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Abstract— Marine fungi are microorganisms that live in the marine environment and can associate with various marine organisms, such as
algae, sponges, and others. They are known for their capability to produce secondary metabolites with various pharmacological activities,
including cytotoxic compounds. In our previous study, Aspergillus nomiae, Penicillium steckii, Penicillium citrinum, and Aspergillus niger
were isolated from the sponge Phyllospongia foliascens, collected in Amed Beach, Bali. The present study aims to evaluate the toxicity
of methanolic extracts afforded after rice fermentation of those fungi against Artemia salina larvae using the Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) method. For the assay, each treatment group consisting of ten A. salina larvae in artificial seawater was exposed to each fungal
extract with concentrations ranging from 3.9 to 1000 pg/mL in a 24-microwell plate. After incubation for 24 h, the number of dead larvae
in each well was counted and the LCs( was calculated through probit analysis. The results of this study indicate that extracts of A. nomiae,
P. steckii, P. citrinum, and A. niger exhibit toxic effects against A. salina larvae, with LCs values of 68.47, 83.43, 85.04, and 12.20 ug/mL,
respectively. In addition, TLC analysis showed that each extract contains various secondary metabolites, including alkaloids, flavonoids,
terpenoids, triterpenoids, and polyphenols. The BSLT method is commonly used as a screening test to evaluate the potential cytotoxicity of
an extract; therefore, further studies on the cytotoxic effects of A. nomiae, P. steckii, P. citrinum, and A. niger extracts against cancer cells
are promising.

Keywords—Aspergillus niger, Aspergillus nomiae, Brine Shrimp Lethality Test, Penicillium citrinum, Penicillium steckii, Phyllospngia
foliascens, Sponge, Toxicity

Abstrak— Jamur laut adalah mikroorganisme yang hidup di lingkungan laut dan dapat berasosiasi dengan berbagai organisme laut,
seperti alga, spons, dan lainnya. Jamur ini dikenal memiliki kemampuan untuk menghasilkan metabolit sekunder dengan berbagai aktivitas
farmakologi, termasuk senyawa sitotoksik. Dalam penelitian sebelumnya, Aspergillus nomiae, Penicillium steckii, Penicillium citrinum,
dan Aspergillus niger telah diisolasi dari spons Phyllospongia foliascens yang dikoleksi dari Pantai Amed, Bali. Penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi toksisitas ekstrak metanol yang diperoleh setelah fermentasi pada media beras dari keempat jamur tersebut terhadap
larva Artemia salina menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Dalam pengujian ini, setiap kelompok perlakuan terdiri dari
sepuluh larva A. salina dalam air laut buatan dan dipaparkan dengan masing-masing ekstrak pada konsentrasi antara 3,9 hingga 1000 pg/mL
dalam lempeng 24-sumuran. Setelah diinkubasi selama 24 jam, jumlah larva yang mati di setiap sumur dihitung, dan nilai LCsq dihitung
menggunakan analisis probit. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak A. nomiae, P. steckii, P. citrinum, dan A. niger memiliki
efek toksik terhadap larva A. salina, dengan nilai LCsy masing-masing sebesar 68,47; 83,43; 85,04; dan 12,20 ug/mL. Selain itu, hasil
analisis KLT menunjukkan masing-masing ekstrak mengandung senyawa metabolit sekunder dari golongan alkaloid, flavonoid, terpenoid,
triterpenoid, dan polifenol. Metode BSLT umum digunakan sebagai uji skrining untuk menilai potensi sitotoksisitas suatu ekstrak, sehingga
penelitian lebih lanjut mengenai efek sitotoksik ekstrak A. nomiae, P. steckii, P. citrinum, dan A. niger terhadap sel kanker perlu dilakukan.

Kata Kunci—Aspergillus niger, Aspergillus nomiae, Brine Shrimp Lethality Test, Penicillium citrinum, Penicillium steckii, Phyllospngia
foliascens, Spons, Toksisitas

1.PENDAHULUAN

Indonesia dikenal sebagai salah satu negara dengan kea-
Penulis koresponden: Ariantari, putugriantari@unud.ac.id nekaragaman hayati laut yang paling tinggi di dunia. Hal ini
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diperkuat oleh fakta bahwa perairan Indonesia memiliki wi-
layah terumbu karang terluas secara global, yaitu mencapai
51.020 km? atau sekitar 17,95 % dari total luas terumbu ka-
rang dunia. Terdapat lebih dari 35.000 spesies biota laut di
Indonesia yang berpotensi sebagai sumber bahan baku obat
(Anisa et al., 2014). Spons laut menjadi habitat bagi berba-
gai mikroorganisme, termasuk jamur laut yang menghasilkan
metabolit sekunder dengan potensi bioaktif, seperti antimi-
kroba dan antikanker (Rosita et al., 2017). Spons juga mam-
pu mensintesis senyawa organik kompleks, seperti poliketida
dan alkaloid, yang berpotensi digunakan dalam pengemban-
gan obat (Izzati et al., 2021). Selain itu, spons juga berpe-
ran sebagai inang bagi berbagai mikroorganisme yang dapat
menghasilkan senyawa bioaktif. Salah satu genus spons yang
diketahui memiliki kemampuan tersebut adalah Phyllospon-
gia foliascens (Zhang et al., 2017).

