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Abstract

Kalanchoe, commonly known as cocor bebek, is a medicinal plant that produces bioactive
compounds with antioxidant and anticancer potential. In addition to the host plant, endophytic
fungi that live symbiotically within plant tissue are known to produce secondary metabolites
with biological activity, including cytotoxic compounds that can inhibit proliferation and induce
cancer cell death. This study aims to isolate endophytic fungi from the roots of K. marmorata and
K. millotii and evaluate their antioxidant and anticancer activities. Endophytic fungal extracts
were obtained through fermentation and maceration using 96% ethanol. Antioxidant activity
was analyzed using the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), while anticancer activity was
analyzed using the resazurin reduction method on the B16-F10 cell line. The antioxidant test
showed |Cso values of 150.2 ppm for Fusarium sp. and 148.8 ppm for F. oxysporum. Meanwhile,
in the anticancer test, Fusarium sp. exhibited an ICso of 45.38 pg/mL, whereas F. oxysporum
showed an ICso >1000 pg/mL. These findings indicate that Fusarium sp. has potential as an
antioxidant and exhibits strong cytotoxicity against the B16-F10 cell line, whereas F. oxysporum
has antioxidant potential but is not effective as an anticancer agent.
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Potensi Antioksidan dan Antikanker dari Jamur Endofit Akar
Kalanchoe marmorata dan Kalanchoe millotii

Abstrak

Kalanchoe, yang umum dikenal sebagai cocor bebek, merupakan tanaman obat penghasil
senyawa bioaktif dengan potensi sebagai antioksidan dan antikanker. Selain tanaman
inangnya, jamur endofit yang hidup secara simbiotik dalam jaringan tanaman diketahui mampu
menghasilkan metabolit sekunder dengan aktivitas biologis, termasuk senyawa sitotoksik yang
berpotensi menghambat proliferasi dan menginduksi kematian sel kanker. Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi jamur endofit dari akar K. marmorata dan K. millotii, serta mengevaluasi
aktivitas antioksidan dan antikanker. Ekstrak jamur endofit diperoleh melalui proses fermentasi
dan maserasi menggunakan etanol 96%. Aktivitas antioksidan dianalisis dengan metode
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), sedangkan aktivitas antikanker dianalisis dengan metode
reduksi resazurin pada lini sel B16-F10. Hasil uji menunjukkan nilai ICso sebesar 150,2 ppm
untuk jamur endofit Fusarium sp. dan 148,8 ppm untuk F. oxysporum dalam uji antioksidan.
Sementara pada uji antikanker, Fusarium sp. menghasilkan nilai ICso 45,38 pg/mL, sedangkan
F. oxysporum memperlihatkan ICso >1000 pg/mL. Temuan ini menunjukkan bahwa Fusarium
sp. berpotensi sebagai antioksidan dan memiliki aktivitas sitotoksik yang kuat terhadap lini sel
B16-F10, sementara F. oxysporum berpotensi sebagai antioksidan, namun tidak efektif sebagai
antikanker.
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1. Pendahuluan

Kalanchoeataudikenalsebagaicocorbebekmerupakan
tanaman asal Madagaskar yang dibudidayakan
sebagai tanaman hias dan juga dimanfaatkan dalam
pengobatan tradisional untuk mengatasi berbagai
penyakit, seperti demam, peradangan, infeksi,
gangguan genitourinaria, dan lainnya."? Genus ini
dilaporkan mengandung berbagai metabolit sekunder,
seperti flavonoid, alkaloid, senyawa fenolik, dan
bufadienolida. Senyawa-senyawa tersebut dilaporkan
memiliki aktivitas antimalaria, antivirus, antimikroba,
antioksidan, serta sitotoksik terhadap beberapa lini
sel kanker,** meskipun produksi senyawa bioaktif dari
tanaman sering dipengaruhi oleh faktor lingkungan
dan variasi biologis sehingga menghasilkan kadar
metabolit yang tidak konsisten.® Selain itu, terdapat
kesulitan dalam proses isolasi untuk memperoleh
isolat senyawa murni karena Kalanchoe merupakan
tanaman sukulen.

Salah satu pendekatan alternatif dilakukan melalui
pemanfaatan jamur endofit yang bersimbiosis dengan
inangnya.® Jamur endofit diketahui menghasilkan
metabolit yang serupa atau bahkan lebih aktif
dibandingkan dengan inangnya, yang mana ini
dihasilkan dari proses biologis pada koevolusi.
Selain itu, produksi metabolit dapat dilakukan secara
stabil melalui fermentasi pada kondisi terkontrol.”®
Beberapa studi telah melaporkan bahwa jamur endofit
mampu memproduksi senyawa antikanker seperti
taxol, camptothecin, dan resveratrol yang menyerupai
metabolit yang dihasilkan tanaman inangnya. Temuan
ini memperkuat potensi jamur endofit sebagai sumber
alternatif senyawa terapeutik yang menjanjikan.®
Beberapa laporan menunjukkan bahwa genus
Fusarium, yang sering ditemukan sebagai jamur
endofit pada tanaman, diketahui memiliki beragam
bioaktivitas, seperti antioksidan,’® antikanker,
antivirus,” antimikroba,”® dan antiplasmodial.™
Aktivitas tersebut berkaitan dengan kemampuannya
menghasilkan metabolit sekunder berupa alkaloid,
flavonoid, steroid, terpenoid, dan tanin."

