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ABSTRAK

Nama : Febrial Hikmah

Program Studi : Biologi

Judul : Uji Sitotoksik Ekstrak Kapang MFK-25-10 dari Spons
PR-17-1V-10 Perairan Pulau Rote terhadap Sel Kanker Payudara
T47D

Penclitian bertujuan memperoleh nilai fn#hibition Concentrationsy (ICsp) ekstrak
kapang MFK-25-10 yang diidentifikasi sebagai genus 7richoderma, terhadap sel
kanker payudara T47D secara in vitro. Medium pertumbuhan kapang dipisahkan
antara broth dan miselium, diekstrak masing-masing menggunakan pelarut
ctilagetat (EtOAc) (1:1, v/v) dan campuran diklorometana (DCM) : metanol
(MeOH) (1:1, v/v). Pengujian sitotoksik menggunakan Uji MTT dengan seri
dosis 1, 5, 25, 125 dan 625 pg/ml. Hasil penelitian dianalisis dengan grafik Probit
menghasilkan nilai ICsy untuk ekstrak broth sebesar 1289 pg/ml sedangkan
ekstrak miselium sebesar 31 pg/ml.  Hasil KL'T ekstrak kapang baik broih
maupun miselium, berhasil dipisahkan dengan menggunakan eluen berupa
campuran pelarut DCM dan MeOH dengan perbandingan 15:1 (v/v).

Kata kunei:
Inhibition Concentrationsg (ICsp), kapang, KLT, sel kanker payudara, T47D,
sitotoksik, Trichoderma, uji MTT.
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ABSTRACT

Name : Febrial Hikmah
Study Program: Biology
Title : Cytotoxic Test of MFK-25-10 Mold Extract from PR-17-IV-10

Sponge in Rote Island for Breast Cancer T47D

The purpose of this study was to analyse the ICsy value of MFK-25-10 mold
extract was identification as Trichoderma, for breast cancer T47D in vitro. The
growth of mold was separated between broth and mycelium, the broth was
extracted using ethylacetat (EtOAc) (1:1, v/v), where mycelium was extracted
using dichloromethane (DCM) : methanol (MeOH) (1:1, v/v). Cytotoxic test was
carried out using MTT test with dosage 1, 5, 25, 125, and 625 ug/ml. The result
was analyzed using Probit graph for obtaining ICs, value. The result showed that
ICsy value for broth extract was 128.9 pg/ml, while mycelium extract was 31
pg/ml. TLC test of mold extract showed that both broth and mycelium were
separated using mixture DCM and MeOH solvent with 15:1 (v/v) ratio.

Key words:
Inhibition Concentrationso (1Csp), mold, TLC, T47D breast cancer cell, cyvtotoxic,
Trichoderma, MT'T test.
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BAB1
PENDAHULUAN

Kanker merupakan sel yang mengalami perubahan bentuk, sifat, dan
kinetik. Zat yang menyebabkan kanker disebut karsinogen. Kanker disebabkan
oleh beberapa faktor, antara lain makanan, bahan kimia, radiasi sinar UV, dan
genetik (Boultwood & Fidler 2002: 1). Berdasarkan data dari Badan Registrasi
Kanker Perhimpunan Dokter Ahli Patologi Indonesia tahun 1998 terhadap 13
rumah sakit di Indonesia, bahwa kanker leher rahim menduduki peringkat
pertama, vaitu sekitar 17,2% dari seluruh kasus kanker. Kanker payudara sebesar
12,2%, diikuti dengan kanker kulit sebesar 5,9%, kanker nasofaring sebesar
5,3%, dan kanker rektum sekitar 4,9% (Surat Keputusan Menkes RI 2007: 5).

Kanker payudara banyak diderita oleh wanita. Menurut World Health
Organization (WHO) pada tahun 2005, bahwa dari 100.000 wanita sekitar 26
orang menderita kanker payudara. Serangkaian pengobatan vang telah ada,
seperti pembedahan, penyinaran, kemoterapi, dan imunoterapi menghasilkan efek
samping vang besar. Menurut Spencer dkk. (1994) dalam Hsin-Ling Yang dkk.
(2005: 216), bahwa cara kerja pengobatan yang kurang spesifik dapat merusak
dan membunuh sel-sel normal. Oleh karena itu, dibutuhkan bahan aktif alami
yang berpotensi sebagai antikanker (Blunt dkk. 2007: 31).

Mikroorganisme merupakan salah satu penghasil bahan alami, baik dalam
bentuk metabolit primer maupun metabolit sekunder (Munro dkk. 1999: 16).
Mikroorganisme dapat hidup pada substrat yang spesifik, salah satunya adalah
spons. Spons salah satu jenis biota laut yang bersifat filfer feeder. Nutrisi yang
didapat dimanfaatkan untuk kelangsungan hidup (Bréker 1999: 23). Spons
mengeluarkan zat kimia sebagai salah satu bentuk pertahanan diri terhadap
pemangsa dan kompetitor. Mekanisme pertahanan diri secara kimiawi tersebut
diduga karena adanya peranan mikroorganisme yang hidup di dalam spons
(Moore 1999: 653).

Fungi merupakan salah satu mikroorganisme vang banyak ditemukan di
dalam spons. Manilal dik. (2010: 196), berhasil mengisolasi kapang Aspergillus
clavatus dari spons Fasciospongia covernosa yang berasal dari India. Blunt dkk.

(2007: 36), mengisolasi fungi Saccharopolyspora sp. dari spons Mycale plumose
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yang berasal dari Cina. Ekstrak dari fungi tersebut bersifat sitotoksik terhadap
berbagai sel kanker pada manusia. Liu dkk. (2009) dalam Debbab dkk. (2010:
549), telah berhasil mengisolasi kapang A spergillus ustus dari spons Suberites
domuncula dan bersifat sitotoksik terhadap sel kanker limfoma L.5178Y pada
konsentrasi 10 pg/ml.

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh kapang yang hidup pada spons
memiliki kemampuan sitotoksik terhadap beberapa sel kanker (Debbab dkk. 2010:
549). Salah satu mekanisme sitotoksik, yaitu dengan cara menghambat proliferasi
sel kanker (Bennet & Montgomery 1967: 112). Mekanisme tersebut dapat
melalui mekanisme penghambatan siklus sel dan penginduksian apoptosis sel
yang diatur oleh mitokondria. Beberapa obat kemoterapi memanfaatkan gen-gen
dalam sel untuk mengaktitkan jalur apoptosis atau kematian sel sendiri
(Boultwood & Fidler 2002: 2).

Penclitian Hoéller (2000: 1354) terhadap senyawa vang dihasilkan oleh
kapang yang diisolasi dari beberapa jenis spons, antara lain kapang Aspergilliis
niger yang diisolasi dari spons Hyrtios proteus menghasilkan senyawa aktif
asperazine. Trichoderma harzianum yang diisolasi dari spons Micale cecilia
menghasilkan senyawa aktif trichoharzin. 7. harzianum yang diisolasi dari spons
Halichondria okadai menghasilkan senyawa aktif trichodenone A-C.

Kapang MFK-25-10 telah diisolasi dari spons PR-17-1V-10 yang berasal
dari perairan Pulau Rote pada penelitian pendahuluan. Kemampuan sitotoksik
ekstrak kapang MFK-25-10 terhadap sel kanker payudara T47D belum diketahui.
Kemampuan sitotoksik dapat diketahui berdasarkan nilai /nhibition
Concentrationsy (ICsp), yaitu nilai konsentrasi senyawa yang menghambat
proliferasi sel sebesar 50%. Nilai ICsy diperoleh dari pengujian ekstrak kapang
yang menggunakan metode 3-(4.5-dimethylthiazol-2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) berdasarkan Freshney (2005: 366--367). Uji MTT merupakan uji
sitotoksik kolorimetrik secara i» vitro menggunakan garam tetrazolium yang akan
bereaksi dengan suksinat dehidrogenase di dalam mitokondria. Ujit MTT relatif
lebih sensitif, akurat, dan dapat digunakan untuk mengukur sampel dalam jumlah
banvak dengan waktu singkat. Sel kanker payudara T47D merupakan continuous

cell line yang memiliki kemampuan replikasi tidak terbatas, homogenitas tinggi,
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penanganan di laboratorium mudah, dan dapat diganti dengan frozen stock jika
terjadi kontaminasi (Burdall dkk. 2003: 89).

Kemampuan sitotoksik ekstrak kapang MFK-2510 berdasarkan pada nilai
IC5, dibandingkan dengan kontrol menggunakan seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625
ug/ml. Ekstrak broth dan miselium dilihat pemisahan senyawanya dengan
menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KI.T). Eluen yang digunakan
merupakan campuran diklorometana (DCM) dengan metanol (MeOH) (15:1, v/v).

Tujuan penelitian adalah mengetahui kemampuan sitotoksik ekstrak
kapang MFK-25-10 terhadap sel kanker payudara T47D berdasarkan nilai ICs.
Ekstrak kapang MFK-25-10, baik dari broth maupun miselium, dipisahkan
senyawanya menggunakan metode KIL'T dengan eluen campuran DCM : MeOH
(15:1, v/v). Hipotesis penelitian adalah kapang MFK-25-10 tersebut memiliki
kemampuan antikanker terhadap sel kanker payudara T47D dengan nilai ICs, < 30
ng/ml mengikuti garis panduan American National Cancer Institute (ANCI)
(Itharat dkk. 2004: 35). Ekstrak kapang MFK-25-10 dapat dipisahkan dengan
baik menggunakan e¢luen campuran DCM : MeOH (15:1, v/v).

Hasil yang diharapkan adalah kapang MFK-25-10 bersifat antikanker
terhadap sel kanker payudara T47D. Selain itu, penelitian ini dapat menjadi dasar
bagi penclitian lebih lanjut terhadap fungi laut di Indonesia dan dapat digunakan

sebagai bahan aktif alami untuk pengobatan kanker pada umumnya.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fungi Laut

Fungi merupakan organisme eukariot, 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
diabsorpsi (Madigan dick. 2000: 535).