Penelitian oleh Putra et al. (2025) berhasil mengisola-
si empat isolat jamur dari spons Phyllospongia foliascens
yang dikoleksi dari pantai Amed, Bali dengan yakni Asper-
gillus nomiae, Penicillium steckii, Penicillium citrinum dan
Aspergillus niger. Keempat isolat jamur tersebut difermenta-
si pada media beras dan ekstrak metanol yang diperoleh dari
fermentasi keempat jamur tersebut dilaporkan mengandung
alkaloid, flavonoid, polifenol, terpenoid, dan triterpenoid.
Ekstrak tersebut dilaporkan aktif terhadap bakteri Staphylo-
coccus aureus, Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) dan
Staphylococcus epidermidis. Berbagai senyawa alkaloid, fla-
vonoid dan terpenoid juga dilaporkan aktif menghambat sel
kanker pada berbagai studi. Pada penelitian oleh Liu et al.
(2019), alkaloid dan flavonoid dilaporkan memiliki aktivi-
tas sitotoksik dengan menghambat proliferasi sel, mengin-
duksi apoptosis, serta menggangguuu jalur transduksi sinyal,
sehingga memiliki potensi besar dalam pengembangan anti-
kanker.

Pengujian toksisitas dengan metode Brine Shrimp Letha-
lity Test (BSLT) merupakan metode skrining yang dapat di-
gunakan untuk menilai potensi toksisitas suatu bahan uji, se-
belum melakukan uji sitotoksisitas pada sel kanker pada pen-
gembangan antikanker. Metode ini dilakukan dengan meni-
lai tingkat mortalitas larva Artemia salina setelah terpapar
senyawa yang diuji. Metode ini tergolong sederhana, mem-
butuhkan waktu yang relatif singkat, serta tidak memerlu-
kan peralatan yang kompleks (Pohan et al., 2023). Meski-
pun metode BSLT telah banyak digunakan dalam pengujian
toksisitas berbagai ekstrak tumbuhan dan mikroorganisme,
penelitian yang secara khusus mengevaluasi toksisitas eks-
trak jamur laut dari spons masih terbatas. Keterbatasan ini
menunjukkan adanya peluang untuk mengetahui tentang po-
tensi bioaktif dari jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum
dan A. niger yang hidup dan berasosiasi dengan spons, ser-
ta kontribusinya dalam pengembangan senyawa bioaktif ba-
ru. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi toksisitas ekstrak jamur A. nomiae, P. steckii,
P. citrinum dan P. steckii yang diisolasi dari spons P. folias-
cens menggunakan metode BSLT, sehingga dapat memberi-
kan informasi awal mengenai potensi bioaktif dari ekstrak
tersebut serta mengetahui profil kandungan kimia keempat
ekstrak jamur tersebut. Analisis profil kandungan kimia dila-
kukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Me-
tode ini merupakan metode pemisahan senyawa yang terda-
pat dalam suatu campuran dengan cara ditotolkan pada lem-

REO DKK

J

Jurnal Farmast Udayana

peng atau plat KLT (Anggreni et al., 2023). Penelitian ini
diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam penemuan
senyawa bioaktif baru yang berpotensi dikembangkan lebih
lanjut dalam bidang farmasi.

2. BAHAN DAN METODE
2.1 Alat dan Bahan
2.1.1 Alat

Alat yang digunakan terdiri dari Laminar Air Flow (LAF)
(LabTech®), autoklaf (Gemmy®), kertas saring (What-
man®), cawan petri (Citotest®), gelas ukur (Iwaki®), ge-
las beaker (Iwaki®), erlenmeyer (Duran®), corong pisah
(Phyrex®), parafilm (Merck®), pipet tetes (Brand®), mi-
kropipet (Lvyx Scientifict®), blue tip, yellow tip, white tip,
microwel 24-welll (Biologix®), penutup gabus, spatula lo-
gam, pisau bedah (scalpel), aluminium foil (Klin Pak®), va-
cuum rotary evaporator (Eyela®), aerator, labu gelas bulat
(DURAN®), jarum ose, heating block (DLAB®), penga-
duk magnetik (magnetic stirrer) (Labnet®), chamber (CA-
MAG®), TLC-Visualizer (CAMAG®), TLC-Scanner (CA-
MAG®), dan TLC-Heater (CAMAG®)

2.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan terdiri dari ekstrak metanol ja-
mur laut A. nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger,
beras (Putri Sejati®), aluminium foil (Klin Pak®), para-
film “M” (Bemis®), akuades, metanol (pa), etil asetat (tek-
nis), n-heksana (teknis), dimetil sulfoksida (DMSO) (Supel-
co®), larva udang Artemia salina, dan plastik pembungkus
(plastic wrap) . Media long-term agar yang dibuat dari malt
extract (Merck®), bacto agar (Difco BD®), yeast extract
(Ox01d®), glycerol (Vivantis®), artificial sea salt water (Hi-
media®), dan media Potato Dextrose Agar (PDA) (Hime-
dia®). Plat KLT Silika Gel 60 F254 (Sigma®), diklorometa-
na p.a (Emsure®) dan metanol p.a (Emsure®) sebagai eluen,
serta reagen penampak bercak CAM, Dragendorff, Sitrobo-
rat, FeCls, dan Liebermann-Burchard.