Berdasarkan Global Cancer Statistics tahun 2022,
terdapat sekitar 20 juta kasus baru dan 9,96
juta kematian akibat kanker di seluruh dunia.™
Stres oksidatif berperan penting dalam proses
karsinogenesis, antara lain melalui kerusakan DNAdan
gangguan regulasi proliferasi sel, sehingga memicu
perkembangan sel kanker."” Proses tersebut dihambat
oleh antioksidan dengan menstabilkan radikal bebas
melalui mekanisme donor elektron.’® Kanker sendiri
masih menjadi masalah kesehatan global dengan
angka kejadian dan kematian yang tinggi."® Paparan
radiasi sinar ultraviolet (UV) merupakan faktor
utama pada kanker kulit sehingga memicu terjadinya
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perubahan genetik pada sel-sel kulit."

Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan potensi
bioaktivitas yang signifikan dari jamur endofit genus
Fusarium. Jamur endofit Fusarium sp. yang diisolasi
dari tanaman Mentha logifolia dilaporkan memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap lini sel BT-549 dan SKOV-
3 dengan nilai ICso 1,97 pg/mL dan 1,76 pg/mL.2°
Selain itu, jamur endofit F. solani yang diisolasi dari
akar Cassia alata Linn juga diketahui menunjukkan
aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai ICso 1,6
pg/mL.2!

Aktivitas antioksidan jamur endofit dari batang
Kalanchoe millotii telah dilaporkan, seperti pada
ekstrak etil asetat Penicillium citrinum yang diisolasi
dari bagian batang.?? Namun, kajian mengenai
aktivitas antioksidan dan antikanker yang berasal
dari jamur endofit akar K. marmorata dan K. millotii
masih terbatas. Berdasarkan hal tersebut, penelitian
ini bertujuan untuk mengisolasi jamur endofit
dari jaringan akar kedua spesies tersebut serta
mengevaluasi aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan potensi
antikanker melalui metode reduksi resazurin pada sel
B16-F10. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat
menunjukkan potensi jamur endofit yang berasal dari
akar K. marmorata dan K. millotii sebagai sumber
senyawa bioaktif dengan aktivitas antioksidan dan
antikanker, sekaligus memberikan landasan bagi
pengembangan riset serta pemanfaatan bahan alam
di bidang kesehatan.

2. Bahan dan Metode
2.1. Alat

Berbagai alat digunakan dalam proses ini, di antaranya
gelas kimia, corong gelas, spatula, pinset, cawan
petri, botol selai, chamber, rotary evaporator Buchi
R-100, neraca analitik (Mettler AE 260 Deltarange),
Laminar Air Flow (LAF) custom-built (Laboratorium
Kimia Unjani, Cimahi), autoklaf, kawat ose, aluminium
foil, kertas saring, automed DNA sequencer ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
biosafety cabinet (BSC) (Thermo Scientific 1300),
centrifuge (Thermo Scientific microCL17), CO:
incubator (Thermo Scientific Series 8000DH),
microscope (Thermo Scientific EVOS XL Core), dan
multimode reader (Tecan Infinite M200 PRO).

2.2.Bahan

Penelitian ini menggunakan akar tanaman K.
marmorata dan K. millotii diperoleh dari Cikole,
Lembang, Jawa Barat, Indonesia, dengan nomor
laporan  determinasi  3853/IT1.C11.2/TA.00/2026,
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media Potato Dextrose Agar (PDA), kloramfenikol
(C11H12C12N20s), akuades, beras coklat organik, jus
apel, etanol teknis, NaOCI, DPPH, vitamin C (Merck),
Cisplatin (EDQM C2210000), Dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Merck D1435), PrestoBlue™ Cell Viability
Reagent (Thermofisher A13262), Rosewell Park
Memorial Institute Medium (RPMI) (Gibco 11875-
093, Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco 10270-106),
Trypsin-EDTA (Gibco 25200-056), Trypan Blue (Sigma
Aldrich T-8154).

