0.2 & 4.1Hz) 5.41 (1H, d, 12.2 Hz) 

8. 35 (d, 0.1Hz)   

8.71 (s)  
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Gambar 14 (A). Profil kromatogram 1H-NMR senyawa target 
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Gambar 14 (B). Profil kromatogram 1H-NMR senyawa emestri (Nursid et al. 2011) 
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4.2 Aktivitas Sitotoksik Senyawa Target 

Profil penghambatan senyawa target terhadap pertumbuhan sel kanker 

payudara (T47D) dan sel kanker leher rahim (HeLa) (Gambar 17) secara umum 

memiliki pola penghambatan terhadap sel  kanker  T47D dan HeLa  yang sama. 

Kematian sel kanker T47D dan HeLa semakin meningkat pada kisaran dosis 6.25  

sampai 50 µg/ml, namun pada dosis yang lebih rendah yaitu 3.125 µg/ml, sel kanker 

HeLa belum mengalami kematian, sedangkan sel kanker T47D pada dosis yang sama 

sudah mampu menghambat pertumbuhan sel kanker hingga 17 %.  

 

Gambar 15. Profil aktivitas sitotoksik dengan metode MTT terhadap sel HeLa dan 

T47D setelah diberi perlakukan senyawa target selama 24 jam 
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sebesar 21,2 µg/ml, sedangkan pada sel T47D senyawa target memiliki efek 

sitotoksik lebih kuat dengan nilai IC50 sebesar 20,9 µg/ml. 

Emestrin dari kapang laut Emericella nidulans memiliki efek sitotoksik paling 

kuat terhadap sel T47D yaitu 1,8 µg/ml dan 13,8 µg/ml terhadap sel kanker HeLa, 

namun emestrin tidak toksik  terhadap  sel normal (vero), dengan nilai IC50 260,9 

(Nursid, 2012). Publikasi lain tentang aktivitas sitotoksik  senyawa metabolit dari 

kapang laut Aspergillus ustus yang memiliki efek sitotoksik yang kuat terhadap sel 

T47D  (Pratitis et al. 2010).  Selain itu penelitian lain tentang  aktivitas sitotoksik 

ekstrak miselium kapang laut Trichoderma terhadap sel T47D juga dilakukan oleh 

Hikmah (2011) dengan nilai IC50 sebesar 31 µg/ml.  Efek senyawa target terhadap 

morfologi sel HeLa dan T47D dapat dilihat pada Gambar 16 dan 17. 

 
Gambar 16. Efek senyawa target terhadap morfologi sel HeLa (tanda panah) 
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           Dosis 25 µg/ml                  Dosis 50 µg/ml            Sel Kontrol T47D

        Dosis 3.25 µg/ml                            Dosis 6.25 µg/ml           Dosis12.5 µg/ml

      

Gambar 17. Efek senyawa target terhadap morfologi sel T47D (tanda panah) 

4.3 Produksi Senyawa Target 

Produksi senyawa target dari kapang laut Emericella nidulans bertujuan untuk 

mengetahui jenis medium fermentasi yang mampu memproduksi senyawa target 

paling optimal serta waktu fermentasi paling efektif untuk menghasilkan senyawa 

target. Fermentasi mengunakan medium  Malt Extrach Broth (MEB), Soluble Starch 

Soytone (SWS) dan Minimum Fungi Medium (MFM). Waktu fermentasi yang 

digunakan untuk produksi senyawa target adalah : 1, 2, 3, 4 dan 5 minggu. Produksi 

senyawa aktif dari kapang laut Aspergilus ustus juga pernah dilakukan oleh Pratitis  

et al. (2010) dengan mengunakan medium MEB, MFM dan Glucose Peptone Yeast 

(GPY). Waktu yang digunakan untuk produksi  kapang laut tersebut adalah 2, 4, 6, 8 
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dan 10 minggu. Waktu  yang digunakan untuk produksi tersebut berguna untuk 

mengetahui kemampuan kapang memproduksi metabolit sekunder yang paling baik.  