2.2 Metode
2.2.1 Kultur Isolat Jamur

Jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger
yang diisolasi dari spons P. foliascens dan telah diidentifika-
si molekuler dengan amplifikasi pada daerah Internal Trans-
cribed Spacer (ITS), dengan Genbank accession number
masing-masing yakni PQ498731, PQ555229, PQ555230 dan
PQ555233 seperti yang dilaporkan pada Putra et al., 2025.
Keempat jamur dikultur ulang pada media agar yang men-
gandung malt extract (Merck®), bacto agar (Difco BD®),
yeast extract Oxoid®), artificial sea salt broth (Himedia®)
dan gliserol (Vivantis®). Kultur dilakukan secara aseptis
dengan memindahkan sedikit hifa jamur menggunakan jarum
ose yang telah dipijarkan, lalu diinokulasikan di tengah me-
dia agar. Cawan petri ditutup, disegel dengan parafilm, dan
diinkubasi pada suhu ruang hingga koloni jamur laut tum-
buh dengan morfologi yang sesuai dengan kultur sebelumnya
(Putra et al., 2025).

2.2.2 Pengamatan Morfologi Isolat Jamur

Pengamatan morfologi jamur dilakukan secara mikrosko-
pis dan makroskopis pada isolat yang tumbuh di media PDA.
Media PDA disiapkan dengan menimbang bahan sesuai jum-

42



JURNAL FARMASI UDAYANA | pISSN: 2301-7716; eISSN: 2622-4607 | VOL. 14, NO. 1, 2025

https://doi.org/10.24843/JFU.2025.v14.i01.p08

lah yang dibutuhkan, yakni 39 g untuk setiap 1 L aquades.
Media kemudian disterilkan menggunakan autoklaf selama
20 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm, dengan
dry time selama 15 menit. Pengamatan dilakukan secara ma-
kroskopis (visual) dan mikroskopis menggunakan pewarna
methylene blue. Identifikasi makroskopis dilakukan dengan
mengamati morfologi koloni yang tumbuh pada media, men-
cakup tekstur, warna koloni, serta keberadaan eksudat. Se-
mentara itu, identifikasi mikroskopis dilakukan dengan men-
gambil sedikit hifa jamur yang telah memasuki fase sporulasi
untuk diamati bentuk konidianya. Bentuk yang teramati ke-
mudian dibandingkan dengan referensi yang relevan untuk
mengkonfirmasi ciri-ciri morfologi secara makroskopis dan
mikroskopis sesuai dengan spesies jamur yang diamati terse-
but.

2.2.3 Kultivasi Isolat Jamur Laut

Kultivasi isolat jamur dilakukan pada media beras. Media
beras dibuat dengan menimbang 100 g beras dan ditambah-
kan 110 mL akuades, kemudian disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 30 menit. Prosedur kultivasi dilakukan se-
cara aseptis dengan memasukkan 10 bagian isolat jamur laut
yang telah dipotong kecil ke dalam media beras. Proses inku-
basi jamur laut dilakukan pada suhu ruang selama 2-4 ming-
gu hingga miselium jamur tumbuh memenuhi media (Arian-
tari et al., 2020)

2.2.4 Ekstraksi Metabolit Sekunder Isolat Jamur Laut

Isolat jamur yang sudah tumbuh pada media beras dieks-
traksi dengan menggunakan pelarut etil asetat (500 mL) di-
sertai dengan pengadukan menggunakan shaker selama 8
jam dengan kecepatan 150 rpm. Filtrat kemudian disaring
dan dipisahkan dari pelarutnya dengan rotary evaporator
hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental etil asetat
kemudian dipartisi menggunakan metode ekstraksi cair-cair
(ECC) dengan pelarut n-heksana dan campuran metanol:air
(9:1 v/v), hingga diperoleh fase n-heksana dan metanol. Pe-
larut kemudian divapkan dengan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak kental metanol untuk penelitian lebih lan-
jut (Ariantari et al., 2020).