2.3.Prosedur
2.3.1. Isolasi dan Identifikasi Jamur Endofit

Akar Kalanchoe dibersihkan dengan air mengalir,
kemudian dikeringkan, dipotong berukuran + 1 cm,
dan disterilisasi dengan metode sterilisasi permukaan
menggunakan alkohol 70% selama 30 detik, NaOCI
2,5% selama 3 menit, alkohol 70% selama 30
detik, dan dibilas dengan akuades. Akar yang telah
steril ditanam pada media Potato Dextrose Agar
Chloramphenicol (PDAC) dan diinkubasi selama
3-14 hari pada suhu 25-27°C. Jamur yang telah
tumbuh kemudian dimurnikan ke media PDAC yang
baru.6 Setelah itu, identifikasi jamur endofit dilakukan
menggunakan analisis molekuler berdasarkan analisis
genetika secara parsial pada lokus Internal Transcribed
Spacer (ITS) ribosomal DNA fungi.Analisis dimulai
dengan isolasi DNA dengan menumbuhkan kultur
jamur pada media cair Potato Dextrose Broth (PDB)
dan diinkubasi selama 72 jam. Kemudian, biomassa
dipanen dan diekstraksi menggunakan reagen Nucleon
PHYTOpure (Amersham Life Sciences). Amplifikasi
daerah ITS ribosomal DNA dilakukan menggunakan
metode PCR dengan pasangan primer ITS1-ITS4,
dan produk PCR yang diperoleh dipurifikasi dengan
metode PEG precipitation. Produk PCR yang telah
dipurifikasi digunakan sebagai templat dalam proses
siklus sekuensing.

Hasil siklus sekuensing dipurifikasi kembali
menggunakan metode ethanol purification sebelum
dilakukan analisis sekuensing. Pembacaan urutan
basa nukleotida dilakukan dengan menggunakan
automated DNA sequencer ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

2.3.2. Fermentasi Jamur Endofit

Fermentasi  jamur  endofit  dilakukan  untuk
menghasilkan senyawa bioaktif yang berpotensi
sebagai antioksidan dan antikanker. Fermentasi ini
dilakukan dengan menggunakan media beras cokelat
organik dan jus apel yang telah disterilkan. Setelah
steril, media ditanamkan jamur endofit yang telah
murni yang kemudian diinkubasi selama 30 hari.?®
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2.3.3. Maserasi jamur endofit

Hasil fermentasi kemudian dimaserasi menggunakan
pelarutetanol 96% selama 3x24 jam untuk memperoleh
ekstrak jamur yang kemudian dipekatkan untuk diuji
aktivitas antioksidan dan antikanker.

2.3.4. Uji aktivitas antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan
metode DPPH dengan kontrol positif vitamin C.
Sampel dengan konsentrasi 6,25; 12,5; 25; 50; 100;
dan 200 ppm dimasukkan ke labu ukur, kemudian
ditambahkan 1 mL DPPH dan dicukupkan volume
sampai 10 mL dengan etanol p.a. Campuran tersebut
kemudian dihomogenkan dan diinkubasi selama 30
menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang
517 nm dengan spektrofotometer UV-VIS. Setiap
perlakuan dilakukan tiga kali pengulangan, dan hasil
dinyatakan sebagai rata-rata dan standar deviasi.

2.3.5. Uji aktivitas antikanker

Uji aktivitas antikanker dilakukan menggunakan
metode reduksi resazurin. Sampel dibuat stok
sebanyak 2000 pg/mL dengan pelarut etanol, kemudian
disiapkan delapan microtube 1,5 mL untuk membuat
delapan variasi konsentrasi dari 1000 pug/mL hingga
7,81 pg/mL. Cisplatin 16,24 yM digunakan sebagai
kontrol positif, kontrol negatif berupa media kultur cair
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) yang
mengandung Fetal Bovine Serum (FBS) 10% dan 50
puL/50mL antibiotik, kontrol pelarut yaitu etanol 96%,
dan kultur lini sel melanoma B16-F10 yang diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C dan 5% gas COe..
Well plate yang berisi sel dikeluarkan dari inkubator
dan diberi label pada plate. Lalu dibuang media pada
setiap sumur dan ditambahkan 100 pyL masing-masing
sampel, kontrol positif, kontrol negatif, dan kontrol
pelarut, kemudian diinkubasi kembali selama 48 jam.
Setelah medium dibuang, kemudian ditambahkan 100
ML campuran media dan reagen PrestoBlue® (9:1)
dan diinkubasi kembali selama 1-2 jam untuk diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 570 nm
(referensi: 600 nm)24 menggunakan multimode reader.
Nilai ICso diperoleh dari nilai regresi antara %viabilitas
sel dengan konsentrasi sampel menggunakan rumus
berikut :
(A570-A600)perlakuan—((A570-A600)media

% viabilit | = 0
o VIADIIAS €1 = e70-A600) kontrolsel- (A570-A600)media X 100%

Setelah data % viabilitas sel untuk setiap konsentrasi
diperoleh, data diplotkan terhadap logaritma
konsentrasi zat uji sehingga dihasilkan suatu
persamaan regresi linier y = a + bx untuk mendapatkan
nilai 1Cso.
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3. Hasil
3.1.Isolasi dan Identifikasi Jamur Endofit