4.3.1 Berat kering miselium 

 Pengukuran berat kering miselium kapang laut Emericella nidulans  bertujuan 

untuk mengetahui pertumbuhan dan biomasa kapang laut Emericella nidulans selama 

proses fermentasi dari minggu pertama hingga minggu ke-5. Berat kering miselium 

kapang laut Emericella nidulans diperoleh dari hasil panen kapang yang difermentasi 

dengan medium MEB, SWS dan MFM. Profil berat kering miselium kapang laut 

Emericella nidulans dengan medium fermentasi yang berbeda dengan masa 

fermentasi 1 - 5 minggu secara ringkas disajikan pada Gambar 18.  

 

Gambar 18. Berat kering miselium kapang laut Emericella nidulands dari minggu 
pertama hingga minggu kelima dengan media yang berbeda 

 

 Biomasa yang dihasilkan oleh kapang dipengaruhi oleh substrat yang 

merupakan sumber nutrien utama bagi kapang (Gandjar., et al 2006). Kapang 
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terbanyak dari ketiga medium fermentasi. Biomasa kapang dari fermentasi di  

medium SWS pada minggu ke 2, 3, 4 dan 5 masing-masing memiliki berat rata-rata 

423.15;  474.9; 442.5 dan 497.9 mg, namun pada minggu pertama medium fermentasi 

MEB adalah penghasil biomasa kapang terbanyak dengan berat rata-rata 339.7 mg 

dan  277.6 mg pada medium fermentasi SWS. Biomasa yang dihasilkan oleh kapang 

Emericella nidulans di medium fermentasi MEB terus mengalami penurunan dari 

minggu ke-2 hingga minggu ke-5. Berat biomasa kapang di medium MEB pada 

minggu ke 2, 3, 4 dan 5 masing-masaing  memiliki berat rata-rata 337.8; 303.5; 288.4 

dan 285.9 mg.  

Perbedaan biomassa yang dihasilkan dari kapang laut Emericella nidulas 

diduga terjadi karena adanya perbedaan komposisi nutrien pada medium fermentasi 

yang digunakan. Medium SWS memiliki kandungan karbohidrat yang tinggi dengan 

komposisi utama yaitu : 1% pati larut air (soluble starch) dan 0,2 % pepton soya. Pati 

terutama berperan sebagai sumber karbon, hidrogen dan oksigen sedangkan pepton 

sebagai sumber nitrogen. Umumnya kapang dapat tumbuh dengan baik pada medium 

yang mengandung karbohidrat tinggi (Dharmaputra et al., 1989).  

Medium fermentasi MFM adalah penghasil biomasa terkecil dari ketiga 

medium fermentasi kapang laut Emericella nidulans. Biomasa kapang laut 

Emericella nidulans di medium fermentasi MFM terus mengalami penurunan di 

setiap minggunya. Berat rata-rata biomasa di medium fermentasi MFM adalah 33.9 

mg minggu pertama, 23.6 mg minggu kedua, 22.8 minggu ketiga dan 16.5 serta 16.2 

pada minggu keempat dan kelima.  
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Medium MEB memiliki komposisi yang beragam, sehingga menyebabkan 

kandungan nutrien MEB menjadi lebih kaya dibandingkan medium MFM. Medium 

MEB mengandung 0,3%  extrach malt; 0,3 extrach khamir; dan 0,5% pepton yang 

kaya akan unsur C, H, O dan N sebagai nutrisi utama kapang. Sebaliknya, medium 

MFM memiliki komposisi yang terdiri dari 0,02% extrach khamir dan 0,1% soluble 

starch yang mengandung nutrisi yang lebih rendah.  Sebagian besar kapang dapat 

berkembang baik pada medium yang mengandung karbohidrat tinggi. Glukosa 

merupakan sumber karbon yang banyak digunakan dalam fermentasi kapang diikuti 

oleh fruktosa, manosa dan galaktosa. Sumber karbon digunakan oleh kapang untuk 

pertumbuhannya, selain gula sumber karbon juga berasal dari asam-asam organik, 

alkohol, makromolekul seperti protein, polisakarida dan lemak (Gadd, 1988).   