Bentuk fungi dapat uniselular ataupun multiselular (Gandjar dkk. 1999: 2).
Fungi multiselular memiliki hifa, yaitu struktur berbentuk tabung yang terbentuk
dari pertumbuhan spora atau konidia. Hifa dapat berfungsi untuk mengabsopsi
nutrien dan tumbuh di dalam substrat (Maier dik. 1999: 32). Hifa dapat memiliki
septa atau tidak. Hifa yang bersepta dan memiliki satu inti disebut monositik.
Hifa yang tidak bersepta dan memiliki banyak inti disebut senositik (Madigan dkk.
2000: 5335).

Sekitar 50.000 spesies fungi yang telah diketahui, kurang dari 500 spesies
merupakan fungi laut dan estuaria (Kohlmeyer & Kohlmeyer 1979: 4--5).  Fungi
laut memiliki kemampuan hidup dan tumbuh pada konsentrasi air laut (Mabrouk
dik. 2008: 14). Fungi laut dapat berperan penting dalam siklus nutrien sebagai
dekomposer (Wang 2006: 547).

Kohlmeyer & Kohlmeyer (1979: 3--5), membagi fungi laut menjadi dua,
yaitu fungi laut obligat dan fakultatif. Fungi laut obligat merupakan kelompok
fungi yang hanya dapat tumbuh dan bersporulasi dalam lingkungan laut. Fungi
laut fakultatif merupakan kelompok fungi terestrial yang dapat hidup pada
lingkungan laut.

Ascomycetes merupakan kelompok fungi yang paling banyak ditemukan
di laut (Manilal dkk. 2010: 198). Trichoderma merupakan salah satu genus yang
banyak ditemukan karena memiliki persebaran yang luas baik di darat maupun di
laut (Domsch dkk. 1980: 271). Trichoderma bersifat anaerob fakultatif dan dapat
tumbuh secara saprofit ataupun parasit. Miselium aerial bercabang membentuk

konidiofor. Konidiofor memiliki banyak cabang dan akan bercabang lagi menjadi
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cabang yang lebih pendek membentuk fialid. Reproduksi aseksual berupa konidia
berbentuk ovoid yang diproduksi oleh ujung fialid. Trichoderma memiliki fase
teleomorf vaitu genus Hypocrea dengan menghasilkan askospora sebagai
reproduksi seksualnya (Samuels 1996: 924). Pertumbuhan koloni cepat dan
berwarna putih, kemudian bersporulasi berwarna kuning atau hijau (Gandjar dkk.
1999: 120). Trichoderma dapat menghasilkan khlamidospora yang umumnya
berbentuk subglobosa uniselular (Paul & Clark 1996: 2).

Beberapa jenis Trichoderma memiliki karakteristik berbeda-beda untuk
mendukung pertumbuhannya. 7. Aarzianum toleran terhadap keterbatasan nutrisi.
T. viride dan T. polysporum tidak mampu hidup pada suhu rendah (Domsch dkk.
1980: 272). Trichoderma yang dikultur dapat tumbuh cepat pada suhu 25--30°C.
pH optimum bagi pertumbuhan 7richoderma berkisar antara 3--7 dan cenderung
asam (Danielson & Davey 2002: 497--498). Faktor lain yang memengaruhi
pertumbuhan Trichoderma yaitu kelembaban, sedangkan kandungan garam tidak
terlalu memengaruhi pertumbuhan (Lavelle & Spain 2001: 56). Sumber karbon
utama bagi Trichoderma berupa glukosa, sedangkan sumber nitrogen berasal dari
ekstrak khamir dan tripton (Paul & Clark 1996: 97).

Karakter morfologi koloni kapang secara makroskopik yang umum
diamati adalah warna, warna sebalik koloni, tekstur, exudate drops, radial furrow,
dan zona pertumbuhan (zonasi). Pengamatan morfologi secara mikroskopik
meliputi septum hifa, cabang miselium, konidia, konidiofor, dan bentuk fialid
(Gandjar dik. 1999: 4).

Spons merupakan Aest yang baik bagi komunitas mikroorganisme.
Mikroorganisme mendapatkan nutrisi dan tempat hidup di dalam spons (Thomas
dkk. 2010: 1418). Spons merupakan organisme filter feeder, yaitu menyaring zat
terlarut dalam air laut sebagai sumber nutrisi (Bréker 1999: 23). Spons hidup
pada substrat padat secara bentik dan memiliki mekanisme pertahanan kimiawi
untuk melindungi diri dari kompetitor dan predator (Thomas dkk. 2010: 1419).
Spons maupun fungi yang hidup didalamnya menghasilkan metabolit aktif
(Debbab dik. 2010: 545). Bugni & Ireland (2004: 143--145), telah berhasil
mengisolasi senyawa Halichondrin dari spons Halichondria sp. dan menunjukkan

aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker melanoma B-16 secara in vitro dengan
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nilai ICsy sebesar 93 pug/ml. Menurut Moore (1999: 653), bahwa hubungan yang
terjadi antara spons dengan mikroorganisme di dalamnya sangat rumit, sehingga
sulit membuktikan metabolit aktif tersebut dihasilkan oleh mikroorganisme,
spons, atau hasil interaksi keduanya.

Beberapa kapang yang telah diidentifikasi menghasilkan senyawa
metabolit sekunder aktif, antara lain Siepmann & Hohnk (1962) dalam Gao
(2008: 6095) mengisolasi kapang jenis Fusarium sp. dari jaringan spons yang
berasal dari laut Atlantik Utara dan berperan penting sebagai pemberi vitamin
untuk sostmya. Amagata dik. (1998) dalam Debbab (2010: 560), berhasil
mengisolasi Trichoderma harzianum dari spons jenis Halichondria okadai dan

menghasilkan senyawa aktif trichodenone A-C terhadap sel kanker murine P-388.

2.2 Metabolit Sekunder Kapang

Metabolisme adalah reaksi kimia yang berlangsung di dalam sel.
Metabolit merupakan hasil dari proses metabolisme (Pratiwi 2008: 120).
Metabolit terdiri atas dua macam, yaitu metabolit primer dan metabolit sekunder
(Calvo dkk. 2002: 17). Metabolit primer adalah suatu produk akhir yang
terbentuk secara intraselular dan sangat esensial bagi kelangsungan hidup (Agusta
2009: 34). Metabolit sekunder berlangsung setelah proses metabolit primer dalam
jumlah terbatas dan diseksresikan ke luar sel. Metabolit sekunder dapat dibuat
dari konversi metabolit primer (Pratiwi 2008: 121 & 130).

Metabolit sekunder diproduksi sampai kapang mencapai fase logaritmik
akhir dan memasuki fase stasioner (Bilgrami & Verma 1994: 15). Metabolit
sekunder tidak memengaruhi pertumbuhan kapang tetapi dapat menghambat
mikroorganisme lain untuk hidup dan tumbuh disekitarnya (Bhilabutra dkk. 2007:
753).

Senyawa metabolit sekunder kapang dapat bersifat antikanker. Hasil
penelitian Kralj dkk. (2007) dalam Debbab dkk. (2010: 552), bahwa senyawa
metabolit yang dihasilkan oleh fungi Spicellum roseum memiliki aktivitas
sitotoksik, dengan nilai Inhibition Consentrationsy (I1Cso) sebesar 49,83 ug/ml

terhadap pembelahan sel kanker neuroblastoma B104 pada tikus.
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Metabolit sekunder dari kapang laut vang telah dimanfaatkan, antara lain
penicillin yang dihasilkan oleh Penicillium chrysogenum sebagai antibakteri.
Cephalosporin dihasilkan oleh kapang Cephalosporium acremonium yang
berfungsi sebagai antibakteri dan Cyclosporin vang dihasilkan oleh Trichoderma
polysporum berfungsi sebagai imunosupresan (Effendi 2004: 17).

2.3 Fermentasi

Fermentasi merupakan proses yang melibatkan aktivitas mikroorganisme
untuk menghasilkan suatu produk. Aktivitas tersebut dapat bersifat fermentatif
jika tidak melibatkan O, sebagai akseptor elektron terakhir dan bersifat respiratif
jika melibatkan O, (Black 1999: 169). Aktivitas mikroorganisme bertujuan untuk
memecah senyawa kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan
memanfaatkan enzim-enzimnya (Gandjar dkk. 1992: 62).

Proses fermentasi terdiri atas berbagai macam tipe, antara lain dapat
diklasifikasikan berdasarkan jenis substrat vang dimetabolisme (Madigan dkk.
2000: 593). Berdasarkan substratnya, proses fermentasi dapat dibedakan menjadi
dua, yaitu fermentasi substrat padat dan fermentasi substrat cair. Substrat padat
contohnya medium agar, daging, beras, sedangkan fermentasi substrat cair
contohnya susu, sari buah, dan medium cair (Gandjar dkk. 1992: 62).

Fermentasi dapat dikelompokkan menjadi 3, vaitu batch fermentation, fed-
baich fermentation, dan continuwous fermentation. Baitch fermentation merupakan
sistem tertutup, yaitu proses fermentasi yang menginokulasi mikroorganisme pada
wadah yang telah berisi nutrien, yang tidak ditambah lagi ketika fermentasi mulai
berlangsung, kecuali penambahan oksigen bagi 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 yang relatif murah. Hasil yang didapatkan berupa metabolit atau
produk yang seragam dan konsisten, dengan waktu yang relatif cepat (Glazer &
Nikaido 1998: 557). Fermentasi umumnya menggunakan substrat karbohidrat
seperti glukosa atau laktosa, kemudian menghasilkan produk berupa alkohol atau
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jenis senyawa organik lainnya vang disertai gas CO,, H,0, dan konsentrasi H'
berlebih (Madigan dkk. 2000: 593).

Penamaan proses fermentasi berdasarkan nama hasil akhir yang diperoleh
(Gandjar dkk. 1992: 62). Produk fermentasi dapat dikelompokkan menjadi 4
jenis, vaitu produk biomassa, enzim, metabolit dan produk transformasi. Kondisi
fermentasi, mikroorganisme, substrat, serta perlakuan yang sesuai, dibutuhkan
untuk menghasilkan produk yang optimal (Glazer & Nikaido 1998: 529).
Pertumbuhan biomassa dalam medium fermentasi dipengaruhi banyak faktor baik
faktor eksternal maupun internal. Jumlah mikroorganisme dalam fermentasi harus
dikendalikan sehingga tidak terjadi kompetisi dalam penggunaan nutrisi. Nutrisi
dan produk fermentasi perlu diatur sebab jika berlebihan dapat menyebabkan
inhibisi dan represi (Black 1999: 171).