2.2.5 Pengujian Toksisitas dengan Metode Brine Sh-
rimp Lethality Test (BSLT)

Telur Artemia salina (6,6 mg) direndam dalam larutan ar-
tificial sea salt di bawah cahaya lampu pijar hingga menetas
menjadi larva setelah 24 jam. Larva yang baik digunakan un-
tuk uji BSLT berusia 48 jam dan aktif bergerak (Sondakh et
al., 2017). Larutan uji dibuat dalam konsentrasi 2000 ug/mL
dengan melarutkan ekstrak metanol jamur A. nomiae, P. stec-
kii, P. citrinum dan A. niger (10 mg) dalam pelarut DMSO
(50 pL), lalu diencerkan dengan larutan artificial sea salt.
Kemudian dilakukan pengenceran serial hingga menghasil-
kan konsentrasi 31,25; 62,5; 125; 250; 500; dan 1000 pg/mL.
Larutan kontrol negatif dibuat dengan menambahkan artifi-
cial sea salt dan DMSO. Selanjutnya, dimasukkan masing-
masing 10 larva ke dalam microwell 24 sumuran yang men-
gandung larutan uji dan kontrol. Setelah 24 jam, jumlah lar-
va yang mati dihitung dan dibandingkan dengan kontrolnya
(Ariantari et al., 2023).
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2.2.6 Analisis Profil Metabolit Sekunder Dengan Meto-
de Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis profil kandungan kimia ekstrak metanol jamur A.
nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger dilakukan meng-
gunakan plat KLT silika gel 60 F254 sebagai fase diam dan
fase gerak yakni diklorometana:metanol (95:5 v/v) Larutan
uji disiapkan dengan melarutkan ekstrak dengan pelarut me-
tanol p.a. Setiap ekstrak ditotolkan sebanyak 10 pL pada
plat KLT dan selanjutnya dielusi dengan menggunakan fa-
se gerak. Setelah dielusi, plat divisualisasi pada UV 254 dan
366 nm menggunakan TLV-Visualizer. Derivatisasi dilaku-
kan dengan reagen CAM untuk deteksi umum, serta reagen
spesifik yakni Dragendorff (alkaloid), sitroborat (flavonoid),
Liebermann-Burchard (terpenoid), dan FeCls (polifenol).
Reagen disemprotkan pada plat KLT, kemudian dipanas-
kan pada 110°C untuk memperjelas bercak yang terbentuk,
khususnya untuk reagen CAM, sitrobrat dan Liebermann-
Burchard.

2.2.7 Analisa Data

Pada pengujian toksisitas, persentase kematian larva A. sa-
lina dihitung. Data mortalitas selanjutnya dianalisis dengan
analisis probit untuk menentukan nilai lethal Concentration
50% LC(sp). Penentuan nilai LCsy dilakukan melalui pe-
rangkat lunak Microsoft Excel Versi 2016. Hasil analisis be-
rupa hubungan antara konsentrasi dan nilai probit. Nilai LCsq
dari konsentrasi yang sesuai dengan nilai probit 0,500 (50 %),
yang menunjukkan konsentrasi yang menyebabkan kematian
pada 50 % larva udang (Ariantari et al., 2023).

Data profil kandungan kimia dari ekstrak metanol jamur
A. nomiae, P. steckii, P. citrinum, dan A. niger dilakukan den-
gan menentukan nilai Rf masing-masing ekstrak pada bercak
yang muncul sebelum dan sesudah diderivatisasi. Identifikasi
golongan senyawa dilakukan berdasarkan warna bercak yang
dihasilkan oleh reage penampak bercak yakni CAM berwar-
na biru, Dragendorff (alkaloid) bercwarna jingga-coklat, si-
troborat (flavonoid) berwarna kuning, Liebermann-Burchard
(terpenoid) berwarna biru, hijau, cokelat, kuning, dan FeClj
(polifenol) berwarna coklat (Katavic, 2005).

3.HASIL
3.1 Kultur Isolat Jamur Laut

Isolat jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. ni-
ger yang sudah dikultur pada media agar diamati morfolo-
ginya (Gambar 1). Isolat jamur A. nomiae menunjukkan ko-
loni berwarna putih kemudian berubah menjadi putih sedikit
kekuningan dan akhirnya berubah lagi menjadi hijau, den-
gan tekstur berbulu halus pada bagian depan dan berwarna
kuning pada bagian belakang. Isolat jamur P. steckii memi-
liki morofologi berwarna keabu-abuan dengan tekstur yang
halus dan kompleks dan pertumbuhan yang merata. Isolat P,
citrinum tampak berwarna keabu-abuan dengan tekstur yang
halus. Isolat jamur A. niger menunjukkan warna koloni co-
klat kehitaman dengan tekstur sedikit berbulu pada bagian
depan dan berwarna kuning pada bagian belakang.

3.2 Pengamatan Morfologi Isolat Jamur

Berdasarkan hasil pengamatan isolat jamur A. nomiae SP
1-1-1 (Gambar 2), koloni jamur menunjukkan warna kehi-
jauan dengan permukaan kasar, tekstur rapat, dan pertum-
buhan radial yang tidak simetris. Bagian belakang koloni
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Gambar 1: Hasil Re-kultur Isolat Jamur A.nomiae Tampak Depan. (a) dan Tampak Belakang (b); P. steckii Tampak Depan (c) dan
Tampak Belakang (d); P. citrinum Tampak Depan (e) dan Tampak Belakang (f) dan A. niger Tampak Depan (g) dan Tampak Belakang (h).

tampak berwarna putih kekuningan. Secara mikroskopis, ter-
lihat konidiofor lurus, tegak, dan tidak bercabang, tumbuh
foot cell yang membesar. Konidiofor berakhir pada vesikel
bulat yang dikelilingi oleh fialid berbentuk botol tanpa metu-
la. Fialid tersusun radial dan menghasilkan konidia berben-
tuk bulat, berwarna gelap, yang berfungsi sebagai alat repro-
duksi aseksual dan penyebaran spora.