 Unsur lain yang sangat diperlukan dalam fermentasi kapang adalah nitrogen. 

Nitrogen digunakan dalam metabolisme untuk biosintes berbagai komponen selular, 

seperti asam nukleat, asam amino, protein dan vitamin (Madigan et al., 2000). 

Sumber nitrogen yang digunakan kapang dapat dibedakan sebagai sumber nitrogen 

organik dan anorganik. Sumber nitrogen organik merupakan nitrien komplek seperti 

yeast ekstrak, pepton dan asam amino. Sumber nitrogen anorganik diantaranya adalah 

NaNO3/ KNO3, (NH4)2SO4, NH4PO4, NH4Cl. 
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4.3.2 Rendemen ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans 

Profil rendemen (yield) ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans dari 

minggu pertama hingga minggu kelima dengan  menggukan  medium fermentasi 

yang berbeda secara ringkas dapat dilihat pada Gambar 19. 

 

Gambar 19. Rendemen ekstrak  miselium kapang Emericella nidullans 

 Rendemen ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans yang 

difermentasi dengan medium SWS, MEB dan MFM (Gambar 19), diketahui pada 

minggu pertama, rendemen terbanyak dihasilkan oleh medium fermentasi MFM dan 

MEB sebanyak 29 % dan terkecil 23 % oleh medium fermentasi SWS. Rendemen 

ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans pada medium fermentasi SWS di 

minggu ke-2 meningkat menjadi 29% dan menurun pada minggu ke-3 dan ke-4 

menjadi 26% dan 24%, namun pada minggu ke-5 meningkat menjadi 30%.  
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Rendemen ekstrak yang dihasilkan di medium fermentasi MEB pada minggu 

ke-2 sebanyak 22%, menurun pada minggu ke-3 menjadi 18%. Sedangkan pada 

minggu ke-4 dan ke-5 rendemen ekstrak miselium di medium fermentasi MEB 

meningkat menjadi 21% dan 42%. Rendemen ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans yang difermentasi dengan medium MFM mampu menghasikan 

rendemen ekstrak miselium dari minggu dari minggu ke 2, 3, 4 dan 5 sebanyak 24, 

19, 22 dan 32%.       

Miselium kering hasil optimasi diekstrak dengan mengunakan campuran 

diklorometan (DCM) : metanol (MeOH) 1 : 1. Campuran kedua pelarut ini dipilih 

karena diklorometan bersifat non polar sedangkan metanol bersifat polar sehingga 

campuran keduanya diharapkan dapat menarik atau melarutkan semua metabolit 

sekunder yang terdapat pada miselium (Nursid et al., 2012). Ekstraksi miselium 

kapang mengunakan DCM : MeOH dengan perbandingan 1 : 1 juga dilakukan oleh 

Hikmah (2011), dalam mengekstrak kapang laut Trichoderma yang diisolasi dari 

spons. 

4.3.3 Pengukuran pH dan salinitas medium fermentasi 

Pengukuran pH dan salinitas medium fermentasi yang sudah di pisahkan dari 

miselium kapang laut Emericella  nidulans berguna untuk mengetahui kondisi pH 

dan salinitas medium fermentasi sebelum ditumbuhi kapang, selama proses 

fermentasi dan akhir proses fermentasi. Profil hasil pengukuran pH medium  

fermentasi sebelum ditumbuhi dan setelah ditumbuhi kapang laut Emericella 
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nidulands dari minggu pertama sampai dengan minggu kelima dengan meng

medium fermentasi yang berbeda 

pada Gambar 20. 