Effendi (2004: 24), melakukan kultivasi biomassa kapang Penicillium sp.
yang diisolasi dari spons [rcinia fasciculata, di dalam medium Wickerham dan
difermentasi secara diam pada suhu 20°C. Setelah 26 hari diinkubasi,
ditambahkan etil asetat (EtOAc) sebanyak 300 ml, lalu melakukan ekstraksi
kapang Penicillium sp. tersebut dengan memisahkan antara ekstrak broth dan

miseliumnya.

2.4 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutan terhadap dua cairan berbeda, seperti air dan pelarut organik lain (Verrall
& Hudson 1987: 67). 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: 2--3).

Faktor-faktor yvang memengaruhi laju ekstraksi yaitu persiapan sampel,
waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, suhu pelarut dan tipe pelarut (Cannell 1998: 5).
Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai cara, seperti maserasi, perkolasi,
sokhletasi dan refluks. Maserasi menggunakan pelarut untuk digunakan sebagai
rendaman bersama sampel yang telah digerus atau dipotong mejadi bagian lebih
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kecil. Perkolasi dan sokhletasi menggunakan alat bantuan yang bertujuan untuk
mengekstrak, yaitu perkolat dan sokhlet. Sedangkan refluks menggunakan pelarut
dengan suhu pada titik didihnya (Natori dkk. 1991: 281).

Liu dkik. (2009: 549) dalam Debbab dkk. (2010: 548), berhasil
mengekstrak kapang Aspergillus ustus menggunakan pelarut organik etil asetat
(EtOAc) dan dapat menghambat aktivitas sel kanker murine lymphoma cell line
L5178Y pada konsentrasi 10 pg/ml. Hernandez dick. (1999: 12) dalam Gao dkk.
(2008: 6093) menelit1 aktivitas sitotoksik ekstrak heksan, diklorometan, dan
metanol terhadap empat sel tumor manusia dan menghasilkan kesimpulan, bahwa
ekstrak heksan dan diklorometan mempunyai aktivitas sitotoksik yang tinggi

dibandingkan dengan ekstrak metanol.

2.5 Uji Sitotoksik MTT

Uji 3-(4,5-dimethylthiazol-2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
merupakan metode kolorimetrik menggunakan pereaksi MTT berupa garam
tetrazolium (Rode dkk. 2010: 82). Pereaksi akan dipecah menjadi kristal
formazan yang berwarna ungu oleh enzim suksinat tetrazolium reduktase dalam
jalur respirasi sel hidup pada mitokondria (Voloshko dkk. 2008: 102).
Kongentrasi formazan dapat ditentukan secara spektrofotometri dan berbanding
lurus dengan jumlah sel hidup (Freimoser 1999: 3728).

Metode MTT relatif lebih cepat, sensitif, akurat, dan dapat digunakan
untuk mengukur sampel dalam jumlah besar. Metode ini tidak dapat
diaplikasikan untuk sampel vang berwarna karena warna sampel akan menyerap
sinar UV, sehingga absorbansi yang diperoleh menjadi lebih besar dari yang
seharusnya dan hasil pengamatan uji antikanker menjadi tidak valid (Rode dkk.
2010: 85). Oleh karena itu, perlu digunakan kontrol, yaitu kontrol sampel,
medium dan sel, sehingga absorbansi warna kristal formazan yang larut akan
sebanding dengan jumlah sel hidup (Freshney 2005: 365).

Uji sitotoksik digunakan untuk menentukan nilai /nhibition Concentration
(ICsp), vaitu nilai konsentrasi senyawa yang menghambat proliferasi sel sebesar

50% dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Suatu
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ckstrak dikatakan mempunyai efek antiproliferasi vang signifikan apabila
mempunyai nilai ICsy < 30 pg/ml mengikuti garis panduan American National
Cancer Institute (ANCI) (Itharat dkk. 2004: 35).

Nilai ICsy dapat dihitung dengan menggunakan analisis Probit. Analisis
Probit merupakan persamaan regresi vang digunakan untuk dua jenis variabel
(Bhar 2010: 1). Uji MTT menggunakan dua variabel, yaitu konsentrasi sampel
dan mortalitas sel sehingga nilai ICsy dapat ditentukan. Analisis Probit merubah
persentase mortalitas menjadi bentuk Probit, yaitu sesuai Tabel Probit.
Konsentrasi ekstrak dalam pg/ml ditransformasikan menjadi bentuk logaritma.

Persamaan regresi digunakan untuk mencari nilai ICsy (Fox 2008: 256).

2.6 Sel Kanker Payudara T47D

Sel kanker payudara T47D merupakan continous cell line berbentuk
seperti sel epitel, diisolasi dari jaringan kanker duktal payudara seorang wanita
berusia 54 tahun. Sel tersebut banyak digunakan dalam penclitian kanker secara
in vitro karena mudah penangannya, memiliki kemampuan replikasi tidak
terbatas, homogenitas tinggi serta mudah diganti dengan frozen stock jika terjadi
kontaminasi (Burdall dkk. 2003: 89). Menurut Boultwood & Fidler (2002: 1),
bahwa 70--90% kanker manusia disebabkan oleh faktor lingkungan, termasuk
makanan, alkohol, polusi udara, bahan kimia, radiasi dan sinar ultraviolet.

Keseimbangan sel-sel di dalam tubuh dipengaruhi beberapa faktor yaitu
proto onkogen, gen supresor, dan gen apoptosis (Gressner dkk. 2005: 2458).

Proto onkogen menyebabkan sel berploriferasi, gen supresor memberi isyarat
untuk menghentikan proliferasi, dan gen apoptosis memberi isyarat untuk bunuh
diri pada program kematian sel (Hughes & Mehmet 2003: 7).

Mutasi dan perubahan genetik lain dapat menyebabkan ketidakseimbangan
dalam pengaturan gen (Rode 2010: 22). Mutasi dapat menyebabkan proto
onkogen diekspresikan secara berlebihan dan berubah menjadi onkogen.

Onkogen menyebabkan proliferasi yang berlebihan. Kerusakan pada gen supresor

karena mutasi, yaitu gen p53, menyebabkan imortalitas sel sehingga terjadi kanker
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{Gambar 2.6). Mekanisme tersebut juga terjadi pada kanker payudara (Boutwold
& Fidler 2002: 1--2).

Pengobatan kanker payudara dilakukan dengan serangkaian pengobatan,
meliputi pembedahan, penyinaran, kemoterapi, terapi hormon, dan terapi
imunologi (Bennet & Montgomey 1967: 29). Salah satu contoh obat kemoterapi,
vaitu Capecitabine, obat antikenker oral yang diaktivasi oleh enzim yang ada pada
sel kanker sehingga hanya menyerang sel kanker saja. Selain itu, obat antikanker
yvang telah diperdagangkan adalah Doxorndbicin, Obat tersebut menyerang secara
langsung ke DNA topoisomerase sel kanker. Sel kanker payudara T47D
merupakan sel yang sensitif tethadap doxorubicin (Frederick dii. 1990: 34). Oleh

gebab itu, penelitian menggunakan doxorubicin sebagai kontrol positif.
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2.7 Pemisahan Senyawa dengan Telknik Kromatografi

Kromatografi merupakan teknik pemisahan suatu zat berdasarkan
perbedaan kepolaran (Cannell 1998: 209). 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 teradsorpsinya pelarut pada adsorban.
Penggolongan ini disebut sebagai deret eluetropik pelarut (Cannell 1998: 210).

Kromatografi terbagi menjadi beberapa jenis, antara lain kromatografi
padatan cair, kromatografi partisi, kromatografi penukar ion, kromatografi
cksklusi, 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: 338).

Kromatografi lapis tipis (KL'T) menggunakan fase diam berbahan gel
silika yang dicampur dengan CaSO, 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: 199 & 201).

Pairet dkk.(1995: 915) menggunakan plat gel silika dengan e¢luen CH-Cl, :
MeOH (19:1, v/v) untuk memisahkan ekstrak kapang Penicillium sclerotiorum,
terutama senyawa azaphilone. Burkhardt dkk. (1996: 432) menggunakan KI.T
analitik gel silika dengan eluen CHCIL; : MeOH (9:1, v/v), untuk mengelusi
ckstrak Streptomyces griseoviridis, khususnya mengekstrak senyawa lactone dan

cineromycin B.
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BAB3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi dan Instrumen,
Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan
(BBRP2B-KP) dan l.aboratorium Mikrobiologi Depatemen Biologi FMIPA UL
Penelitian berlangsung selama empat bulan, mulai bulan Februari hingga bulan

Mei 2011.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat-alat vang digunakan adalah pisau steril, Eppendorf, spatula, jarum
tanam tajam, pinset, korek api, penggaris, pensil, drawing pen 0,1 [Snowman],
conical tube, cryotfube, rak tabung reaksi, mikropipet 1 pl, 10 ul, 100 pl, 1000 ul,
5000 ul [ROSI], tip [AXYGEN], mikroplat 96 well, kamera [Nikon]|, Erlenmeyer
250 ml, 500 ml [Pyrex], cawan petri 100 ml [Pyrex], pipet tetes, gelas ukur 50 ml,
100 ml [Pyrex], tabung reaksi 100 ml [Pyrex], gelas objek, kaca penutup, botol
Duran 1000 ml, labu corong pisah, gelas beaker 100 ml, 500 ml [Pyrex],
pembakar spirtus, corong pisah, autoklat [All American No. 25X], oven [GFL
1601], Laminar Air Flow (LAF) |Hirayama Manufacturing Coorporation-Japan],
Deep Frezzer [Snijders Scientific b.v.], mikroskop binokuler [Olympus],
mikroskop inverted [Olympus], microplate reader [Labsystems iEMS Reader
MF], lemari pendingin [Clasio], sentrifugator, vortex [Thermolyne tipe Maxi Mix
II], inkubator CO»,, timbangan digital [Presica], timbangan analitik [Mettler AE
100], kompor listrik [Maspion], freeze dried [LABCONCO)], sonikator
[BRANSON], vacuum roiary evaporator [BUCHI], nitrogen evaporator, dan
TLC-kit.
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3.2.2 Bahan

3.2.2.1 Kapang MFK-25-10

Kapang MFK-25-10 merupakan koleksi dari Balai Besar Riset Pengolahan
Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan (BBRP2B-KP). Kapang
diisolasi secara langsung (direct method) dari spons PR-17-1V-10 dari perairan
Pulau Rote oleh peneliti BBRP2B-KP di Laboratorium Bioteknologi pada

penelitian pendahuluan.

