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I. PENDAHULUAN
Latar Belakang

Keanekaragaman hayati laut di Indonesia cukup tinggi dan memiliki potensi penting
dalam perekonomian negara (Supriharyono, 2000).  Para peneliti berupaya untuk
mendapatkan berbagai bahan hayati dalam bentuk senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan
bagi kehidupan manusia. Substansi bioaktif dari biota laut antara lain: antimikroba, antifungi,
antivirus, antihypocholesterolemia, antitumor, antifouling, antifeedant dan analgesik
(Faulkner, 1992; Satari, 1998)

Karang lunak merupakan salah satu jenis biota laut dari daerah terumbu karang, dan
memiliki nilai farmakologis yang tinggi (Honda dalam Sammarco dan Coll, 1988). Menurut
La Barre dkk. (1986), karang lunak memiliki senyawa kimia untuk antipredasi dan kompetisi
ruang. Selain sebagai sumber protein, karbohidrat terutama lemak yang potensial, karang
lunak mengandung substansi yang bersifat toksik (Coll et all. 1982; Scheuer, 1978).
Dimpudus (1997) mengamati adanya aktivitas sitotoksik dari ekstrak karang lunak. Kapojos
dkk. (2008) telah mendapatkan tiga senyawa baru golongan terpen dari karang lunak Nephtea
sp yang memiliki aktivitas sitotoksik bagi sel hamster. Telaah aktivitas sitotoksik, sitostatik
dan antibakteri dari karang lunak merupakan langkah awal dalam pencarian obat baru yang
digunakan dalam bidang farmakologis kelautan

Pencarian subtansi bioaktif dari karang lunak marak dilakukan dan berhasil
mengisolasi senyawa terpen yang bermanfaat sebagai senyawa antitumor mampu

menghambat pertumbuhan dan pembelahan sel dan diduga kuat sebagai senyawa toksik.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yakni :

1. Untuk mendeteksi apakah ekstrak karang lunak Nephtea sp memiliki substansi
sitotoksik dan antibakteri.

2. Untuk mendapatkan fraksi terunggul dengan aktivitas sitotoksik dan sitostatik.
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Il. TINJAUAN PUSTAKA
A. Karang Lunak Nephtea sp

Karang lunak merupakan organisme laut bentik yang sifatnya sesil dan hidup
berkoloni. Pembiakan karang lunak secara seksual terjadi melalui penyatuan gamet jantan
dan betina untuk membentuk larva bersilia yang disebut planula. Planula akan menyebar dan
menempel pada substrat keras dan tumbuh menjadi polip yang akan melakukan pembiakan
aseksual, sehingga terbentuk polip-polip baru yang saling menempel sehingga terbentuk
koloni yang besar (La Barre dkk, 1986). Tursch dkk (1978) dan Kozloff (1990) setiap polip
karang lunak berkulit ganda. Kulit luar (epidermis) dan kulit dalam (gastrodermis) terdapat
zooxantellae yang hidup bersimbiosis.

Tursch dkk (1978) menyatakan senyawa yang digunakan untuk proteksi diri, sebagian
merupakan senyawa terpenoid. Sekitar 50 % senyawa ini bersifat racun. Kandungan

terpenoid dari karang lunak berkisar 3 - 5 % dari berat koloni.

B. Sitotoksik, Sitostatik dan Antibakteri
1. Sitotoksik

Sitotoksik dapat diartikan racun terhadap sel. Senyawa yang bersifat sitotoksik adalah
senyawa yang meracuni sel atau menyebabkan kerusakan sel. Kerusakan sel oleh sitotoksik
misalnya sitolisis (penguraian sel) berdampak pada rusaknya dinding atau membran sel.

Duh dkk (1998) berhasil mengisolasi senyawa terpen dari beberapa karang lunak
sebagai senyawa antitumor. Choi (1997) berhasil mengisolasi senyawa sitotoksik dari karang

lunak Sinularia sp dan Nephtea erecta.

2.Sitostatik

Sitostatik merupakan senyawa yang mempunyai efek menghentikan atau menghambat
pembelahan sel. Penghambatan dari pembelahan sel merupakan suatu pengukuran aktivitas
sitostatik dari senyawa kimia.  Senyawa Kkimia sitostatik seperti vinblastine dan
podophyllotoxin dapat menghambat pembelahan sel telur dalam fertilisasi bulu babi (Rahman
dkk, 2001). Beberapa agen sitostatik seperti rhizoxin, ansamitocin P-3 dan griseofulvin
menunjukkan efek pengeritingan pada miselia jamur. Kobayashi dkk, (2006) beberapa jamur

laut memiliki senyawa sitostatik terhadap perkembangan jamur Pyricularia oryzae.
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3. Antibakteri

Antibakteri adalah substansi yang dapat menghambat pertumbuhan (bakteriostatik)
atau membunuh bakteri (bakterisidal) (Gan, dkk, 1980). Gan, dkk., (1980), pengaruh yang
ditimbulkan oleh bakteriostatik dan bakterisidal antara lain: 1). mengganggu metabolisme sel
mikroba, 2). menghambat sintesis dinding sel mikroba, 3). merusak keutuhan membran sel
mikroba, 4). menghambat sintesis protein sel mikroba dan 5). menghambat sintesis atau
merusak asam nukleat sel mikroba.