Isolat jamur P. steckii SP 1-1-2 (Gambar 3) secara makros-
kopis, koloni tampak berwarna hijau keabu-abuan dengan
permukaan tidak rata dan pertumbuhan menyebar, sedang-
kan bagian belakang koloni berwarna kuning. Secara mikros-
kopis, terlihat konidiofor tegak yang tumbuh dari foot cell,
dengan vesikel yang mendukung metula sebagai dasar fialid.
Fialid menghasilkan konidia secara aseksual.

Isolat jamur P, citrinum SP 1-2-4-1 (Gambar 4) secara ma-
kroskopis, koloni jamur tampak berwarna hijau keabu-abuan
dengan tepi tidak rata dan pertumbuhan radial yang teratur,
sementara bagian belakang koloni berwarna kuning. Secara
mikroskopis, terlihat konidiofor tegak yang bercabang mem-
bawa struktur reproduksi aseksual, dengan metula sebagai
cabang pendek yang mendukung fialid. Fialid menghasilkan
konidia sebagai spora aseksual, dan foot cell tampak sebagai
dasar konidiofor yang menempel pada miselium, yaitu jarin-
gan hifa yang membentuk tubuh vegetatif jamur.

Isolat jamur A. niger SP 1-2-4-2 (Gambar 5) secara ma-
kroskopis menunjukkan koloni berwarna kehitaman dengan
pinggiran keabu-abuan dan pertumbuhan yang tidak merata
pada permukaan media, sementara bagian belakang koloni
berwarna kuning dengan batas koloni tidak teratur. Secara
mikroskopis, terlihat konidiofor berupa hifa tegak yang tum-
buh dari miselium dan berakhir pada vesikel bulat. Vesikel
ini menjadi tempat tumbuhnya fialid yang menghasilkan ko-
nidia secara aseksual, dengan susunan konidia yang radial
mengelilingi vesikel.

3.3 Kultivasi Isolat Jamur Pada Media Beras

Kultivasi isolat jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum,
dan A. niger pada media beras berlangsung selama 3-4 ming-
gu pada suhu ruang (25-30°C). Selama proses kultivasi, pen-
gamatan harian menunjukkan pertumbuhan miselia yang me-
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rata pada permukaan atas dan bawah media tanpa adanya tan-
da kontaminasi. Kultivasi dihentikan ketika seluruh permu-
kaan media beras tertutupi dengan miselia, yang kemudian
dilanjutkan dengan proses ekstraksi.

3.4 Ekstraksi Metabolit Sekunder Isolat Jamur Laut

Hasil kultivasi kemudian di maserasi menggunakan pela-
rut etil asetat sebanyak 500 mL. Ekstrak etil asetat yang dipe-
roleh dipekatkan dengan vakum rotary evaporator sehingga
diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental etil asetat diekstraksi
cair-cair dengan pelarut metanol-air dan n-heksan. Dari ha-
sil ekstraksi cair-cair diperoleh ekstrak metanol jamur A. no-
miae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger berturut-turut sebe-
sar 0,41; 1,64; 1,26; dan 1,03 g. Ekstrak metanol selanjutn-
ya digunakan untuk uji toksisitas dengan metode BSLT dan
analisi profil kandungan metabolit sekunder dengan metode
KLT.

3.5 Pengujian Toksisitas Dengan Metode Brine Sh-
rimp Lethality Test (BSLT)

Hasil uji toksisitas ekstrak metanol jamur A. nomiae, P.
steckii, P. citrinum dan A. niger menunjukkan bahwa mor-
talitas larva A. salina terendah terjadi pada konsentrasi 3,9
pg/mL (20%) dan tertinggi pada konsentrasi 1.000 pg/mL
(100 %), seperti ditampilkan pada Gambar 6. Hal ini menun-
jukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka se-
makin tinggi pula persentase kematian larva A. salina. Uji
toksisitas menggunakan BSLT menunjukkan bahwa keem-
pat ekstrak jamur memiliki aktivitas toksik terhadap larva A.
salina. Selanjutnya, nilai LCsy keempat ekstrak tersebut di-
tunjukkan pada Tabel 1.