3.2.2.2 Sel kanker payudara T47D

Sel kanker vang digunakan adalah sel kanker payudara T47D yang
merupakan koleksi dari Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi
Kelautan dan Perikanan (BBRP2B-KP).

3.2.23 Medium

Medium yang digunakan adalah Malt Exiract Agar (MEA) sebagai
medium pertumbuhan dan identifikasi, Malt Extract Broth (MEB) sebagai
medium fermentasi, Potato Dextrose Agar (PDA) sebagai medium 1dentifikasi,
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 sebagai medium kultur sel kanker
payudara T47D dan uji sitotoksik MTT.

3.2.2.4 Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan adalah malf extract [Merck], pepton
[OXOID], PDA (Merck), agar [OXOID], NaCl [Merck], KCI [Merck], Na;SO,
[Merck], MgCl,.6H,O [Merck], CaCl, [Merck], air laut, streptomycine sulfate

[Merck], laktofenol, alkohol 70%, akuades, gliserol, Dimethyvisulfoxide (DMSO),
Fetal Bovine Serum (FBS), etil asetat (EtOAc), metanol (MeOH), diklorometana
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(DCM), pereaksi MTT, penisilin-streptomisin, fungizon, tripsin-EDTA, Sodium
Duodesil Sulphate (SDS) dan HCI 1 ml.

3.2.2.5 Bahan habis pakai

Bahan habis pakai yang digunakan adalah kertas saring Whatman No.41,

tisu, kapas, aluminium foil, karet, label, parafilm dan plastik tahan panas.

3.3 Cara Kerja

3.3.1 Pembuatan medium

3.3.1.1 Malt Extract Agar (MEA)

Pembuatan medium MEA untuk penumbuhan dan identifikasi isolat
berdasarkan Gandjar dkk. (1992: 78). Sebanyak 6 g malt extract, 1 g pepton, dan
3 g agar dilarutkan dalam Artificial Sea Water (ASW) hingga volume akhir
mencapai 200 ml. Medium disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
dan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium steril ditambahkan antibiotik
streptomycine sulphate 50 mg pada saat suhu medium berkisar antara 40--45°C.
Medium dikocok hingga homogen, dituang secara aseptis ke dalam cawan petri
dan dibiarkan mengeras. Derajat keasaman (pH) medium diukur dengan kertas

pH universal (range 0--14) sebelum dan setelah steril, sekitar 6,8--7,2.

3.3.1.2 Malt Extract Broth (MEB)

Pembuatan medium MEB untuk fermentasi isolat berdasarkan Gandjar
dkk. (1992: 78). Sebanyak 30 g malt extract dan 5 g pepton dilarutkan dalam air
laut steril hingga volume akhir mencapai 1000 ml. Medium disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium steril
ditambahkan antibiotik streptomycine sulphate 250 mg pada saat suhu medium

berkisar antara 40--45°C dan medium dikocok hingga homogen. Derajat
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keasaman (pH) medium divkur dengan kertas pH universal (range 0--14) sebelum

dan setelah steril, sekitar 6,8--7,2.

3.3.1.3 Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan medium PDA untuk identifikasi isolat berdasarkan petunjuk
yang terdapat dalam kemasan. Sebanyak 39 g PDA dilarutkan dalam 500 ml
akuades, dan dipanaskan sampai mendidih. Medium ditambahkan akuades hingga
volume akhir mencapai 1.000 ml. Medium disterilkan dengan autoklaf pada suhu
121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit. Medium steril ditambahkan antibiotik
streptomycine sulphate 250 mg pada saat suhu medium berkisar antara 40--45°C.
Medium dikocok hingga homogen, dituang secara aseptis ke dalam cawan petri,
dan dibiarkan mengeras. Derajat keasaman (pH) medium divkur dengan kertas

pH universal (range 0--14) sebelum dan setelah steril, sekitar 6,7--6.9.

3.3.1.4 Medium kultur lengkap RPMI 1640 sel kanker payudara T47D

Medium bubuk RPMI 1 bungkus (10,4 g) dilarutkan dalam 950 ml
akuabides steril. NaHCO; sebanyak 2.2 g ditambahkan dan diaduk hingga
tercampur rata, akuabides steril ditambahkan kembali hingga volume menjadi 1 L.
pH diukur dengan pH optimum sekitar 7,0—7,4. Medium difiltrasi dengan
menggunakan hand vacuum pump dengan filter 0,2 pym. Hasil filtrasi ditampung
dalam botol Duran 1000 ml, diberi label dan disimpan pada suhu 4°C. Sctelah itu,
penicilin-streptomycin dan Fetal Bovine Serum (FBS) dicairkan terlebih dahulu
pada suhu 26--28°C. FBS sebanyak 10 ml dituang ke dalam botol Duran 100 ml
dan ditambahkan antibiotik penicilin-streptomycin sebanyak 1 ml. Medium cair
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 ditambahkan hingga volume 100
ml. Botol medium diberi label dan disimpan di kulkas pada suhu 4°C.
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3.3.2 Pembuatan stock cultiure dan working culture

Isolat yang telah dipreservasi ditumbuhkan pada MEA dalam cawan petri
dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 26--28°C. Isolat yang tumbuh diinokulasi
kembali pada MEA tegak dan miring dalam tabung reaksi. Stock culture dan
Working culture ditumbuhkan secara streak dan disimpan pada suhu 4°C dan 26--

28°C (Lampiran 2).

3.3.3 Pengamatan morfologi kapang

Pengamatan morfologi kapang secara makroskopik dan mikroskopik
dilakukan berdasarkan Gandjar dik. (1999: 4--5). Isolat berumur 5 hari pada
medium PDA dan MEA diamati secara langsung. Karakter morfologi koloni
kapang vang diamati secara makroskopik, antara lain diameter koloni, tekstur
(granular, velvety, bludru), warna koloni (hijau, kuning, hitam), zonasi
(ada/tidak), radial furrow (ada/tidak), exudate drop (ada/tidak), sebalik koloni
(ada/tidak), dan zona pertumbuhan (ada/tidak). Sedangkan pengamatan morfologi
kapang secara mikroskopik menggunakan laktofenol cotton blue. Isolat ditransfer
dengan menggunakan jarum tanam tajam ke gelas objek dan ditutup dengan kaca
penutup. Preparat dilewatkan di atas api apabila masih terdapat agar medium.
Preparat diamati di bawah mikroskop dengan memerhatikan hifa (berseptum,
bercabang), bentuk spora aseksual, fialid, dan konidiofor. Data dicocokan dengan

kunci identifikasi berdasarkan Samson dkk.(1999).
3.3.4 Fermentasi metabolit sekunder kapang

Akuades steril sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam working culture
kapang MFK-25-10 berumur 7 hari pada medium MEA lalu kapang dikerik.
Spora kapang sekitar 2--3 x 10° CFU/ml dimasukkan ke dalam 9 ml MEB dan

diinkubasi pada suhu 26--28°C selama 48 jam sebagai starter 1. Siarter I dituang
ke dalam 90 ml MEB dan diinkubasi kembali selama 48 jam pada suhu 26--28°C
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sebagai starter 1. Starter 11 dituang ke dalam 900 ml MEB dan diinkubasi
selama 3 minggu pada suhu 26--28°C tanpa pengocokan (Lampiran 3).

3.3.5 Ekstraksi metabolit sekunder kapang

Miselium kapang yang telah difermentasi selama 3 minggu disaring
dengan menggunakan kertas saring Whatman No. 41 dan dipisahkan dengan
broth. Miselium diekstrak menggunakan DCM dan MeOH (1:1, v/v) dan
disonikasi selama 60 menit. Campuran DCM dan MeOH diambil untuk
dievaporasi hingga kering. Sedangkan broth diekstrak menggunakan FtOAc (1:1,
v/v) lalu dimasukkan ke dalam labu corong pisah. Broth dibuang dan EtOAc
ditampung di Erlenmeyer dan dievaporasi menggunakan rotary evaporator hingga
kering. Ekstrak kasar baik dari miselium maupun bro#/ dipindahkan ke masing-
masing botol vial dan diberi label. Ekstrak kasar dievaporasi lagi menggunakan
evaporator nitrogen hingga pelarut benar-benar kering. Berat ekstrak kasar

ditimbang dan disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 4°C (Lampiran 4).

3.3.6 Pembuatan seri dosis

Ekstrak kasar sebanyak 10 mg dilarutkan dalam 100 pl Dimethyvisulfoxide
(DMSQO). Larutan ekstrak kasar diencerkan dengan medium kultur Roswell Park
Memorial Istitute (RPMI) 1640 hingga volume menjadi 1 ml untuk digunakan
sebagai stock extract. Ekstrak uji dibuat seri dosis 1, 5, 25, 125 dan 625 pg/ml dari
stock extract dan diencerkan menggunakan medium RPMI 1640 hingga volume
masing-masing menjadi 1 ml. Ekstrak uji konsentrasi 1 pg/ml dibuat dengan
memipet 0,1 pl dari stock extract. Ekstrak wji konsentrasi 5 ug/ml dibuat dengan
memipet 0,5 pl dani stock extract. Ekstrak uji konsentrasi 25 pg/ml dibuat dengan
memipet 2,5 pl dari stock extract. Ekstrak wji konsentrasi 125 pg/ml dibuat
dengan memipet 12,5 ul dari stock extract. Ekstrak uji konsentrasi 625 ug/ml

dibuat dengan memipet 62.5 pl dari stock extract (Lampiran 7).
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3.3.7 Uji sitotoksik

3.3.7.1 Platting sel kanker payudara T47D

Sel kanker payudara T47D dalam flask dikeluarkan dari inkubator CO,
dan dibuang medium kulturnya. Phosfat Bovine Saline (PBS) sebanyak 3 ml
ditambahkan ke dalam flask untuk mencuci sel dari medium yang tersisa lalu
dibuang. Tripsin EDTA sebanyak 1 ml ditambahkan ke dalam flask untuk
melepaskan sel dari permukaan flask dan diinkubasi selama 3 menit dalam
inkubator CO,. Setelah sel lepas, ditambahkan medium lengkap RPMI sebanyak
4 ml ke dalam flask serta resuspen. Sel dipindahkan kedalam tabung konikal dan
disentrifugasi pada 20.000 rpm selama 3 menit. Supernatan dibuang dan pelet
diambil serta ditambahkan 1 ml RPMI, resuspen. Sel diambil sebanyak 50 pl dan
diencerkan 20x dengan medium RPMI. Sel diambil sebanyak 10 ul dan dihitung
dengan menggunakan kamar hitung Neaubauer. Sel dimasukkan 100 pl dalam

microplate yaitu sebanyak 2 x 10" sel/well. Plate diinkubasi selama 24 jam dalam

inkubator CO; pada suhu 37°C (Freshney 2005: 366--367).