Beberapa senyawa antibakteri yang berasal dari sponge antara lain : psammaplin yang
dari sponge Psammaplysilla purea (Faulkner, 1992). Senyawa phloeodictines A dan B yang
menunjukkan aktivitas antibakteri dari sponge Phloeodictyon sp, sponge Theonella sp yang
mempunyai senyawa theoneberine juga mempunyai aktivitas antibakteri dan senyawa
dragmacidin d dari sponge Spongosorites sp (Faulkner, 1993). Senyawa leucettamols A dan
B dari sponge Leucetta microrphis (Faulkner, 1995). Faulkner (1998) melaporkan senyawa

stormiades A — D yang diisolasi dari sponge Cliona sp. memilki aktivitas antimikroba.

I11. METODOLOGI PENELITIAN

A. Pengambilan Sampel Karang Lunak

Karang lunak Nephtea sp diambil dari perairan Malalayang menggunakan Snorkel.
Sampel yang diabil dibersihkan dan dipotret, selanjutnya sampel dimasukkan ke dalam
kantong dan dibawa ke Laboratorium Kimia Bahan Hayati Laut Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan Universitas Sam Ratulangi untuk diekstraksi. Sebagian sampel dimasukkan dalam
lemari pendingin dengan tujuan untuk keperluan identifikasi.

B. Ekstraksi Karang Lunak

Karang lunak dipotong dadu dan direndam dalam etanol 95% selama 24 jam, kemudian
sampel disaring sehingga didapat debris dan filtrat. Debris direndam ulang dan hal ini
dilakukan hingga tiga kali, selanjutnya filtrat dikumpulkan dan saring. Hasil saringan
dievaporasi dengan menggunakan vakum rotari evaporator, selanjutnya di ekstrak etanolik

karang lunak Nepthea sp dipartisi berdasarkan polaritas untuk mendapatkan fraksi etil asetat,
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heksan dan butanol. Selanjutnya fraksi yang menunjukkan aktivitas terbaik di murnikan lewat
KLT dan kolom kromatografi..

C. Pengujian Aktivitas Sitotoksik

Ekstrak etanolik fraksi heksan, etil asetat dan butanol diuji aktivitas sitotoksiknya
terhadap pertumbuhan sel bulu babi Tripneustes gratilla yang telah mengalami fertilisasi
buatan, diuji aktivitas sitotoksiknya pada konsentrasi 10 dan 100 ppm untuk ekstrak kasar,
sedangkan ekstrak partisi pada 50 dan 10 ppm. Pengamatan dilakukan melalui mikroskop
binokuler perbesaran 10 kali setelah sebagian besar sel telur bulu babi mengalami pembelahan

kedua dengan menghitung jumlah sel yang membelah dan yang tidak membelah dari 100sel.

D. Pengujian Aktivitas Sitostatik

1. Pengujian Sitostatik

Pengujian aktivitas sitotostatik dilakukan terhadap konidia Fusarium sp yang telah
disiapkan. Mula-mula 50 pl air steril dimasukkan ke semua sumur (A-H) mikrotiter plate
kemudian 50 pl ekstrak uji konsentrasi 100 ppm ditambahkan pada sumur A. Suspensi ini
dicampur kemudian diambil 50 pl dan dimasukkan ke dalam sumur B. Prosedur ini diulangi
sampai pada sumur H dari kolom yang sama, sehingga konsentrasi ekstrak dari sumur A-H
yaitu : 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4 ul. Selanjutnya semua sumur dimasukkan suspensi
konidia jamur lalu diinkubasi pada suhu 27°C selama 16 jam. Pertumbuhan miselia
diamati melalui mikroskop pada jam ke-10, 14 dan 16. Kontrol positif digunakan Rhizoxin
dan air steril sebagai kontrol negatif. Hal-hal yang diamati yaitu: perubahan bentuk miselia d
seperti : mengeriting (sitostatik), membengkak, penghambatan pertumbuhan konidia serta
adanya perubahan fisik yang mencolok (adanya manik-manik) maka ekstrak ini

menunjukkan aktivitas antifungal.