Gambar 20. Hasil pengukuran pH medium fermentasi sebelum ditumbuhi 

ditumbuhi kapang

minggu ke 5
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dari minggu pertama sampai dengan minggu kelima dengan meng

medium fermentasi yang berbeda (SWS, MEB dan MFM) diringkas sebagaimana

engukuran pH medium fermentasi sebelum ditumbuhi 

ditumbuhi kapang Emericella nidulans dari minggu pertama 

minggu ke 5 

pH medium fermetasi kapang laut Emericella nidulans di medium SWS, 

MEB dan MFM sebelum ditumbuhi kapang memiliki pH dengan kisaran

Setelah ditumbuhi kapang ketiga medium fermentasi tersebut terjadi perubahan pH. 

edium fermentasi SWS dari kapang laut Emericella nidulans

fermentasi dari minggu pertama hingga minggu kelima menunjukkan pH dengan 

asil pengukuran pH di medium MEB, menunjukkan pH naik

di medium MEB terjadi di minggu ke 3 dan ke 5

Perubahan pH yang berbeda juga ditunjukkan oleh medium fermentasi MFM

diminggu pertama masih dikisaran netral 7.52. pH di ming
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dari minggu pertama sampai dengan minggu kelima dengan menggunakan 

(SWS, MEB dan MFM) diringkas sebagaimana 

 

engukuran pH medium fermentasi sebelum ditumbuhi dan setelah 

dari minggu pertama hingga 

medium SWS, 

dengan kisaran netral. 

ketiga medium fermentasi tersebut terjadi perubahan pH. 

Emericella nidulans selama proses 

fermentasi dari minggu pertama hingga minggu kelima menunjukkan pH dengan 

menunjukkan pH naik terus ke 

terjadi di minggu ke 3 dan ke 5, dengan pH 8.78. 
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dan ketiga terjadi kenaikan yaitu 8.32. Selanjutnya pH  pada minggu keempat dan 

kelima turun kembali mendekati pH netral yaitu 8.19. 

 Selama proses fermentasi, pH pada medium fermentasi kapang dapat 

berubah-ubah.  Hal tersebut diduga karena terjadinya pertukaran antara kation dan 

anion selama proses metabolisme kapang, dapat juga disebabkan oleh akumulasi 

senyawa organik yang dihasilkan selama proses metabolisme glukosa sehingga 

terjadi penurunan pH medium kearah asam selama proses fermentasi kapang  

(Griffin, 1984).  Penelitian yang mempelajari perubahan pH medium fermentasi 

kapang Aspergillus awamori dilakukan oleh Lasmaria (2011) diketahui dari hasil 

pengukuran pH pada medium fermentasi kapang Aspergillus awamori tidak terlalu 

besar yaitu pada pH 6,8 menjadi 7,0 sehingga menyebabkan aktifitas antioksidan 

maksimal. 

Medium fermentasi kapang laut Emericella nidulans dipengaruhi oleh kadar 

garam (salinitas). Medium fermentasi memiliki salinitas awal yang berbeda yaitu     

25 ‰ pada media SWS, 30 ‰ dan 20‰ pada media MEB dan MFM. Ketiga  

medium fermentasi tersebut dilarutkan  dalam  pelarut yang sama yaitu artificial 

seawater (ASW) dengan salinitas 20‰. Perbedaan salinitas awal sebelum proses 

fermentasi dari ketiga  medium fermentasi tersebut, diduga karena mineral yang 

terkandung dalam tiap medium tersebut berbeda. Perbedaan tersebut dapat 

disebabkan oleh kandungan medium MEB dan SWS yang kaya akan nutrien dalam 

bentuk karbon, nitrogen, sulfur, fosfor, kalium, magnesium, natrium, kalsium, nutrien 

mikro (besi, mangan, zinc, kobalt, molibdenum) dan vitamin. Sedangkan medium 
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fermentasi MFM adalah medium yang miskin akan nutrien dengan komposisi media 

adalah 0,02% extrach khamir dan 0,1% soluble starch 

 Profil hasil pengukuran salinitas pada medium fermentasi SWS, MEB dan 

MFM sebelum ditumbuhi kapang dan setelah ditumbuhi kapang laut Emericella 

nidulands dari minggu pertama hingga minggu kelima diringkas sebagaimana pada 

Gambar 21. 