38l LT M L

Sel kanker payudara T47D vang telah di-platting dalam microplate
dikeluarkan dari inkubator CO,. Konfluensi sel diamati di bawah mikroskop
inverted. Medium kultur dibuang lalu larutan ekstrak dimasukkan larutan ekstrak
ke dalam setiap well dan diinkubasi dalam inkubator CO; selama 24 jam. Setelah
24 jam, reagen MTT medium kultur dibuang dan ditambahkan 0,5 mg/ml
dimasukkan sebanyak 100 pl ke dalam well dengan medium kultur yang telah
dibuang sebelumnya dan diinkubasi dalam inkubator CO, selama 4 jam (Wahab
dkk. 2009: 73). Apabila formazan telah terbentuk, SDS 10% ditambahkan
sebanyak 100 nl/well. Microplate dibungkus dengan aluminium foil dan
diinkubasi dalam tempat gelap pada suhu 26°C--28°C selama 24 jam (Lampiran

5). Setelah 24 jam, absorbansi dibaca dengan menggunakan microplate reader
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dengan panjang gelombang 570 nm. Persentase (%) mortalitas sel dihitung

berdasarkan nil ai absorbansi tersebut menggunakan rumus:

(k sel — komedium) — (ekstrak — k ekstrak)
k.sel — k. medium

2 mortalitas =

Persentas e mortalitas ditrans formasi menjadi bentuk Probit dengan menggunakan
Tabel Probit. Sedangkan konsentrasi ekstrak dihitung nilai lognya. Grafik Probit
dibuat dengan menggunakan program Microsof Excel 2007 dan dianalisis nilai

ICsp berdasarkan persamaan regresinya.

3.3.8 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan berdasarkan Gibbons & Gray
(1990) dalam Cannel (1998: 210--211). Plat KL.T yang telah dilapizi oleh gel
silika 60F;s4, dibuat garis melintang lurus 1 em dari dasar plat. Larutan uji baik
dan broff maupun miselium kapang ditotolkan 2--5 pl dengan diameter 1--2 mm
pada garis. Plat KLT dimasukkan ke dalam wadah vang telah berisi pelarut
EtOAc atau DCM : MeOH (15:1, v/v) vang telah jenuh. Mulut wadah dituiup
agar pelarut tidak menguap. Pelarut secara kapiler akan naik ke bagian atas plat
setelah 10--15 menit. Perpindahan titik larutan uji ditandai di bawah sinar UV
dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm, lalu hasilnya difoto. Nilai
Retantion facior (Rf) dihitung dengan rumus:

__ jarak solut {cm)
jarak pelarut (cm)
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengamatan Morfologi Kapang MIK-23-10

Pengamatan morfologi kapang MFK-25-10 dilakukan pada biakan
berumur 5 hari dalam medium MEA dan PDA vang diinkubasi pada suhu 26--
28°C. Koloni kapang pada medium MEA memiliki diameter 9 cm menunjukkan
warna koloni kuning, memiliki tekstur granular, tidak terbentuk warna sebalik
koloni, tidak terdapat growing zone, radial fiirrow dan zonasi, sudah mulai
terbentuknya exudate drops berwarna kuning bening (Gambar 4.1(b) dan Tabel
4.1(a)). Koloni kapang pada medium PDA memiliki diameter 6 cm menunjukkan
warna koloni hijau, memiliki tekstur granular, tidak terbentuk warna sebalik
koloni, terdapat growing zone tetapi tidak ada radial furrow, zonasi, dan exudate

drops (Gambar 4.1(a) dan Tabel 4.1(a)).

Tabel 4.1(a). Hasil pengamatan makroskopik kapang MFK-25-10 umur 5 hari
dalam medium MEA dan PDA pada suhu 26--28°C

Medium Woarna Seball!( Tekstur Exudate o Radial Growing Diameter
koloni drops furrow zone (cm)
_ Tidak Tidak Tidak Tidak
MEA Kuning Granular Ada
berwarna ada ada ada
- Tidak Tidak Tidak Tidak
PDA Hijau Granular Ada 6
berwarna ada ada ada

[Sumber: Dokumentasi pribadi. ]

Bourguignon (2008: 21) menumbuhkan isolat Trichoderma dari akar
bawang dalam medium MEA, menghasilkan warna koloni hijau menjadi kuning
pada umur 3 hari dengan diameter 6 cm, sebalik koloni yang tidak berwarna, tidak

terbentuk zonasi, dan telah menghasilkan exudate drops berwarna bening.
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Keterangan:

a. Koloni kapang dalam medium MEA

b. Koloni kapang dalam medium PDA

¢. Sebalik koloni kapang dalam medium MEA
d. Sebalik koloni kapang dalam medium PDA

Gambar 4.1(a). Morfologi secara makroskopik kapang MFK-25-10
umur 5 hart dalam medium MEA dan PDA
pada suhu 26--28°C

[Sumber: Dokumentasi pribadi. |

Pertumbuhan kapang MFK-25-10 dalam medium MEA lebih cepat
dibanding dalam medium PDA. Media MEA berbahan dasar malt extract dan
pepton. Malf extract merupakan gula disakarida dari dua gugus glukosa sebagai
sumber karbon, sedangkan pepton sebagai sumber nitrogen yang berfungsi dalam
sintesis protein dan DNA (Danielson & Davey 2002: 496). Komposisi PDA
antara lain sari kentang dan gula dextrosa yang merupakan monosakarida. Gula
dextrosa seharusnya lebih mudah untuk diabsorpsi dibandingkan disakarida (malt
extract). Trichoderma mampu mendegradasi gula sederhana maupun gula
kompleks atau polisakarida, seperti pati, selulosa, dan pektin (Domsch dkk. 1980:

59). Polisakarida dapat terdegradasi karena Trichoderma pada umumnya
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mensekresikan enzim polysaccharase yang mampu menguraikan rantar panjang
gula menjadi lebih sederhana (Klein & Eveleigh 1998: 64).

Trichoderma memiliki kemampuan metabolisme nitrogen baik yang
sederhana maupun kompleks, seperti asam-asam amino (alanin, asam aspartik,
asam glutamat) (Daniclson & Davey 2002: 498). Nitrogen kompleks tersebut
dapat terdegradasi dengan adanya enzim-enzim hidrolitik protease yang
disckresikan oleh Trichoderma (Griffin 1994: 67). Olch sebab itu, sintesis protein
di dalam kapang dapat terjadi dengan mudah pada medium yang kompleks
sekalipun, misalnya MEA.

Pengamatan mikroskopik kapang MFK-25-10 dilakukan pada i1solat yang
berumur 5 hari pada medium MEA. Perbesaran 1000 kali dapat terlihat fialid
yang berbentuk langsing dan menggembung di bawah. Spora berbentuk ovoid
atau seperti bulat telur. Miselium bercabang-cabang dan terbentuk khlamidospora
(Gambar 4.1(b) dan Tabel 4.1(b)). Menurut Gandjar dkk. (1999: 120), bahwa
khlamidospora ditemukan dalam miselium dari koloni yang sudah tua, terletak

interkalar atau terminal, berbentuk bulat, tidak berwarna, dan berdinding halus.

Keterangan:

d | a. Cabang miselium
b | b, Konidia (ovoid)
¢. Khlamidospora

d. fialid

Gambar 4.1(b). Pengamatan mikroskopis kapang MFK-25-10
umur 5 hari dalam medium MEA pada suhu
26--28°C perbesaran 1000X

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Tabel 4.1(b). Hasil pengamatan mikroskopik kapang MFK-25-10
umur 35 hari dalam medium MEA pada suhu 26--28°C

Karakteristik Keterangan
Miselium Bercabang dan berdinding halus
Konidia Ovoid, tanpa ornamentasi, dan berwarna kuning
Konidiofor Halus dan tidak berwarna
Fialid Langsing menggembung dibawah

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Karakter-karakter mofologi kapang MFK-25-10 sesuai dengan karakter
genus Trichoderma dalam Samson dkk. (1999: 124) dan Gandjar dkk. (1999: 144).
Pertumbuhan koloni Trichoderma akan mencapai lebih dari 5 em dalam waktu 9
hari pada medium Oatmeal Agar (OA). Koloni semula tidak berwarna (hialin),
kemudian putih kehijauan, dan terakhir berwarna hijau. Konidiofor dapat
bercabang menyerupai piramid, yaitu pada bagian bawah terdapat cabang lateral,
sedangkan bagian ujung percabangan bertambah pendek. Fialid tampak langsing

dan panjang, konidia berbentuk semibulat hingga oval, dan berdinding halus.

4.2 Fermentasi Metabolit Sekunder Kapang

Sebelum dilakukan fermentasi pada medium cair 1 L dalam botol
fermentasi 3 1., isolat ditumbuhkan terlebih dahulu dalam media MEA miring
selama 7 hari. MEB 10 ml dijadikan starter 1 dan MEB 100 ml merupakan
starter 2 dengan waktu inkubasi selama 48 jam. Starter digunakan sebagai proses
aklimatisasi kapang sebelum dimasukkan ke dalam volume yang lebih besar.
Schingga mikroorganisme diasumsikan sudah dalam fase log ketika dimasukkan
dalam kultur vang lebih besar.