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. ldentifikasi Karang Lunak

Sampel karang lunak dari perairan Malalayang dengan berat 1 kg. Identifikasi karang
lunak berdasarkan Allen dan Steene (2002) serta Mamuaya (2005). Jenis karang lunak yang
teridentifikasi adalah Nephtea sp seperti terlihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Karang lunak Nephtea sp
B. Pendeteksian Senyawa Bioaktif.
Proses penelusuran senyawa bioaktif karang lunak Nephtea sp dilakukan dalam
penelitian ini melalui 3 tahap yaitu ekstrak etanolik, fraksi dari partisi dan fraksi dari kolom

kromatografi. Berat sampel karang lunak 1 kg diperoleh 32 g ekstrak etanolik, 0,78 g fraksi
heksan, fraksi etil asetat dan butanol diperoleh 0,0156 g dan 1,2819 g.

a. Penqujian aktivitas sitotoksik dari ekstrak etanolik karang lunak Nephtea sp.

Pada pendeteksian perkembangan awal sel (Gambar 2C), sel berkembang sampai jam
ke 48. Pada konsentrasi ekstrak 10 dan 100 ppm (Gambar 2A dan 2B) memperlihatkan
adanya aktivitas positif terhadap perkembangan awal embrio bulu babi. Karena sampai jam ke

48 sel-sel uji tidak mengalami perkembangan.

b. Penqujian aktivitas antibakteri dari ekstrak etanolik karang lunak Nephtea sp.

Hasil pengujian dari ekstrak etanolik, fraksi larut etil asetat dan fraksi heksan dengan
masing-masing konsentrasi 0,01 mg/ml dan 1 mg/ml menunjukkan tidak adanya aktivitas
antibakteri dengan tak terbentuknya zona hambat terhadap Staphylococcus aureus maupun
Escherichia coli. Kontrol positif tetrasiklin dengan konsentrasi 0,01 mg/ml digunakan untuk

bakteri Staphylococcus aureus dan ampisilin dengan konsentrasi 0,01 mg/ml.
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Gambar 2. Presentase perkembangan awal embrio bulu babi dengan
perlakuan ekstrak etanolik karang lunak Nepthea sp

2. Aktivitas fraksi heksan, etil asetat dan butanol

Gambar 3 memperlihatkan aktivitas masing-masing fraksi. Fraksi heksan pada
konsentrasi 10 dan 50 ppm menunjukkan aktivitas sitotoksik terunggul terhadap sel bulu babi.
Pengamatan A dilakukan pada saat sel kontrol sudah lebih dari 50 % terjadi pembelahan 2

dan pengamatan B saat sel sudah mencapai lebih dari 50 % mengalami pembelahan 8.
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Gambar 3. Presentase perkembangan awal embrio bulu babi dengan perlakuan
ekstrak karang lunak Nepthea sp telah dipartisi

3. Aktivitas Fraksi Kolom Kromatografi

Ekstrak larut heksan yang dimurnikan lewat di kolom kromatografi diperoleh
sembilan fraksi. Berat masing-masing fraksi sebagai berikut : F1 49,8 mg, F2 11,4 mg, F3 8,9
mg, F4 5,3 mg F5 6,6 mg, F6 5,2 mg, F7 12,3 mg, F8 16,9 mg, F92,9 mg. Semua fraksi yang
diperoleh diuji aktivitas biologis ke sel telur bulu babi Tripneustes gratilla. Fraksi pertama
memberikan dampak tertinggi.

Dalam Gambar 4 dapat dilihat presentase pengaruh ekstrak dari kesembilan fraksi.
Kontrol A, SC1F1 A, SC1F2 A, SC1F3 A, SC1F4 A, SC1F5 A, SC1F6 A, SC1F7 A, SC1F8
A dan SC1F8 A (Kelompok A) merupakan pengamatan awal yang dilakukan pada saat
pembelahan dua sel pada kontrol sudah mencapai lebih dari 50 % mengalami pembelahan 2

setelah sel mencapai lebih dari 50% mengalami pembelahan 8, dilakukan pengambilan data

16



untuk Kontrol B, SC1F1 B, SC1F2 B, SC1F3 B, SC1F4 B, SC1F5 B, SC1F6 B, SC1F7 B,
SC1F8 B dan SC1F9 B.

Pada pengamatan awal saat kontrol telah mencapai lebih dari 50 % sel pembelahan 2.
Fraksi pertama (F1) terlihat terunggul dari fraksi lainnya. Pada konsentrasi 10 ppm sel uji
tidak mengalami perkembangan, dibanding kontrol lebih dari 50 % telah mencapai
pembelahan 8. Pengamatan secara visual, tidak terjadi kerusakan pada membran sel bulu
babi. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak F1 tidak merusak membran sel, kemungkinan

kinerja ekstrak terjadi di internal sel.