Proses isolasi jamur endofit dari tanaman K.
marmorata dan K. millotii dilakukan dengan metode
isolasi sterilisasi permukaan. Bagian tanaman yang
sudah steril ditanam pada media PDAC dan diinkubasi
selama 2-14 hari pada suhu ruang. Isolat jamur yang
tumbuh dimurnikan pada media PDAC baru untuk
memperoleh isolat jamur endofit yang murni dengan
karakteristik persamaan warna dan bentuk koloni.
Isolat murni jamur endofit kemudian diidentifikasi
untuk mengetahui spesies jamurnya. ldentifikasi ini
dilakukan secara morfotipe jamur endofit dan secara
molekular berdasarkan analisis genetika secara
parsial pada lokus Internal Transcribed Spacer (ITS)
ribosomal DNA fungi. Hasil identifikasi molekular yang
dilakukan di Genetika Lab menunjukkan bahwa isolat
jamur endofit dari akar K. marmorata memiliki tingkat
kemiripan 99% terhadap sekuens yang terdaftar
pada basis data NCBI, dengan skor 1003 dan query
coverage 99%, sehingga diidentifikasi sebagai
spesies Fusarium sp. Sementara itu, isolat jamur
endofit akar K. millotii menunjukkan tingkat kemiripan
100% dengan skor 1000 dan query coverage 100%,
sehingga diidentifikasi sebagai spesies Fusarium
oxysporum.

Tabel 1 menampilkan karakteristik morfologi dari
isolat Fusarium sp. secara makroskopis dari akar
K.marmorata yang memiliki warna permukaan dan
balik koloni putih dengan tekstur miselia seperti kapas
halus serta bentuk koloni yang merata. Berdasarkan
karakteristik, isolat F. oxysporum memiliki warna
permukaan dan balik koloni ungu keputihan dengan
tekstur miselia seperti kapas halus serta bentuk koloni
yang tidak merata (Gambar 1).

3.2.Fermentasi dan Maserasi Jamur Endofit

Aktivitas antioksidan dan antikanker diperoleh dari
isolat jamur endofit melalui proses fermentasi dan
maserasi. Proses fermentasi dilakukan dengan
beras coklat organik dan jus apel yang telah steril
dan dilakukan pada suhu 25-30°C selama 30 hari.
Beberapa faktor yang memengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme dalam medium fermentasi selama
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masa kultivasi adalah nutrisi yang terkandung dalam
substrat, pH, kadar air dan suhu pertumbuhan.?® Pada
saat fermentasi, jamur akan mengalami penambahan
massa sel.

Hasil fermentasi yang diperoleh kemudian dimaserasi
menggunakan pelarut etanol 96% untuk menarik
senyawa bioaktif yang terdapat dalam jamur endofit
selama 3x24 sehingga diperoleh maserat sebanyak
8 liter untuk dipekatkan dengan cara evaporasi. Hasil
pemekatan ini menghasilkan ekstrak etanol jamur
endofit Fusarium sp. sebanyak 67,41 gram dan ekstrak
etanol pekat jamur endofit Fusarium oxysporum
sebanyak 49,85 gram.

3.3. Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol jamur endofit
Fusarium sp. dan Fusarium oxysporum dilakukan
dengan metode DPPH. Metode ini digunakan untuk
mengetahui kemampuan sampel dalam menangkal
radikal bebas DPPH dengan kontrol positif vitamin
C. Hasil pengukuran inhibisi jamur endofit terhadap
DPPH memberikan nilai ICso pada rentang konsentrasi
6,25-200 ppm. Penggunaan persamaan regresi linear
yang diperoleh dari kurva persen inhibisi didapatkan
kontrol positif menunjukkan nilai ICso 3,11 ppm,
pada ekstrak etanol jamur endofit akar Fusarium sp.
menunjukkan nilai ICso 150,2 ppm, dan jamur endofit
Fusarium oxysporum menunjukkan nilai 1Cso 148,8
ppm yang ditunjukkan pada Gambar 2.

Klasifikasi antioksidan dibagi menjadi empat, yaitu
<50 ppm (sangat kuat), 50-100 ppm (kuat), 101-150
ppm (sedang), 151-200 (lemah)25. Nilai ICso adalah
parameter yang menunjukkan konsentrasi antioksidan
yang diperlukan untuk menghambat 50% radikal
bebas DPPH. Nilai ICso yang rendah menandakan
semakin tinggi aktivitas ekstrak tersebut dalam
menangkal radikal bebas sehingga berpotensi sebagai
antioksidan.?®

3.4.Uji Aktivitas Antikanker

Uji aktivitas antikanker dilakukan dengan metode
reduksi resazurin terhadap lini sel kanker melanoma
B16-F10. Pengujian ini dilakukan dengan sel
yang diberikan perlakuan menggunakan delapan

Tabel 1. Identifikasi molekuler dan morfotipe jamur endofit dari akar K. marmorata dan K. millotii

. Analisis Molekuler Warna koloni Bentuk
Spesies . Tekstur
koloni
ID Taksonomi Skor QC(%) % ldentity Depan Belakang
Fusarium sp 29916 1003 99 putih putih Merata Kapas halus
Fusarium Ungu Ungu Tidak
oxysporum 5507 1000 100 keputihan keputihan merata Kapas halus
189
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Tampak Depan Tampak Belakang

Tampak Depan

Tampak Belakang

Gambar 1. (A) Jamur Endofit Akar K. marmorata (B) Jamur Endofit Akar K. millotii

konsentrasi yaitu 7,81; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250;
500; dan 1000 pyg/mL dan diinkubasi selama 48 jam.