Kultur diinkubasi pada suhu 26--28°C selama 3 minggu secara statis. Hal
tersebut bertujuan mengurangi buih pada medium ketika dilakukan pengocokkan,
sehingga pertumbuhan kapang tidak optimal. MEA mengandung malt extract
serta pepton yang dapat bereaksi dan dapat menghasilkan buih. Batch

fermentation dilakukan dalam fermentasi kapang karena mudah, tidak perlu
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mengganti medium lalu mensterilisasi kembali. Hasil vang didapatkan berupa
metabolit atau produk yang seragam dan konsisten (Glazer & Nikaido 1998: 557).
Fermentasi kapang dari spons secara batch dan tanpa pengocokan juga dilakukan
oleh Effendi (2004: 24), yaitu melakukan kultivasi biomassa kapang Pewnicillium
sp. vang diisolasi dari spons [reinia fasciculata, di dalam medium cair Wickerham
dan difermentasi secara diam pada suhu 20°C selama 26 hari.

Hasil fermentasi kapang dalam medium MEB pada suhu 26--28°C selama
3 minggu secara batch fermentation, yaitu pada minggu ke-1 koloni kapang
tumbuh dan bersporulasi sekitar sepertiga dari luas permukaan labu fermentasi.
Medium fermentasi berwarna hartal rentung. pH awal sekitar 7.4. Minggu ke-2
kapang telah menutupi hampir 2/3 dari permukaan labu fermantasi. Selain itu,
metabolit sekunder telah disekresikan ke atas permukaan, vaitu exudete drops
yang berwarna kuning bening. Medium fermentasi berwarna merah indian.
Kapang pada minggu ke-3 telah menutupi sebagian besar permukaan labu
fermentasi [Gambar 4.2(a)]. Medium berwarna coklat dan pH yang menurun dan
cenderung asam yaitu 3,8.

Pertumbuhan yang cepat pada kapang tersebut dipengaruhi oleh nutrisi,
suhu, serta pH. Malt Extract Broth (MEB) mengandung mali extract dan pepton,
berfungsi dalam metabolisme dan pertumbuhan kapang. Warna medium berubah
seiring bertambahnya minggu fermentasi (Gambar 4.2(b). Perubahan tersebut
dikarenakan perombakan ekstrak malt menjadi gula yang lebih sederhana. Selain
itu, perubahan pada medium juga disebabkan bercampurnya medium dengan
metabolit sekunder yang dikeluarkan oleh kapang MFK-25-10 ke lingkungan.
Akhir fermentasi umumnya menghasilkan produk berupa alkohol atau jenis
senyawa organik lainnya yang disertai gas CQ», H,0, dan konsentrasi H' berlebih

sehingga cenderung asam (Madigan dkk. 2000: 593).
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Gambar 4.2(a). Hasil fermentasi kapang MFK-25-10 dalam MEB
selama 3 minggu pada suhu 26--28°C secara statis

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Keterangan:
a. Minggu ke-1 (hartal rentung); b. Minggu ke-2 (merah indian); ¢. Minggu ke-
3 (coklat)

Gambar 4.2(b). Perubahan warna medium MEB selama 3 minggu fermentasi
kapang MFK-25-10 pada suhu 26--28°C secara statis

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

4.3 Ekstraksi Metabolit Sekunder Kapang

Ekstraksi merupakan upaya mendapatkan komponen kimia (metabolit
sekunder) pada kapang yang akan diujikan. Ekstraksi yang tidak tepat dapat
memengaruhi bioaktivitas komponen yang diujikan. Oleh karena itu, dalam
ekstraksi perlu diperhatikan penggunaan pelarut dan metode ekstraksi yang sesuai
dengan sifat fisikokimia komponen yang terkandung dalam isolat. Selain itu,
faktor ekologi dan umur isolat juga dapat memengaruhi kandungan metabolit

sekunder dan bioaktivitasnya.
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Pemilihan ¢til asetat (EtOAc) pelarut semi polar, metanol (MeOH) pelarut
polar dan diklorometana (DCM) pelarut nonpolar diharapkan dapat menarik
seluruh senyawa metabolit sekunder dari ekstrak kapang. Berat basah kapang
MFK-25-10 yaitu sekitar 51,7 g, sedangkan berat kering setelah sekitar 9,3 g.
Sedangkan setelah dievaporasi, ekstrak kasar dari miselium kapang MFK-25-10
menghasilkan berat kering sekitar 4,1 g dan 1,7 g berat kering ekstrak dari broth.
Ekstrak kering yaitu ekstrak yang tidak mengandung pelarut lagi, diperoleh dari
penimbangan berat yang telah konstan.

Berat kering ekstrak kapang MFK-25-10 yang berasal dari miselium lebih
besar. Hal tersebut dikarenakan adanya garam-garam yang berasal dari miselium.
Selain itu, pelarut MeOH yang bersifat polar dan DCM yang bersifat nonpolar,
sehingga seluruh senvawa polar maupun nonpolar dapat tertarik maksimal.
Sedangkan pelarut EtOAc pada broth bersifat semipolar, schingga cenderung
senyawa semipolar yang dapat tertarik. Tidak menutup kemungkinan senyawa
cenderung polar atau nonpolar. Nursyid dkk. (2010: 103), menggunakan pelarut
DCM dan MeOH untuk mengekstraksi miselium kapang MFW-01-08 yang
diisolasi dari Ascidia aplidium. Serta mengekstrak broth dengan menggunakan
pelarut EtOAc.

Ekstraksi kapang dengan cara memisahkan antara broth dan miselium
bertujuan agar dapat mengetahui letak metabolit yang aktif sehingga untuk proses
ekstraksi dalam jumlah besar, hanya mengekstrak brofh atau miseliumnya saja.
Effendi (2004: 24) melakukan kultivasi biomassa kapang Penicillium sp. dengan
memisahkan antara ekstrak broth dan miseliumnya. Hasil akhirnya, ekstrak dari

miselium lebih banyak dibanding broth.

4.4 Uji Sitotoksik Ekstrak Kapang

4.4.1 Ekstrak broth kapang

Hasil pembacaan absorbansi microplat reader dengan panjang gelombang

570 nm terhadap ekstrak broth kapang MFK-25-10, menunjukan bahwa semakin

tinggi konsentrasi ekstrak, maka nilai absorbansi semakin rendah [Tabel 4.4.1(a)].
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Nilai absorbansi berhubungan dengan kristal formazan yang berwarna ungu, yang
terbentuk setelah pemberian garam tetrazolium atau MTT yang berwarna kuning.
Formazan mengindikasikan bahwa sel hidup, yaitu sel yang mampu mereduksi
MTT menjadi kristal formazan pada sistem suksinat dalam mitokondria [Gambar
4.4.1(a)].

N N
R~ \/R R N
N / reduksi - N
N - \
N=N H N=—/N
.
R R
Tetrazolium Formazan

Gambar 4 .4.1(a). Reaksi reduksi garam tetrazolium (MTT)
menjadi kristal formazan

[Sumber: Rode dkk. 2010: 83 yang telah dimodifikasi. |

Keterangan:

a. 1 pg/ml;b. 5 ug/ml; ¢. 25 ng/ml; d. 125 yg/ml; . 625 pg/ml
4 kristal formazan g sel mati

Gambar 4.4.1(b). Hasil penambahan MTT 10% terhadap sel kanker T47D
setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam perbesaran
20X

[Sumber: dokumentasi pribadi. ]
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Tabel 4.4.1(a). Hasil absorbansi microplate reader A=570 nm, ekstrak broth dan
miselium kapang MFK-25-10 dengan seri dosis 1, 5, 25, 125,
dan 625 pg/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.990 - 0984 0210 0217 0990 0937 0973 0219 0217 1028 0233
B 1 1.021 - 0955 0213 0220 0974 0928 0950 0212 0208 0994 0220
C 0965 0960 0986 0214 0208 0881 0824 0861 0209 0219 1010 0.218
D 0905 0912 0931 0217 - 0209 0210 0243 0211 -
E 0194 0191 0199, 0.184 0.197 0222 0223 0226 0218 -
0464 0464 0489 0232 0.224
(G 0972 0987 1009 0232 0239
H
Keterangan:
Ekstrak broth-kontrol Kontrol positif (doxorubicin) Kontrol sel - Error
Ekstrak miselium-kentrol | Kontrol DMSO Kontrol medium

[Sumber: Microplate reader yang telah dimodifikasi.]

Nilai absorbansi berbanding terbalik dengan persentase mortalitas sel.
Kongentrasi ckstrak yang semakin tinggi menghasilkan absorbansi yang semakin
rendah dan persentase mortalitas sel yang semakin tinggi. FEkstrak broth kapang
pada konsentrasi 1 ug/ml menghasilkan persentase mortalitas sebesar 12.9%,
konsentrasi 5 pg/ml sebesar 9,2%, konsentrasi 25 ug/ml sebesar 9,8%, konsentrasi
125 png/ml sebesar 19,7%, dan konsentrasi 625 pg/ml sebesar 99,5%.

Grafik Probit hubungan antara konsentrasi ekstrak srofh kapang MFK-25-
10 terhadap persentase mortalitas sel, menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi ekstrak berbanding lurus dengan tingkat persentase mortalitas sel.
Nilai siope persamaan regresi pada grafik menunjukkan bahwa dalam kenaikan
setiap 1,450 konsentrasi ekstrak memengaruhi satu unit mortalitas sel. Nilai R
sebesar 0,695 menunjukkan bahwa peningkatan persentase kematian dipengaruhi

oleh konsentrasi [Gambar 4.4.1(¢c)].
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Broth

y=1450x+1.94 ¢
R*=0.695

probitmortalitas
= ] (2% W wun [=3 ~J (==}

Konsentrasi (log)

Gambar 4.4.1(c). Grafik hasil analisis probit ekstrak broth kapang
MFK-25-10 seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 pg/ml

Hasil probit mortalitas dengan seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 pug/ml pada
ekstrak broth menghasilkan persamaan y = 1,450x + 1,94. Persamaan tersebut
didapat mlai Inhibition Concentrationsy (1Csp) sebesar 128.9 pg/ml.