 
 

Gambar 21. Hasil pengukuran salinitas medium fermentasi sebelum ditumbuhi dan 

setelah ditumbuhi kapang Emericella nidulans dari minggu pertama 

hingga minggu ke 5 

 Perubahan pH dan salinitas yang terjadi selama proses fermentasi (Gambar 20 

dan 21) diduga selama proses fermentasi, ketika kapang melakukan metabolisme 

maka nutrien dalam medium fermentasi akan diubah dalam bentuk materi sel, energi 

dan produk bungan.     
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4.3.4 KCKT senyawa target 

Profil metabolit sekunder ekstrak miselium hasil produksi senyawa target 

dimonitor dengan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Penggunaan 

KCKT untuk memonitor senyawa target dari ekstrak miselium hasil produksi  

bertujuan untuk mengetahui jenis media dan waktu fermentasi paling optimal 

memproduksi senyawa target. Standar pembacaan senyawa target dalam ekstrak 

miselium hasil produksi pada medium fermentasi yang berbeda (SWS, MEB dan 

MFM) adalah hasil karakterisi senyawa target yaitu diwaktu retensi 16 dan serapan 

UV maksimum pada 250-254 nm.  

Kromatografi cair kinerja tinggi yang digunakan untuk pemantauan ekstrak 

miselium hasil produksi senyawa target mengunakan instrumen LC shimadzu, kolom 

Waters Xselect CSHTm C18  5 µm.  2,1 x 100 mm, sistem elusi mengunakan 

asetonitril dalam H2O 10 % – asetonitril 90% secara gradien. 

Publikasi pencarian senyawa aktif dari kapang dengan mengunakan KCKT 

diantaranya dilakukan oleh Nielsen et al. (2003) dalam pencarian metabolit sekunder 

dari 474 senyawa aktif kapang diketahui bahwa senyawa emestrin dan emestrin B  

masing-masing dapat terelusi di waktu retensi 16,05 dan 15.50. Serapan maksimum 

(λ max) dari senyawa tersebut adalah 230, 260 dan 282 sh pada senyawa emestrin dan 

218, 255 dan 284 sh pada senyawa emestrin B. 

Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium kapang hasil 

produksi minggu 1 – 5 medium SWS disajikan pada Gambar 22 – 26, Gambar  27 – 

31 pada medium MEB dan pada medium MFM disajikan pada Lampiran 4.   
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Kromatogram KCKT  Produksi Senyawa Target pada Medium SWS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 22. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium dari 

medium fermentasi SWS diwaktu fermentasi 1 minggu 

 

 Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu pertama dengan metode KCKT diketahui bahwa 

senyawa target sudah dapat terdeteksi, namun kadar dari senyawa target masih sangat 

kecil. Serapan UV yang sama dengan senyawa target dapat mengindikasikan bahwa 

senyawa target telah diproduksi diekstrak miselium kapang tersebut. 
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Gambar 23. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium dari 

medium fermentasi SWS diwaktu fermentasi 2 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu kedua dengan metode KCKT diketahui bahwa 

senyawa target sudah dapat terdeteksi, namun kadar dari senyawa target masih sangat 

kecil. Serapan UV yang sama dengan senyawa target dapat mengindikasikan bahwa 

senyawa target sudah diproduksi diekstrak miselium kapang tersebut. 
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Gambar 24. Profil kromatogram KCKT   ekstrak miselium dari medium 

fermentasi SWS diwaktu fermentasi 3 minggu 

 

Serapan UV Ekstrak miselium dari medium fermentasi SWS dengan waktu 

fermentasi 3 minggu tidak terdeteksi serapan UV yang sama dengan senyawa target, 

sehingga diduga pada minggu ke 3 fermentasi senyawa target tidak diproduksi dalam 

miselium kapang Emericella nidulans. 
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Gambar 25. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium 

dari medium fermentasi SWS diwaktu fermentasi 4 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu keempat dengan metode KCKT diketahui bahwa 

senyawa target sudah dapat terdeteksi, namun kadar dari senyawa target masih sangat 

kecil. Serapan UV yang sama dengan senyawa target dapat mengindikasikan bahwa 

senyawa target sudah diproduksi diekstrak miselium kapang tersebut. 
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Gambar 26. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV  ekstrak miselium 

dari medium fermentasi SWS diwaktu fermentasi 5 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu kelima dalam medium  SWS, dengan mengunakan 

metode KCKT diketahui bahwa senyawa target dapat terdeteksi dengan waktu retensi 

16.146. Serapan UV yang dihasilkan sama dengan senyawa target. Sehingga dapat 

diduga bahwa pada minggu kelima senyawa target dapat diproduksi di miselium 

kapang dengan medium fermentasi SWS di waktu fermentasi 5 minggu. 
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Kromatogram KCKT  Produksi Senyawa Target pada Medium MEB 