Metode ini menggunakan pengamatan visual terhadap
perubahan warna untuk menilai tingkat kematian sel.
Sel hidup mereduksi resazurin menjadi resofurin yang
ditandai dengan warna merah muda dan berpendar
dengan kontrol positif pada uji ini adalah cisplatin yang
merupakan obat kemoterapi standar dan diketahui
efektif membunuh sel kanker.

Hasil uji aktivitas antikanker ekstrak menunjukkan
bahwa ekstrak etanol jamur endofit Fusarium sp.
mampu menurunkan viabilitas sel B16-F10. Penurunan
viabilitas ini semakin jelas pada konsentrasi yang
lebih tinggi, dengan nilai 1Cso 45,38 pg/mL dan
menunjukkan hubungan dosis-respon yang sangan
baik (R2 = 0,9928) (Gambar 3). Hal ini menunjukkan
adanya aktivitas antikanker terhadap sel B16-F10

dalam rentang konsentrasi yang diuji, sedangkan
ekstrak etanol jamur endofit £ oxysporum tidak
menunjukkan penurunan viabilitas yang signifikan,
sehingga nilai 1Cso tidak dapat ditentukan ataupun
>1000 pg/mL pada rentang konsentrasi yang diuiji.
Nilai ICso merupakan konsentrasi ekstrak yang
dibutuhkan untuk menghambat 50% pertumbuhan sel
kanker. Terdapat 3 klasifikasi antikanker berdasarkan
ICso antara lain, <100 pg/mL (kuat); <1000 pg/mL
(sedang); dan >1000 ug/mL (lemah).?” Berdasarkan
informasi di atas, didapatkan bahwa ekstrak Fusarium
sp. menunjukkan aktivitas antikanker yang kuat
terhadap lini sel B16-F10, sedangkan ekstrak F
oxysporum menunjukkan aktivitas antikanker yang
lemah terhadap lini sel B16-F10.

Pengamatan morfologi sel mendukung hasil uji
viabilitas tersebut. Sel kontrol tampak normal dengan
morfologi berbentuk poligonal/memanjang, membran

A
Vitamin C
g0
v=9,019x + 11,943
‘&= 60 *=09772
=)
g 40
£ ICs; 3,111 ppm
0
i 1 2 3 4 5 ]
Konsentrasi (ppm)
B. C.
Jamur endofit akar K. marmorata Jamur endofit akar K. millotii
80 80
= 0,2414x + 14,075
g 60 | y=0271x+ 92895 iz 60 Y R oss17
= R2=10,9944 = ’
= 40 ’ = 40
=20 ICs, 150.2 ppm 20 | gATT IC;, 148.8 ppm
0 0
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Konsentrasi (ppm)

Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva persen inhibisi uji antioksidan pada perlakuan dengan (A) vitamin C, (B) jamur endofit akar K. marmorata,

dan (C) jamur endofit akar K. millotii.
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Gambar 3. Kurva hubungan log konsentrasi dengan % viabilitas sel B16-F10 pada perlakuan dengan ekstrak etanol jamur

endofit Fusarium sp. dan F. oxysporum

sel utuh, dan melekat dengan baik, sedangkan pada
kontrol positif (cisplatin) menunjukkan perubahan
morfologi yang jelas. Perlakuan pada ekstrak jamur
endofit Fusarium sp. menyebabkan sel tampak
membulat, berkurang kerapatannya, dan banyak yang
terlepas terutama pada konsentrasi = 62,5 pg/mL
(Gambar 4). Pada ekstrak jamur endofit F. oxysporum
tidak menunjukkan perubahan morfologi yang
signifikan, dengan sel tetap mempertahankan bentuk
dan kerapatan yang relatif sama dengan kontrol
negatif (DMSO 2%) (Gambar 5).

4. Pembahasan

Isolasi jamur endofit dari akar tanaman K. marmorata
dan K. millotii telah berhasil dilakukan dengan
menerapkan metode sterilisasi permukaan yang
bertujuan untuk mengeliminasi mikroorganisme epifit
tanpa merusak jaringan internal tanaman. Metode ini
dipilih guna memastikan bahwa jamur yang diisolasi
benar-benar berasal dari jaringan tanaman, bukan dari

Media +Sel

Sampel 1000 pgmL

Sampel62,50 pginL

7,

Sampel500 pgimL

Sampel 31,25 pgmL

kontaminan eksternal. Hasil isolasi memperlihatkan
pertumbuhan koloni jamur pada media PDAC dalam
rentang waktu 2—-14 hari, yang merupakan periode
pertumbuhan normal bagi jamur endofit. Koloni jamur
yang tumbuh selanjutnya melewati proses pemurnian
isolat sehingga diperoleh isolat jamur murni yang
sangat penting untuk pengamatan karakteristik
morfologi serta memudahkan proses identifikasi lebih
lanjut. ldentifikasi awal melalui ciri morfotipe seperti
warna dan bentuk koloni memberikan gambaran dasar,
namun penentuan spesies jamur endofit dilakukan
menggunakan pendekatan molekuler sekuens
DNA pada daerah ITS rDNA, yang dikenal dengan
marker universal untuk identifikasi fungi. Analisis ini
memberikan hasil yang lebih akurat dibandingkan
dengan morfologi semata karena beberapa spesies
jamur memiliki morfologi yang mirip.