Tabel 4.4.1(b). Hasil analisis probit ekstrak bro#: dan miselium kapang
MFK-25-10 dengan seri dosis 1, 5, 25, 125, 625 pg/ml

Konsentrasi Mortalitas (%o) Log Probit mortalitas (v)
(ng/ml) B ™M konsentrasi (x) B ™M
1 1.8 4.8 0 2.67 2.25
5 2 58 0.699 2.95 3.36
25 36 18.6 1.398 312 4.08
125 11.2 98.7 2.097 377 7.05
625 99.6 992 2.796 7.33 7.33

y=1450x+ 1,94

Broth ICsp (y=5)= 128,9 pg/ml

Persamaan
y=1,981x+ 2,044

Miselium T (5=S231 Jigl
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4.4.2 Ekstrak miselium kapang

Hasil absorbansi ekstrak miselium kapang MFK-25-10. menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka nilai absorbansi semakin rendah
sehingga persentase mortalitas sel yang dihasilkan semakin tinggi. Ekstrak
miselium pada konsentrasi 1 pg/ml menghasilkan persentase mortalitas sebesar
15,9%, konsentrasi 5 pg/ml sebesar 14,9%, konsentrasi 25 pg/ml sebesar 26,4,
konsentrasi 125 pug/ml sebesar 99,7%., dan konsentrasi 125 pg/ml sebesar 99,3%.
Sel mati memiliki morfologi cenderung membulat dan terpisah dengan sel lainnya
(Rode 2010: 25). Sel hancur pada konsentrasi 125 dan 625 ug/ml. Sel sudah
tidak berbentuk pipih atau bulat, tetapi menjadi potongan-potongan kecil tidak
beraturan [Gambar 4.4.2(a)].

Keterangan:
a. 1 pug/ml; b. 5 ug/mi; c. 25 ug/mil; d. 125 ug/ml; e. 625 pg/ml

\4 Sel hancur

Gambar 4.4.2(a). Hasil penambahan ekstrak miselium kapang MFK-25-10
dengan seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 ug/ml setelah
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam perbesaran 20X

[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Grafik Probit hubungan antara konsentrasi ekstrak miselium kapang MFK-

25-10 terhadap persentase mortalitas sel, menunjukkan bahwa peningkatan
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konsentrasi ekstrak berbanding lurus dengan tingkat persentase mortalitas sel.
Nilai s/fope persamaan regresi pada grafik menunjukkan bahwa dalam kenaikan
setiap 1,981 konsentrasi ekstrak dapat memengaruhi satu unit mortalitas sel. Nilai
R’ sebesar 0,933 menunjukkan bahwa peningkatan persentase kematian

dipengaruhi oleh konsentrasi [Gambar 4.4.2(b)].

Miselium
y=1.981x+2.044

R==0.933
Py P

probitmortalitas
L] = N W I Ln o =~ (o]
B, K‘_L & @ u
S

0 0.5 1 165 2 2.5 3

Konsentrasi (log)

Gambar 4.4.2(b). Grafik hasil analisis probit ekstrak miselium kapang
MFK-25-10 seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 pg/ml

Hasil persentase mortalitas dengan seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 pg/ml
pada ekstrak miselium menghasilkan persamaan y = 1,981x + 2,044. Persamaan
tersebut menghasilkan nilai hiibition Concentrations; (1Csq) sebesar 31 pg/ml.
Menurut Itharat dkk. (2004: 35), apabila ICsp < 30 pg/ml maka senyawa tersebut
bersifat sitotoksik dan berpotensi sebagai antikanker. Berdasarkan Itharat dkk.
(2004: 35), bahwa ekstrak dari miselium kapang MFK-25-10 tidak bersifat
sitotoksik dan berpotensi sebagai antikanker, akan tetapi masih memiliki
kemampuan sitotoksik karena dapat melisiskan sel kanker payudara T47D.

Kemampuan ekstrak miselium kapang MFK-25-10 dalam penghambatan
proliferasi diduga karena adanya kandungan senyawa-senyawa trichoharzin
(polipeptida), tricopolyns (lipopeptida), dan trichodenone (cycloalkenoid).
Senyawa-senyawa tersebut memiliki kemampuan menghambat aktivitas

fosforilasi Rb, sehingga terjadi pengikatan faktor transkripsi E2F dan
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menyebabkan terjadinya penghentian siklus sel pada fase G1/S (Holler 2000:
1354--1357) [Gambar 4.4.2(c)].

active
Gy-Cdk

positive feedback ( active

active Rb
proteln

|F06

ctive E2F
prutem

G+/S-Cdk \

Gy/S-cyclin

S-phase gene {eyclin E) active DNA
(/ =) transcription ™ S-cyclin Cdk * SYNTHESIS
{eyelin A)

inac t:vated
E2F protein

positive

feedback

inactivated Rb
protein
Gy £}

Gambar 4.4.2(c). Mekanisme pengontrolan S fase
[Sumber: Alberts dkk. 2002: 1005.]

Apoptosis sel diduga karena ekstrak dapat merusak membran sel sehingga
gkstrak masuk dan menuju mitokondria. Membran mitokondria dirusak dan
sitokrom ¢ yvang terdapat di dalam membran luar mitokondria menuju sitoplasma
sel. Sitokrom ¢ yang berikatan dengan protein Apaf-1 akan mengaktivasi enzim
procaspae 9 untuk membentuk caspase 9. Caspase 9 akan mengaktivasi caspase
lain yang berperan dalam fase degradasi pada apoptosis sel (King 2000: 7). Selain
pada mitokondria, enzim caspase juga terletak pada organel-organel lain, antara
lain lisosom dan aparatus Golgi (Rode 2010: 25). Mekanisme caspase 9 pada
mitokondria dapat dilihat pada Gambar 4.4.2(d).

| ACTIVATION OF APCGPTOSIS FROM INSIDE THE CELL (INTRINSIC PATHWAY)
cytochrome ¢ (In Intermambrane space)

saapess cazcade

..— adaptor protein [h
lﬁpﬂf 1 Ill'.'(lvateli /"l.;\nem ciscule of activa caspase X
aggregation of Apaf-1 caspase
9 Pt o ——r
— | R S TEATARS
.\5\ oo crv;,f;;m;c { ﬁ ﬁ E ﬁ e - BBBDB—Q@.
Kg vinding to ﬁ» |} |} |] [h
Aparl ﬁ et mors milecules of acive caspass 2

In nreo
nlto-chondtlnn

Insctive
procaspass-8

Gambar 4.4.2(d). Regulasi enzim caspase 9 terhadap mekanisme apoptosis sel
[Sumber: Alberts dkk. 2002: 1012--1013.]
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Hasil dari nilai ICsy dari ekstrak broth dan miselium kapang MFK-25-10,
bahwa ekstrak tersebut tidak bersifat antikanker terhadap sel kanker payudara
T47D, karena nilai ICsy = 30 pg/ml. Berdasarkan garis panduan American
National Cancer Institute (ANCI) dalam Itharat dkk. (2004: 35), bahwa suatu
ckstrak bersifat antikanker apabila memiliki nilai ICsq < 30 pg/ml. Akan tetapi,
ckstrak dari kapang MFK-25-10 atau genus 7richoderma mampu menghentikan
proliferasi sel dan melisiskan sel kanker payudara T47D yang masih hidup pada
konsentrasi 31--128,9 ug/ml.

4.5 Pemisahan Senyawa Ekstrak Kapang

Pemisahan senyawa dari ekstrak kasar kapang MFK-25-10
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KL'T). Eluen yang digunakan adalah
campuran antara diklorometana (DCM) dan metanol (MeOH) dengan
perbandingan 15 : 1. Campuran eluen DCM dan MeOH (15:1) berhasil
memisahkan dengan baik senyawa yang terkandung dalam ekstrak kasar kapang.
Menurut Miller (2005: 338), bahwa pemisahan yang optimal sangat ditentukan
oleh fase diam dan fase gerak yang cocok untuk ekstrak vang akan dipisahkan.
Hasil elusi menunjukkan senyawa yang terkandung sebagian besar merupakan
golongan senyawa nonpolar.

Pola pemisahan senvawa dari ekstrak kasar miselium maupun broth
kapang MFK-25-10 menggunakan pelat silika lalu disinari UV dengan panjang
gelombang 254 dan 366 nm, menunjukkan pola yang hampir sama. Ekstrak kasar
miselium kapang pada panjang gelombang 254 nm menghasilkan satu bercak
senyawa polar dan dua bercak senyawa nonpolar. Sedangkan pada panjang
gelombang 366 nm menghasilkan satu bercak senyawa polar dan empat bercak
senyawa nonpolar. Fkstrak kasar kapang dari broth pada panjang gelombang 254
nm menghasilkan empat bercak senyawa nonpolar. Sedangkan pada panjang
gelombang 366 nm menghasilkan satu bercak senyawa polar dan enam bercak
senyawa nonpolar [Gambar 4.5(a)].

Nursyid dkk. (2010: 120), berhasil memisahkan senyawa-senyawa yang

terdapat pada ekstrak kapang yang diisolasi dari perairan Wakatobi, menggunakan
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KLT dengan pelarut DCM : MeOH (15:1, v/v). Hasilnya pada panjang
gelombang 254 nm terlihat jelas pemisahan senyawanya, yaitu sebanyak 5 spot,

sedangkan panjang gelombang 366 nm hanya 3 spot.

S
miselium broth
'kqitgg‘ranganz
UV 254 nm |-

Gambar 4.5. Pola pemisahan ekstrak miselium-broth
kapang MFK-25-10 pada pelat silika
dengan UV A=254 dan A=366 nm

[Sumber: Dokumentasi pribadi. |

Tabel 4.5. Nilai Retention factor (Rf) ekstrak kapang

MFK-25-10
Rf
Spot

Miselium Broth
1 0.05 0.06
2 0.38 0.16
3 0.5 0.25
4 0.8 0.3
5 0.9 0.4
6 - 0.5
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5.2

BAB 3
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Kapang MFK-25-10 berhasil diidentifikasi sebagai genus 7Trichoderma.
Ekstrak kapang MFK-25-10 tidak bersifat antikanker terhadap sel kanker
pavudara T47D, yaitu dengan nilai ICsq = 30 pg/ml. Nilai ICsg dari
ekstrak broth sebesar 1289 pug/ml dan nilai ICsg dari ekstrak miselium
sebesar 31 pug/ml pada seri dosis 1, 5, 25, 125, dan 625 ng/ml.