3.6 Analisis Profil Kandungan Metabolit Sekunder
Dengan Metode KLT

Analisis profil metabolit sekunder menggunakan KLT me-
nunjukkan bahwa masing-masing ekstrak mengandung sen-
yawa berbeda yang tergolong dalam alkaloid, flavonoid, ter-
penoid, triterpenoid, dan polifenol. Pada profil kromatogram
(Gambar 7), ekstrak metanol A. niger, A. nomiae, P. steckii
dan P. citrinum menunjukkan masing-masing 12, 11, 10 dan
9 bercak pada pengamatan di bawah UV 254, 366 nm dan

44



JURNAL FARMASI UDAYANA | pISSN: 2301-7716; eISSN: 2622-4607 | VOL. 14, NO. 1, 2025 2

https://doi.org/10.24843/JFU.2025.v14.i01.p08

Jurnal Farmast Udayana

Gambar 2: Morfologi isolat jamur A. nomiae SP 1-1-1 pada media PDA dengan perbesaran 10x (d, e, f, g), 40x (c), dan 100x (h).
Keterangan: (a) koloni tampak depan jamur A. nomiae SP 1-1-1, (b) koloni tampak belakang jamur A. nomiae SP 1-1-1, (c) vesikel, (d)
fialid, (e, f) konidiofor, (g) konidia, dan (h) foor cell.

Gambar 3: Morfologi isolat jamur P. steckii SP 1-1-2 pada media PDA dengan perbesaran 40x (e, f, g) dan 100x (c, d). Keterangan: (a)
koloni tampak depan jamur P. steckii SP 1-1-2, (b) koloni tampak belakang jamur P. steckii SP 1-1-2, (c) metula, (d) konidiofor, (e)
miselium, (f) fialid, dan (g) foot cell.

setelah derivatisasi. Derivatisasi menggunakan reagen CAM,
Dragendorff, Sitroborat, Liebermann-Burchard, dan FeCl;
memperlihatkan warna bercak khas untuk masing-masing
golongan senyawa.

Hasil analisis menunjukkan, alkaloid hanya terdeteksi pa-
da ekstrak P. citrinum dengan nilai Rf 0,56 dan 0,68. Fla-
vonoid dan terpenoid terdeteksi pada keempat ekstrak di-
tandai munculnya bercak kuning dan biru-kehijauan sete-
lah plat KLT diderivatisasi dengan pereaksi sitroborat dan
Liebermann-Burchard. Golongan polifenol terdeteksi pada
Rf 0,14 (ekstrak A. nomiae); 0,05; 0,67; 0,77; dan 0,88 (eks-
trak A. niger).
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4. PEMBAHASAN
4.1 Kultur Isolat Jamur Laut

Kultur ulang (re-kultur) merupakan proses peremajaan
atau pemurnian kembali strain jamur yang bertujuan untuk
memastikan viabilitas dan kemurniannya. Proses re-kultur
jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger dilaku-
kan secara aseptis untuk menghindari kontaminasi mikroor-
ganisme bakteri yang tumbuh pada media. Jika terjadi kon-
taminasi bakteri pada kultur jamur, maka isolat jamur harus
dimurnikan dengan melakukan re-kultur ke media baru yang
mengandung antibiotik (Kjer et al., 2010).

4.2 Pengamatan Morfologi Isolat Jamur

Pengamatan morfologi isolat jamur dilakukan secara ma-
kroskopis dan mikroskopis untuk memperoleh karakteristik
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Gambar 4: Morfologi isolat jamur P, citrinum SP 1-2-4-1 pada media PDA dengan perbesaran 40x (d, e) dan 100x (c, f, g). Keterangan:
(a) koloni tampak depan jamur P. citrinum SP 1-2-4-1, (b) koloni tampak belakang jamur P. citrinum SP 1-2-4-1, (c) metula, (d)
konidiofor, (e) miselium, (f) fialid, dan (g) foot cell.

Gambar 5: Morfologi isolat jamur A. niger SP 1-2-4-2 pada media PDA dengan perbesaran 40x (d, e, f, g) dan 100x (c). Keterangan: (a)
koloni tampak depan jamur A. niger SP 1-2-4-2, (b) koloni tampak belakang jamur A. niger SP 1-2-4-2, (c—e) konidiofor, (f) konidia, dan
(g) vesikel.

yang lebih komprehensif. Secara makroskopis diamati war-
na, bentuk, dan tekstur koloni pada media PDA, sedangkan
secara mikroskopis diamati struktur hifa dan spora dengan
bantuan pewarna methylene blue untuk meningkatkan visi-
bilitas. Berdasarkan hasil pengamatan morfologi mikrosko-
pis dan makroskopis isolat jamur A. nomiae dan A. niger
menunjukkan struktur konidiofor yang berakhir dengan ve-
sikel terminal, yang mana tersusun atas fialid secara radial
dan menghasilkan konidia dalam bentuk rantai. Karakteris-
tik ini mengarah kuat pada genus Aspergillus. Isolat P. stec-
kii dan P. citrinum menunjukkan konidiofor yang bercabang
secara khas seperti sikat, terdiri dari metula yang membawa
fialid, dan konidia yang terbentuk dalam rantai panjang. Ciri
ini mengarah kuat pada genus Aspergillus.
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4.3 Kultivasi Isolat Jamur pada Media Beras