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa kedua isolat
jamur endofit termasuk dalam genus Fusarium.
Genus ini dikenal mampu menghasilkan berbagai

DMSO 2% Cisplatin

Sampel 250 pginL Sampel 125 pgiL

Sampel 15,63 pgmL Sampel 7,81 pgmL

Gambar 4. Morfologi Hasil Uji Antikanker lini sel B16-F10 Jamur Endofit Fusarium sp.
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Media +Sel

Ae

Sampel 1000 pgmL
3 grd

metabolit sekunder seperti alkaloid,?® peptida siklik,?°
poliketida,® terpenoid,®" kuinon,®? steroid,®® dan
fenolik®* yang sering dikaitkan dengan berbagai
aktivitas biologi. Produk metabolit tersebut dapat
berbeda antara strain, meskipun berasal dari genus
yang sama, karena dipengaruhi oleh faktor genetik
maupun kondisi pertumbuhan jamur. Oleh karena
itu, perbedaan morfologi yang diamati pada kedua
isolat berpotensi berkaitan dengan variasi metabolit
sekunder yang dihasilkan, yang kemudian dapat
mempengaruhi aktivitas biologinya.

Skor merupakan jumlah kelarasan semua segemen
dari urutan data base yang cocok dengan urutan
nukleotida. Nilai penjajaran sekuens menggambarkan
tingkat kecocokan antara sekuens nukleotida yang
tidak diketahui dengan sekuens nukleotida referensi
di GenBank. Skor yang lebih tinggi menunjukkan
keselarasan yang lebih besar antara kedua sekuens
tersebut.®

Isolat jamur endofit murni difermentasi untuk
menghasilkan senyawa bioaktif. Proses fermentasi
dilakukan dengan menggunakan media beras coklat
organik dan jus apel yang berperan penting dalam
menentukan kualitas metabolit yang dihasilkan.
Beras coklat merupakan media yang mengandung
nutrisi yang lebih kompleks dan mikronutrien
yang mendukung pertumbuhan miselium selama
masa kultivasi dibandingkan dengan media agar.®®
Penambahan jus apel menyediakan gula sederhana
dan asam organik yang memicu jalur metabolisme.
Pendekatan ini sejalan dengan konsep One Strain-
Many Comounds (OSMAC) yang menyatakan
variasi media kultur dapat menginduksi ekspresi
gen biosintetik yang sebelumnya tidak ada.®” Proses
fermentasi dilakukan dengan waktu pertumbuhan
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Cisplatin

2 A

Gambar 5. Morfologi Hasil Uji Antikanker lini sel B16-F10 Jamur Endofit Foxysporum

jamur mencapai fase stasioner dalam pertumbuhan
yaitu hari ke-30, kemudian disimpan pada suhu ruang.
Fase stasioner merupakan tahapan penting dalam
fermentasi jamur endofit karena pada fase ini senyawa
bioaktif diproduksi. Hasil fermentasi kemudian
dimaserasi menggunakan etanol 96%. Pemilihan
etanol dilakukan untuk memperoleh spektrum senyawa
semi-polar hingga polar dari hasil proses fermentasi.
Proses maserasi ini dinilai mampu mempertahankan
stabilitas senyawa yang sensitif terhadap panas dan
memungkinkan evaluasi awal aktivitas biologi secara
komprehensif sebelum dilakukan pemurnian lanjutan.

Ekstrak jamur endofit diuji aktivitas antioksidan dan
antikankernya karena kedua uji ini saling berkaitan
secara biologis. Radikal bebas dapat merusak DNA
sehingga memicu terjadinya mutasi yang menjadi
penyebab pembentukan sel kanker.® Antioksidan
mampu  menetralkan radikal bebas sehingga
mencegah terjadinya stres oksidatif dan kerusakan
seluler.*® Dengan demikian, kombinasi uji antioksidan
dan antikanker menjadi penting dalam mengevaluasi
potensi terapeutik ekstrak jamur endofit dalam upaya
pencegahan dan pengobatan kanker.