Ekstrak kapang MFK-25-10 baik dari miselium maupun broth dapat
dipisahkan dengan baik pada pengujian KLT menggunakan eluen DCM :
MeOH (15:1, v/v).

Saran
Ekstrak miselium kapang Trichoderma diuji secara in vivo dan pada sel-sel
kanker lain.

Dilakukan fraksinasi ekstrak miselium kapang 7richoderma untuk

mengetahui senyawa spesifik yvang bersifat sitotoksik tersebut.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema kerja secara umum

Penumbuhan isolat

J

Pembuatan stock cuiture dan working culiure

Jd

=

Identifikasian isolat kapang Pembuatan starier

=

Fermentasi metabolit

=

Ekstraksi metabolit

-

Pembuatan seri dosis
1, 5,25,125 dan 625 pug/ml

=

Uji MTT seri dosis

-

Analisis KI.T

4

Penyusunan dan analisis data

42 Universitas Indonesia

Uji sitotoksik ..., Febrial Hikmah, FMIPA Ul, 2011



43

Lampiran 2. Pembuatan stock culture dan working culture

Stock culture disimpan
pada suhu 4°C

Working culture disimpan
pada suhu 26--28°C

Isolat ditumbuhkan pada MEA,
diinkubasi pada suhu 26--28°C

Lampiran 3. Fermentasi metabolit sekunder kapang

Akuades
steril 10 ml
dimasukkan

kedalam

stock
culture

T

Stock culture dikerik, MEB 10 ml berisi isolat MEB 100 ml berisi isolat
dituang 10 ml diinkubasi selama 48 jam, diinkubasi selama 48 jam,
kedalam 90 ml MEA 26--28°C (starter 1) 26--28°C (starter 2)

Metabolit siap untuk MEB 1 L berisi isolat
diekstraksi diinkubasi selama 3 minggu,
26--28°C (statis)
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Lampiran 4. Ekstraksi metabolit kapang

Miselium ditambah pelarut
DCM: MeOH (1:1, v/v),
disonikasi 60”

Pelarut DCM
dan MeOH
dipisahkan

Pelarut dievaporasi
hingga mendapat
ekstrak kering

Isolat hasil

fementasi
selama 3
minggu

Isolat disaring
dan dipisahkan
antara broth

Broth ditambah
pelarut EtOAc
(1:1, v/v)

Pelarut
EtOAc
dipisahka

Ekstrak kering
dibuat duplo; stock
dan assay extract
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Lampiran 5. Uji MTT

Sel kanker T47D 2x10* /well
dan crude extract 100 pl/well

b s ol

Inkubasi
(inkubator CO,, 37°C, 24 jam)

1L

10 ul MTT ditambahkan

Ll

Inkubasi
(inkubator CO,, 37°C, 4 jam)

ige

= ——

Bila formazan terbentuk
ditambahkan SDS 10%

L1

Inkubasi
(ruang gelap, 26--28°C, 24 jam)

Spektrofotometri A=570 nm
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Lampiran 6. Komposisi medium

Komposisi Konsentrasi Jumlah
Malt Extract Agar (MEA) 1000 ml
Malt Extract 30g

Pepton 5¢

Agar 15¢g

Akuades 1000 ml

pH BTG, N

Potato Dextrose Agar (PDA) 1000 ml
Kentang 200 ¢g

Dekstrosa 10g

Agar 15g

Akuades 1000 ml

pH 6,7+ 0,2

Medium kultur lengkap 100 ml
RPMI 1640 100 ml

IFBS 10%

Penicillin-Streptomycin 1%

[Sumber: Gandjar dkk 1999: 132; Freshney 2005: 367 |

Lampiran 7. Komposisi reagen

Komposisi Konsentrasi Jumlah
SDS 10% 50 ml
SDS 5g

HC10,01 N 42,7 ul

H,O 50 ml

MTT 1 ml
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2.5- 50 mg

diphenyltetrazolium bromide

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 1 ml

Cat: MTT bersifat toksik, kerjakan dalam lemari asap dan gunakan sarung

tangan.

[Sumber: Freshney 2005: 521.]
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Lampiran 8. Tabel Probit

% 0 1 2 3 4 S 6 7 8 9

0 -- 267 295 312 225 336 345 352 359 3.606
10 372 377 382 387 392 39 401 405 408 412
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 3525 528 531 533 3536 539 541 544 547 3550
70 552 Sy £ SN U W, 571 574 377 581
80 584 588 592 595 3599 604 608 613 618 6.23
90 6.28 634 641 o648 655 664 6.75 688 705 733

Lampiran 9. Pembuatan seri dosis

Stock extract 10 mg ekstrak + 100 pul DMSO + 900 RPMI (10.000 ug/ml)

Perhitungan untuk membuat:

1 pg/ml

lug/ml  x 1000 pul =0.1 ul
10.000 pg/ml

Jadi, 1 pl diambil dari assay extract

diencerkan dalam 999,9 ul RPMI

S pg/ml

Sug/ml  x 1000 ul=0,5 ul
10.000 pg/ml

Jadi, 5 pl diambil dari assay extract

dan diencerkan dalam 995.5 ul RPMI

25 pg/ml

25 ug/ml x 1000 pl =25 ul

10.000 pg/ml

Jadi, 25 pul diambil dari assay extract
dan diencerkan dalam 997.5 ul RPMI

125 pg/ml

125 yg/ml  x 1000 pl =12,5 pl
10.000 pg/ml

Jadi, 125 pl diambil dari assay extract
dan diencerkan dalam 9875 pl RPMI

623 pg/ml

625 ng/ml  x 1000 ul =62,5 ul
10.000 pg/ml

Jadi, 625 pl diambil dari assay extract
dan diencerkan dalam 937,5 ul RPMI
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Lampiran 10. Perhitungan persentase mortalitas

25 mortalitas =

(k.sel — k. medinm) — (ekstrak— k.cekstrak)

k sol — kmedium AR

_ L0268 +0.9% +1.000

kgl = 3 =1.011

0.233 + 0.220 + 0218
k medium = ——— 5 0218 0224

ksel - k.medlum = 1011 - 0.224 = 0.787

1. 1pg/mlB

0390+ (96

ekstrak 3

0.967

0.210 + 0217

K. gistrak = — 7 0214

gketrak — k. ekerrak = 0907 - 0.214 = 0.773

AU — WS

= x 100% = 1.8%

¥ mortalitas =

2. 5pe/mlB

1.024 4+ 0.955
ekstrak = = § 0.988

kit = M =0217

shetrak — k skstrak = 0988 - 0217 = 0.771

% mortalitas = h N 100% = 2%
o THLOH E= ﬂ,?ﬁ? b = 13

3. 25pg/mlB

¥ 0.965+ C.960 + 0.986

3

= 0970

vhslrak — k elkstrak — 0970 — 0.211 — 0.759

0.787 - 0.759

¥ mortalitas = 1787

x 100% = 3.6%

Uji sitotoksik ..., Febrial Hikmah, FMIPA Ul, 2011

Universitas Indonesia



49

125 ne/ml B

_ 0.805+0.512+40.931

ekatrak 3

= 0916

k.pksrak =0N.217
ghatrak — k. elkatrak =0816— 0217 = (LAGY

%6 mortalitas = ot — 0032 o006 = 1129
i IMOT 1 E = — = 114
! 0787 ! !

625 pg/ml B

_ 01944 0.191 = 0.198

ehetrak
3

= 0.195

k. ekotrak = um&;—am = 0192

gletrals = I eletral: = 0195 = 0,192 = 0.003

G707 — 0.003

o5 mortalitag = — St #100% = 99.6%

1 pe/ml M

0.990 + 0.927 + 0.973
ghatrak = ~ = Q967

G219 + Q217

Koehatrak = N 0218

oketrak - ko cletrak = 0.967 - 0213 = 0.749

0787 — 0,749
2% mortalitas = T * 100% = 4.8%
5 pg/ml M
o _
—— 09744 ﬂ.‘;ﬁ% + 0.950 A

0.212 + 0.208
—=021

k.ekatrak = >

glstrak — lz ekstrale = 0951 - 0.21 = 0.741

il 0.787 = 1,741 i =
mor - b4 -5
0787

25 pe/ml M

akstrak = 0881+ 0.&324--]- D.SE'.I.= 0.855
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10.

0.209 + 0.219

k. eketrak = 3

=214

gkatrak — k. ekstrak = 0855 — 0214 = 0,041

2y mortalltas = o7a7

% 100% = 18.6%

125 pg/ml M

0.209 + 0.210 + 0.243

eketrak = 3

= 0.221

k.ekairak = 0.211
ghstralk — k ehstrak = 0.221 - 0.211 = 0.01

0787 — 001

g mortalitas = 5787

X 1002 = 96.7%

625 pe/ml M

0232 | 0.333 | 0326

akatrek =
P 3

= 0,224

k.eketrak = 0.218
ehastral — b ehatrak = 0.224 - 0.218 = 0.006

0.787 — 0.006

2§ mortalltas = 5787

2 100% = 99.2%

Lampiran 11. Perhitungan Retantion factor (Rf)

¢ jarak solut (cm)
jarak pelarut (cm)

Broth:

0dcm _go6en > ™Meps

6 cm 6 ks
.!ﬂ = 0.16 cm.

& cn

L .25 em

Gem

2
S 03 cm
6 cm

Z6

- T =p4em

Miselium:
03
2 e — 0.05 cm
6 cm
2
L
6 cm
Sem
—=05cm
f rm
4.8 cm =08
7 = U Cn
55 cn
3 =09 cm
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Lampiran 12. Panduan warna Castell-Polychromos No. 9216

51

101
Putih
—
| Kuning

; = 105
= | Kuning langsat

144 176
Biru kobalt muda Coklat

146
Biru langit

147
Biru muda

148
Biru jelah
149
Biru Cina
| 150

Biru Berlin

L 151
| Biru Prusia

153 s . 190
.| Biru merak ; Merah Venetia

155

128 i
Merah mengkudu mawar

s
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