 

 

 

 

Gambar 27. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium 

dari medium fermentasi MEB diwaktu fermentasi 1 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu pertama dengan medium  MEB, dengan 

mengunakan metode KCKT diketahui bahwa senyawa target dapat terdeteksi dengan 

waktu retensi 16.147. Serapan UV yang dihasilkan sama dengan senyawa target. 

Sehingga dapat diduga bahwa pada minggu pertama senyawa target dapat diproduksi 

pada miselium kapang dengan medium fermentasi MEB di waktu fermentasi 1 

minggu. 
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Gambar 28. Profil kromatogram KCKT dan serapan UV ekstrak miselium dari 

medium fermentasi MEB diwaktu fermentasi 2 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu kedua dalam medium  MEB, dengan mengunakan 

metode KCKT diketahui bahwa senyawa target dapat terdeteksi dengan waktu retensi 

16.619. Serapan UV yang dihasilkan sama dengan senyawa target. Sehingga dapat 

diduga bahwa pada minggu kedua senyawa target dapat diproduksi pada miselium 

kapang dengan medium fermentasi MEB. 
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Gambar 29. Profil kromatogram KCKT   dan serapan UV ekstrak miselium 

dari medium fermentasi MEB diwaktu fermentasi 3 minggu 

 

Hasil pemantauan senyawa target dalam ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans pada minggu ketiga dalam medium  MEB, dengan mengunakan 

metode KCKT diketahui bahwa senyawa target dapat terdeteksi di waktu retensi 

16.624. Serapan UV yang dihasilkan sama dengan senyawa target. Sehingga dapat 

diduga bahwa pada minggu ketiga senyawa target dapat diproduksi pada miselium 

kapang dengan medium fermentasi MEB diwaktu fermentasi 3 minggu. 
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Gambar 30. Profil Kromatogram KCKT Ekstrak miselium dari medium 

fermentasi MEB diwaktu fermentasi 4 minggu 

Gambar 31. Profil Kromatogram KCKT Ekstrak miselium dari medium 

fermentasi MEB diwaktu fermentasi 5 minggu 
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medium MEB, senyawa target tidak diproduksi pada miselium kapang Emericella 

nidulans. 

   Kromatogram KCKT ekstrak miselium kapang laut Emericella nidulans dari 

berbagai media (SWS, MEB dan MFM) diketahui bahwa ekstrak miselium kapang 

laut Emericella nidulans dari medium SWS dan MEB mampu menghasilkan senyawa 

target. Medium fermentasi SWS menghasilkan senyawa target diwaktu fermentasi 5 

minggu menghasilkan senyawa target dengan kadar  (luas area dibawah peak) 

261.959, sedangkan medium MEB menghasilkan senyawa target diwaktu fermentasi 

1, 2 dan 3 dengan kadar masing-masing 233.271 ; 170.007 dan 294.196. Secara 

ringkas kadar senyawa target  dari ekstrak miselium kapang laut Emericella nidullans 

hasil produksi senyawa target pada medium SWS dan MEB disajikan pada      

Gambar 32. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 32. Kadar senyawa target dari ekstrak miselium kapang laut 

Emericella nidulans hasil produksi senyawa target pada medium 

SWS dan MEB. 
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Kadar senyawa target dengan metode KCKT terhadap ekstrak miselium 

kapang laut Emericella nidulans hasil produksi di medium SWS, diketahui bahwa 

senyawa target dapat dihasilkan di minggu kelima. Diperkirakan senyawa target juga 

terbentuk di minggu pertama, kedua dan keempat, namun, kosetrasi dari senyawa 

tersebut kecil sehingga tidak terbaca oleh KCKT di waktu retensi 16. 