Isolat jamur A. nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. ni-
ger dikultivasi pada media beras untuk memperoleh ekstrak
dalam jumlah yang cukup. Bahan alternatif yang digunakan
sebagai sumber energi untuk pertumbuhan jamur dapat ber-
sumber dari karbohidrat, seperti beras. Media beras diguna-
kan sebagai media dalam proses kultivasi karena mengan-
dung nutrisi yang kompleks seperti karbohidrat, protein, vi-
tamin, mineral, nitrogen, dan air yang dibutuhkan dalam per-
tumbuhan jamur dan produksi metabolit sekunder. Produksi
metabolit sekunder dikarenakan adanya interaksi antara nu-
trisi kompleks dalam beras dan aktivitas enzimatik dari jamur
(Bastian et al., 2023).
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Gambar 6: Persentase Rata-Rata Kematian Larva Artemia salina pada Setiap Konsentrasi yang Diuji dari Seluruh Ekstrak Jamur yang
Diisolasi dari Spons Phyllospongia foliascens

4.4 Ekstraksi Metabolit Sekunder Isolat Jamur Laut

Proses pemisahan senyawa metabolit sekunder melalui
ekstraksi cair-cair memanfaatkan perbedaan kepolaran pe-
larut. Senyawa dengan sifat polar akan lebih mudah larut
dalam pelarut polar seperti metanol-air, sedangkan senyawa
non-polar cenderung larut dalam pelarut non-polar seperti
n-heksan (Mirwan, 2013). Prinsip ini memungkinkan pemi-
sahan fraksi senyawa efektif dari ekstraksi etil asetat yang di-
peroleh setelah tahap maserasi dan pemekatan. Variasi massa
ekstrak metanol yang dihasilkan dari masing-masing isolat
jamur (A. nomiae 0,41; P. steckii 1,64; P. citrinum 1,26; dan
A. niger 1,03 g) mengindikasikan adanya perbedaan kemam-
puan pada setiap spesies jamur dalam menghasilkan senya-
wa polar. Perbedaan ini dapat dipengaruhi oleh faktor genetik
masing-masing isolat maupun kondisi fermentasi yang mem-
pengaruhi jalur biosintesis metabolit sekunder.

4.5 Pengujian Toksisitas Dengan Metode Brine Sh-
rimp Lethality Test (BSLT)

Uji toksisitas dilakukan dengan metode BSLT yang me-
rupakan skrining awal untuk mengetahui potensi sitotoksisi-
tas bahan uji. Metode ini tergolong sederhana, singkat, tidak
memerlukan teknik aseptis, menggunakan sampel uji dalam
jumlah kecil, hasil yang representatif serta tidak memerlukan
peralatan yang kompleks. Larva A. salina digunakan dalam
uji BSLT karena memiliki kesamaan sistem enzim (DNA-
dependent RNA polymerase dan oubaine sensitive ATPase)
dengan mamalia.

Menururt Meyer et al. (1982) terdapat tiga kategori toksisi-
tas yakni LCsp <30 pg/mL termasuk kategori sangat toksik,
LCsg 30-1000 pg/mL toksik, dan LCsy >1000 pug/mL tidak
toksik. Berdasarkan nilai LCsq yang diperoleh, ekstrak me-
tanol A. niger tergolong ke dalam kategori sangat toksik ka-
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rena nilai LCs¢ <30 pg/mL, sedangkan ekstrak A. nomiae, P.
steckii dan P. citrinum masuk ke dalam kategori toksik, ka-
rena nilainya berada di rentang LCsy 30-1000 pg/mL. Hasil
pengujian ini mengindikasikan bahwa keempat spesies jamur
ini menunjukkan toksisitas terhadap larva A. salina serta ber-
potensi sebagai sumber senyawa bioaktif khususnya dalam
pengembangan antikanker.

Senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavo-
noid, polifenol, terpenoid dan triterpenoid dilaporkan dapat
menghambat pertumbuhan dan proliferasi sel kanker pada
studi sebelumnya. Alkaloid bekerja dengan menghambat si-
klus pembelahan sel dan menginduksi apoptosis melalui ja-
lur intrisik mitokondria, yaitu dengan meningkatkan ekspresi
protein pro-apoptotik dan menurunkan protein anti-apoptotik
(Fulda and Debatin, 2006). Flavonoid berperan sebagai anti-
oksidan kuat, menghambat enzim topoismerase I dan II, serta
memodulasi jalur pensinyalan sel yang terlibat dalam regu-
lasi siklus sel dan apoptosis. Polifenol merupakan senyawa
metabolit sekunder dengan aktivitas antikanker yang ting-
gi, bekerja dengan menghambat siklus sel pada fase terten-
tu, seperti G1 atau G2/M, melalui penekanan ekspresi pro-
tein siklin, serta memodulasi jalur pensinyalan yang menga-
tur proliferasi dan kelangsungan hidup sel kanker (Scalbert
et al., 2005). Terpenoid dan triterpenoid, yang banyak dite-
mukan pada jamur laut, juga memiliki aktivitas antikanker
dengan cara menghambat transisi fase G1 ke S melalui pene-
kanan ekspresi protein siklin dan CDK. Selain itu, keduanya
dapat menginduksi apoptosis melalui jalur mitokondria den-
gan meningkatkan ekspresi protein pro-apoptotik dan aktivi-
tas caspase-3 serta caspase-9, sambil menekan protein anti-
apoptotik (Wagner and Elmadfa, 2003; Liggett et al., 2014).