Efektivitas antioksidan dari ekstrak jamur endofit
dapat dilihat dari data hasil uji pada penelitian ini,
ekstrak etanol Fusarium sp. menunjukkan aktivitas
antioksidan sedang dengan nilai 1Cso sebesar 150,2
ppm, sedangkan F. oxysporum memiliki nilai 1Cso
sebesar 148,8 ppm. Hasil tersebut menunjukkan
bahwa F. oxysporum sedikit lebih efektif dibandingkan
Fusarium sp. karena memiliki nilai 1Cso yang lebih
rendah meskipun perbedaannya relatif kecil. Hal ini
menunjukkan bahwa kedua ekstrak jamur endofit
ini memiliki kemampuan antioksidan yang hampir
sebanding. Aktivitas antioksidan yang ditunjukkan
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tersebut menandakan adanya kandungan senyawa
bioaktif dengan potensi sebagai penangkap radikal
bebas meskipun tidak sekuat antioksidan standar
seperti vitamin C atau senyawa murni tertentu. Vitamin
C dipilih sebagai kontrol positif karena aktivitas
antioksidannya yang tinggi, ditunjukkan oleh nilai ICso
sebesar 3,111 ppm. Nilai ini mengindikasikan bahwa
konsentrasi yang relatif rendah sudah cukup untuk
menghambat 50% radikal bebas.

Faktor-faktor  yang memengaruhi efektivitas
antioksidan antara lain konsentrasi ekstrak, suhu,
jenis substrat oksidasi, kondisi fisik sistem, dan
keberadaan pro-oksidan. Sebagai contoh, suhu
tinggi dapat menurunkan aktivitas antioksidan karena
menyebabkan degradasi senyawa aktif, sehingga
hasil uji pada suhu ruang sering kali lebih optimal
dibandingkan dengan suhu lebih tinggi.*® Jenis
substrat oksidasi yang umum digunakan dalam
analisis laboratorium, seperti DPPH atau ABTS,
juga memengaruhi hasil uji karena masing-masing
memiliki reaktivitas yang berbeda terhadap senyawa
antioksidan tertentu.®® Selain itu, keberadaan pro-
oksidan seperti ion logam berat dapat mempercepat
reaksi oksidasi sehingga memperberat kerja senyawa
antioksidan dalam sistem.

Secara kritis, antioksidan yang tidak terlalu kuat
ini memberikan indikasi penting dalam konteks
antikanker. Hubungan antara antioksidan dan
antikanker tidak selalu bersifat linier, karena banyak
senyawa antikanker yang bekerja melalui metode lain
seperti gangguan fungsi mitokondria, inhibisi siklus
sel, atau induksi stres oksidatif intraseluler,*' sehingga
aktivitas antioksidan dalam penelitian ini lebih
diposisikan sebagai salah satu parameter pendukung,
bukan penentu utama potensi antikanker.

Ekstrak etanol jamur endofit Fusarium sp. dan F
oxysporum diuji aktivitas antikanker untuk mengetahui
potensinya dalam menghambat pertumbuhan lini sel
B16-F10 dengan variasi konsentrasi melalui metode
reduksi resazurin. Sel B16-F10 merupakan lini sel
yang berasal dari kanker melanoma pada tikus strain
C57BL/6, dan banyak digunakan dalam penelitian
kanker kulit. Keunggulan utama dari sel ini adalah
kemampuannya untuk membentuk tumor dengan
cepat serta kecenderungan tinggi untuk menyebar
ke organ lain (metastasis), yaitu perpindahan lini sel
kanker dari lokasi asalnya ke bagian tubuh lain. Sifat
pertumbuhan yang cepat dan kemampuan metastasis
yang tinggi membuat sel B16-F10 sangat ideal untuk
mempelajari mekanisme penyebaran kanker serta
sebagai model pengujian efektivitas terapi antikanker
baru.*?

Dalam metode ini, kematian lini sel B16-F10 akibat
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perlakuan sampel diamati secara visual melalui
perubahan warna. Sel yang masih hidup akan
mereduksi resazurin yang awalnya tidak berpendar
menjadi resofurin yang berwarna merah muda dan
berfluoresensi. Perubahan ini disebabkan oleh
berbagai enzim seluler seperti diaphorases dan enzim
mitokondria.** Penurunan konsentrasi ekstrak uji dalam
suspensi sel berbanding lurus dengan peningkatan
intensitas warna merah muda dan fluoresensi larutan,
sebagaimana ditunjukkan oleh peningkatan nilai
absorbansi. Hal ini menunjukkan viabilitas sel yang
tinggi dalam kondisi tersebut.

Pembanding yang digunakan pada pengujian
antikanker ini adalah cisplatin dengan konsentrasi
16,24 uM sebagai kontrol positif. Konsentrasi tersebut
dipilih karena pada kondisi pengujian mampu
menurunkan viabilitas sel secara signifikan, sehingga
dapat digunakan sebagai pembanding dalam
mengevaluasi aktivitas sitotoksik sampel uji penelitian
ini.*¢ DMSO digunakan sebagai pelarut dan kontrol
negatif. Umumnya pada konsentrasi rendah (< 0,1%
v/v) tidak menunjukkan aktivitas sitotoksik maupun
antikanker yang signifikan. Pada penelitian ini,
konsentrasi DMSO yang digunakan mencapai 2%,
namun hasil kontrol menunjukkan bahwa konsentrasi
tersebut tidak menyebabkan penurunan viabilitas
sel dibandingkan dengan kontrol sel sehingga
tetap dapat digunakan sebagai kontrol negatif dan
memudahkan untuk membedakan aktivitas antikanker
yang sebenarnya dari sampel uji dan aktivitas yang
disebabkan oleh pelarut itu sendiri.”