 Medium fermentasi MEB adalah medium yang kaya akan nutrisi dengan 

komposisi 0,3% extrach malt; 0,3 extrach khamir; dan 0,5% pepton yang kaya akan 

unsur karbon (C), hydrogen (H) dan oksigen (O) sebagai nutrisi utama dari kapang. 

karbon , hydrogen dan oksigen merupakan penyusun utama senyawa metabolit 

sekunder. Medium  fermentasi MEB adalah medium yang kaya akan nutrisi dan 

bahan dasar bagi kapang untuk mensintesis senyawa metabolit sekunder. Medium 

fermentasi MEB adalah penghasil senyawa target terbanyak dengan waktu fermentasi 

yang lebih singkat.    

 Kadar senyawa target dengan mengunakan metode KCKT terhadap estrak 

kasar miselium dari kapang laut Emericella nidulans  pada medium fermentasi MFM, 

tidak dihasilkan senyawa target diwaktu retensi 16. Tidak diperolehnya senyawa 

target dari medium fermentasi MFM dari minggu pertama hingga minggu kelima 

disebabkan, medium fermentasi MFM adalah medium yang minim akan nutrisi.  

Komposisi medium fermentasi MFM adalah 0,02% extrach khamir dan 0,1% soluble 

starch. Minimnya nutrisi yang terkandung di medium MFM, diperkirakan merupakan 

salah satu faktor yang mempengaruhi kemampuan kapang Emericella nidullans 

mensintesis senyawa target.  
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

1. Senyawa aktif selain emestrin berhasil diisolasi dari ekstrak miselium 

Emericella nidulans. Senyawa aktif tersebut memiliki profil 1H-NMR dan 

serapan UV yang berbeda dengan senyawa emestrin.  

2. Senyawa target memiliki aktifitas sitotoksik yang kuat terhadap dan sel 

kanker leher rahim (HeLa) sel kanker payudara (T47D) dengan IC50 berturut-

turut sebesar 21,2 dan 20,9 µg/ml. 

3. Optimasi produksi senyawa target dari kapang laut Emericella nidulans paling 

baik dihasilkan di medium Malt Ekstract Broth (MEB) pada minggu ke-3. 

5.2 Saran 

1. Karakterisasi senyawa target perlu dilakukan penelitian lebih lanjut, untuk 

mengetahui jenis dan struktur senyawa target tersebut. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang mekanisme penghambatan 

senyawa target terhadap sel kanker HeLa dan T47D.  

3. Optimasi senyawa target dengan medium MEB perlu dilakukan penelitian 

lebih lanjut guna mengetahui pengaruh salinitas, pH, cahaya dan suhu dalam 

memproduksi senyawa aktif dari kapang laut Emericella nidulans.  
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Lampiran 2 Analisis Probit Senyawa Target vs HeLa 
 
Response Information 
 
Variable  Value      Count 
HeLa      Event        181 
          Non-event    319 
trial     Total        500 
 
Estimation Method: Maximum Likelihood 
 
Regression Table 
                     Standard 
Variable      Coef      Error       Z      P 
Constant  -3.01996   0.239705  -12.60  0.000 
dosis     0.987361  0.0814778   12.12  0.000 
Natural 
Response         0 
 
Log-Likelihood = -229.153 
 
Goodness-of-Fit Tests 
 
Method    Chi-Square  DF      P 
Pearson      7.19701   3  0.066 
Deviance     9.72457   3  0.021 
 
Tolerance Distribution 
 
Parameter Estimates 
                      Standard   95.0% Normal CI 
Parameter  Estimate      Error     Lower    Upper 
Location    3.05862  0.0706004   2.92025  3.19700 
Scale       1.01280  0.0835771  0.861554  1.19060 
 