Selain aktivitas toksiknya, tiga dari empat isolat jamur ini
juga memiliki aktivitas biologis lainnya seperti antimikroba
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Gambar 7: Profil KLT ekstrak metanol jamur Aspergillus nomiae SP 1-1-1 (a), Penicillium steckii SP 1-1-2 (b), Penicillium citrinum SP
1-2-4-1 (c¢), dan Aspergillus niger SP 1-2-4-2 (d) dari spons Phyllospongia foliascens sebelum dan setelah derivatisasi. Keterangan: (A)
deteksi cahaya tampak sebelum derivatisasi, (B) deteksi UV 254 nm sebelum derivatisasi, (C) deteksi UV 366 nm sebelum derivatisasi,

(D) deteksi cahaya tampak setelah derivatisasi dengan CAM, (E) deteksi cahaya tampak setelah derivatisasi dengan Dragendorft, (F)
deteksi UV 366 nm setelah derivatisasi dengan sitroborat, (G) deteksi cahaya tampak setelah derivatisasi dengan sitroborat, (H) deteksi
UV 366 nm setelah derivatisasi dengan Liebermann—Burchard, (I) deteksi cahaya tampak setelah derivatisasi dengan
Liebermann—Burchard, dan (J) deteksi cahaya tampak setelah derivatisasi dengan FeCls.

TABEL 1: NILAI LCs5y EKSTRAK METANOL HASIL
FERMENTASI JAMUR YANG DIISOLASI DARI P. FOLIASCENS
PADA UJI TOKSISITAS DENGAN METODE BSLT (N = 3)

Ekstrak Jamur  Nilai LCsq (rata-rata£SD)
A. nomiae 68,47 + 7,12
P. steckii 83,43 + 7,04
P. citrinum 85,04 £+ 6,60
A. niger 12,20 + 2,85

seperti dilaporkan pada penelitian sebelumnya (Putra et al.,
2025). Ekstrak metanol dari A. nomiae dan P. steckii memi-
liki aktivitas antibakteri terhadap MRSA, sedangkan ekstrak
dari P. citrinum aktif terhadap bakteri Streptococcus mutans
dan jamur Candida albicans.

4.6 Analisis Profil Kandungan Metabolit Sekunder
Dengan Metode KLT

Analisis profil kandungan kimia ekstrak metanol isolat
jamur dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Penggunaan metode ini bertujuan untuk menganali-
sis secara kualitatif kandungan senyawa metabolit sekunder
yang terdapat dalam ekstrak (Singh and Kumar, 2023). Per-
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bedaan pola bercak antar ekstrak menunjukkan variasi golon-
gan metabolit sekunder yang terdapat dalam masing-masing
ekstrak. Warna bercak jingga setelah disemprot reagen Dra-
gendorff mengindikasikan keberadaan alkaloid, sedangkan
warna biru kehijauan dengan pereaksi Liebermann-Burchard
menunjukkan adanya terpenoid. Bercak kuning dengan pe-
reaksi sitroborat mengindikasikan flavonoid, sedangkan ber-
cak gelap dengan pereaksi FeCl; mengindikasikan kebera-
daan polifenol.

Menariknya, ekstrak metanol dari fermentasi A. niger me-
nunjukkan jumlah bercak terbanyak dan terdeteksi dari go-
longan flavonoid, terpenoid, dan polifenol. Hal ini sejalan
dengan hasil uji BSLT yang menunjukkan toksisitas terting-
gi pada ekstrak tersebut, sehingga terdapat kemungkinan hu-
bungan antara keanekaragaman senyawa bioaktif dengan ak-
tivitas toksisitas yang dihasilkan.

5. KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol jamur
A. nomiae, P, steckii, dan P, citrinum yang diisolasi dari spons
P. foliascens memiliki aktivitas toksik terhadap larva A. sa-
lina berdasarkan hasil uji toksisitas dengan metode BSLT.
Hasil uji toksisitas menunjukkan nilai LCsq dari ekstrak A.
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nomiae, P. steckii, P. citrinum dan A. niger berturut-turut se-
besar 68,47; 83,43; 85,04 dan 12,20 ug/mL. Keempat spe-
sies jamur ini berpotensi sebagai sumber senyawa bioaktif
khususnya dalam pengembangan agen antikanker. Hasil ana-
lisis KLT menunjukkan masing-masing ekstrak mengandung
metabolit sekunder yang termasuk dalam golongan alkaloid,
flavonoid, terpenoid, triterpenoid, dan polifenol. Pengujian
lanjut ekstrak tersebut untuk mengevaluasi sitotoksisitasnya
pada sel kanker potensial dilakukan untuk menggali poten-
sinya sebagai antikanker. Dengan demikian, eksplorasi sum-
ber daya hayati laut, khususnya jamur yang berasosiasi den-
gan spons, dapat menjadi langkah penting pada penemuan
senyawa bioaktif baru yang memiliki manfaat medis.
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