Uji antikanker terhadap lini sel melanoma B16-F10
menunjukkan perbedaan aktivitas yang jelas
antarsampel. Ekstrak jamur endofit Fusarium
sp. menunjukkan penurunan viabilitas sel secara
konsentrasi-dependent dengan nilai 1Cso sebesar
45,38 pg/mL yang termasuk pada kategori aktif untuk
sampel ekstrak alami. Sebaliknya, ekstrak jamur
endofit £ oxysporum tidak menunjukkan aktivitas
antikanker yang signifikan pada rentang konsentrasi
yang sama. Perbedaan ini menunjukkan bahwa
kedekatan taksonomi tidak selalu berbanding lurus
dengan kesamaan aktivitas biologi, karena ekspresi
gen metabolit sekunder sangat dipengaruhi oleh faktor
strain dan kondisi kultur. Meskipun kedua ekstrak
menunjukkan nilai ICso antioksidan yang relatif mirip,
profil sitotoksiknya berbeda secara signifikan. Hal
ini menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan tidak
selalu berkorelasi langsung dengan aktivitas sitotoksik
karena kedua aktivitas tersebut dipengaruhi oleh jenis
dan komposisi metabolit sekunder yang dihasilkan.

Pengamatan morfologi dilakukan untuk mendukung
hasil kuantitatif uji antikanker. Perlakuan pada ekstrak
aktif menunjukkan perubahan morfologi sel yang nyata,
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seperti penyusutan sel, peningkatan jumlah sel yang
terlepas dari permukaan kultur. Hal ini menunjukkan
adanya indikasi kematian sel yang nyata dibandingkan
dengan kontrol media dan DMSO, serta menunjukkan
kemiripan pola penurunan viabilitas sel dengan efek
cisplatin sebagai kontrol positif. Konsistensi antara
perubahan morfologi dan nilai ICso memperkuat bahwa
efek antikanker yang diamati bersifat biologis dan
spesifik.

Perbedaan antara aktivitas antioksidan yang sedang
dan aktivitas antikanker yang kuat ini mengindikasikan
bahwa mekanisme antikanker ekstrak jamur endofit
Fusarium sp. kemungkinan tidak bergantung pada
radikal bebas. Jamur genus Fusarium diketahui
mampu menghasilkan berbagai metabolit sekunder,
termasuk turunan poliketida yang menunjukkan
aktivitas antikanker terhadap berbagai lini sel kanker.
Aktivitas ini berkaitan dengan kemampuan metabolit
tersebut dalam mengganggu proses fisiologi sel,
seperti regulasi sel, homeostasis ion sel, serta
mekanisme kematian sel terprogram.*® Kondisi
fermentasi dengan media beras coklat dan jus apel
diduga juga berperan penting dalam memproduksi
metabolit sekunder. Beras coklat menyediakan nutrisi
kompleks yang mendukung pertumbuhan, serta jus
apel yang mengandung gula sederhana dan asam
organik dapat memicu respon metabolik. Kombinasi
ini berpotensi mengaktifkan jalur biosintesis metabolit
sekunder, sehingga meningkatkan keberagaman
senyawa bioaktif yang dihasilkan.

Dengan demikian, hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa ekstrak etanol jamur endofit Fusarium sp.
menunjukkan potensi antikanker yang kemungkinan
tidak berkaitan dengan aktivitas antioksidan, tetapi
lebih dipengaruhi oleh keberadaan metabolit sekunder
tertentu yang bekerja melalui mekanisme spesifik
pada sel kanker. Hal ini memperkuat dugaan bahwa
jamur endofit memiliki strategi biologis yang berbeda
dalam menghasilkan efek sitotoksik. Oleh karena
itu, kondisi fermentasi menjadi sangat penting dalam
memproduksi senyawa bioaktif yang relevan terhadap
aktivitas antikanker. Temuan ini memberikan dasar
awal untuk penelitian lanjutan, khususnya dalam
isolasi senyawa aktif dan pemahaman mekanisme
kerjanya secara lebih mendalam.

5. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa jamur endofit akar K.marmorata
dan K.millotii teridentifikasi sebagai genus Fusarium
dengan validasi molekuler yang tinggi. Fermentasi
menggunakan beras coklat dan jus apel mampu
mendukung proses metabolit sekunder yang
menunjukkan aktivitas antioksidan yang sedang,
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serta aktivitas antikanker yang signifikan pada
ekstrak etanol jamur endofit Fusarium sp. terhadap
sel melanoma B16-F10. Perbedaan bioaktivitas
antara jamur endofit akar K.marmorata dan K.millotii
dipengaruhi oleh variasi strain dan kondisi fermentasi
terhadap metabolit sekunder yang dihasilkan. Temuan
ini menunjukkan potensi jamur endofit Fusarium sp.
sebagai sumber kandidat senyawa antikanker yang
memerlukan kajian lanjutan untuk mengidentifikasi
senyawa aktifnya.
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