Table of Percentiles 
                                95.0% Fiducial 
                     Standard         CI 
Percent  Percentile     Error    Lower    Upper 
      1     2.01878  0.379165  1.30752  2.78111 
      2     2.66068  0.443749  1.81133  3.53931 
      3     3.17006  0.487208  2.22630  4.12638 
      4     3.61656  0.520842  2.59914  4.63292 
      5     4.02575  0.548627  2.94723  5.09182 
      6     4.41031  0.572485  3.27927  5.51927 
      7     4.77760  0.593513  3.60035  5.92464 
      8     5.13235  0.612406  3.91374  6.31391 
      9     5.47780  0.629637  4.22169  6.69120 
     10     5.81630  0.645549  4.52584  7.05947 
     20     9.08138  0.771368  7.53909  10.5818 
     30     12.5223  0.904043  10.7609  14.3412 
     40     16.4781   1.11939  14.3896  18.8469 
     50     21.2982   1.50366  18.6258  24.6622 
     60     27.5282   2.17643  23.8269  32.6541 
     70     36.2244   3.35903  30.7219  44.5050 
     80     49.9497   5.61787  41.0554  64.4235 
     90     77.9898   11.1922  60.9316  108.387 
     91     82.8092   12.2463  64.2312  116.293 
     92     88.3829   13.4944  68.0132  125.547 
     93     94.9455   15.0010  72.4231  136.586 
     94     102.853   16.8659  77.6797  150.081 
     95     112.678   19.2524  84.1330  167.124 
     96     125.426   22.4530  92.3908  189.661 
     97     143.092   27.0616  103.644  221.612 
     98     170.487   34.5539  120.724  272.635 
     99     224.696   50.3934  153.468  378.100 
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Lampiran 3 Analisis Probit Senyawa Target vs T47D 
 
Response Information 
 
Variable  Value      Count 
T47D      Event        191 
          Non-event    309 
trial     Total        500 
 
Estimation Method: Maximum Likelihood 
 
Regression Table 
 
                     Standard 
Variable      Coef      Error       Z      P 
Constant  -2.12900   0.188665  -11.28  0.000 
dosis     0.699997  0.0671095   10.43  0.000 
Natural 
Response         0 
 
Log-Likelihood = -271.081 
 
Goodness-of-Fit Tests 
 
Method    Chi-Square  DF      P 
Pearson      18.3446   3  0.000 
Deviance     17.7148   3  0.001 
 
Tolerance Distribution 
 
Parameter Estimates 
 
                      Standard   95.0% Normal CI 
Parameter  Estimate      Error    Lower    Upper 
Location    3.04145  0.0960282  2.85323  3.22966 
Scale       1.42858   0.136959  1.18385  1.72389 
 
Table of Percentiles 
 
                     Standard  95.0% Fiducial CI 
Percent  Percentile     Error     Lower    Upper 
      1    0.754332  0.222666  0.372252  1.23288 
      2     1.11350  0.289299  0.598991  1.71779 
      3     1.42559  0.338835  0.809515  2.12144 
      4     1.71679  0.379830   1.01494  2.48752 
      5     1.99700  0.415463   1.21952  2.83236 
      6     2.27125  0.447326   1.42542  3.16418 
      7     2.54254  0.476354   1.63395  3.48784 
      8     2.81283  0.503153   1.84600  3.80652 
      9     3.08353  0.528149   2.06219  4.12248 
     10     3.35567  0.551654   2.28302  4.43740 
     20     6.29103  0.743530   4.81401  7.74457 
     30     9.89767  0.942045   8.07384  11.8155 
     40     14.5781   1.29202   12.2259  17.4140 
     50     20.9355   2.01040   17.5217  25.7320 
     60     30.0653   3.42744   24.5725  38.8571 
     70     44.2827   6.21546   34.7785  61.2711 
     80     69.6699   12.2761   51.7034  105.457 
     90     130.614   30.0786   88.8315  225.889 
     91     142.141   33.8000   95.5001  250.385 
     92     155.820   38.3299   103.304  280.041 
     93     172.385   43.9664   112.613  316.749 
     94     192.975   51.1806   123.992  363.499 
     95     219.477   60.7683   138.363  425.348 
     96     255.300   74.2021   157.366  511.657 
     97     307.448   94.5916   184.310  642.237 
     98     393.620   130.061   227.340  869.028 
     99     581.038   212.966   316.300  1400.37 
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