Perkembangan sel (%)
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Ket : A. Grafik 10 ppm (pengamatan 2 sel), B. Grafik 50 ppm (pengamatan 8 sel).
Gambar 4. Presentase perkembangan awal embrio bulu babi dengan perlakuan
ekstrak karang lunak Nepthea sp telah dikolom kromatografi

Untuk lebih mengoptimalkan pendeteksian senyawa bioaktif pada Nephtea sp
dilakukan kolom kromatografi tahap kedua. Sebelum masuk ke kolom kromatografi tahap

kedua dilakukan kromatografi lapis tipis untuk menentukan komposisi pelarut yang akan
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digunakan. Perbandingan pelarut yang diperoleh dari proses ini yaitu H,0 : MeOH =1 : 3.
Pada kolom kromatografi kedua ini, dihasilkan tiga fraksi. Setiap fraksi diuji aktivitas
biologisnya terhadap jamur Fusarium sp.

Tabel 2 menunjukkan data pengujian terhadap jamur Fusarium sp. Pengujian ini
menggunakan kontrol negatif (air), kontrol positif (Rhizoxin 20 mg/ml), F1 (100 mg/L), F2
(100 mg/L) dan F3 (100 mg/L) yang diamati perkembangan konidianya pada jam ke 16.
Gambar 17 menunjukkan kinerja masing-masing perlakuan. Berdasarkan pengujian yang
pernah dilakukan Kobayasi dkk (2006), fraksi 1, 2 dan 3 memiliki aktivitas yang sama seperti
Bleomycin sulfat yang memiliki kategori sitostatik. Bleomycin sulfat berperan dalam
merusak dan menyebabkan tidak normalnya DNA sehingga jamur uji mengalami perubahan
pertumbuhan. Pada gambar kontrol + (Rhizoxin 5 pg/ml) perkembangan hifa jamur hanya
terjadi pada satu bagian saja. Selain itu, perkembangan hifanya mengalami perhambatan dan
terjadi pengeritingan. Fraksi 1 pada konsentrasi 3,2 ug mengalami hal yang sama seperti pada
dengan kontrol positif.

Pada Tabel 2 terlihat bahwa konsentrasi ekstrak 50 ul dan 25 pL dari F1 dan F2,
sangat tinggi sehingga hifa jamur tidak bertumbuh.. Pada konsentrasi 12,5 pl nampak adanya

pertumbuhan hifa, tapi mengalami penghambatan.

Tabel 2. Pengujian Terhadap Jamur

Konsentas Konsentras F1 F2 F3 | Rhizoxin | Kontrol
50 pl 10 pl X4+ X X A -G°
25 4l 5l X+ X AYS AYeS -

125l * 25wl AW A | A i\
6.3 ul 1.25 pl A A - A
3.2l 10 l JAYS iy A
16l 031 pl A I A
0.8 i 0.16 i i -
0.4 ul 0.08 i

Ket: G"=Ditunjukkan dalam Gambar 17
X = Konsentrasi Tinggi

£\ = Konsentrasi Tepat
- = Konsentrasi Rendah
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Menurut Miftachul (2008) terapi kanker saat ini berbasis pada perusakan DNA kanker.
Pada Gambar 18.A terlihat hifa jamur mengalami pengeritingan. Menurut Kobayashi dkk
(2006) pengeritingan ini terjadi karena ada gangguan terhadap DNA sel jamur, sehingga
terjadi perubahan fisik pertumbuhan hifanya.

Pengaruh ekstrak karang lunak ini  disebut sitostatik yaitu menghentikan atau
menghambat siklus sel. Hal ini sesuai dengan peryataan dari Miftachul (2008), bahwa proses
sitostatik hanya terjadi pada sel yang sedang membelah dan tidak berpengaruh pada sel yang
tidak sedang membelah. Aplikasinya terhadap sel kanker yaitu, di mana ekstrak hanya
bereaksi pada sel yang terus menerus membelah, khususnya sel kanker. Sehingga, hal ini
tidak akan mempengaruhi sel-sel lainnya yang normal. Sifat kerja ekstrak seperti ini akan
memberi informasi dalam pengobatan antitumor dengan obat kemoterapi yang selama ini

Kinerjanya sering merusak pembelahan sel normal.
V. KESIMPULAN DAN SARAN

Setelah dilakukan serangkaian pengujian maka dapat disimpulkan bahwa :
1. Ekstrak karang lunak Nephtea sp memiliki substansi sitotoksik pada sel telur bulu babi
dan sitostatik pada jamur Fusarium sp. Tetapi tidak memiliki aktivitas anti bakteri.
2. Fraksi heksan memiliki aktivitas senyawa sitotoksik dan sitostatik yang unggul dari
fraksi-fraksi yang lain.
Dengan demikian disarankan :
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memperjelas mekanisme kerja sitotoksik dan
sitostatik dari ekstrak karang lunak Nephtea sp terhadap biota uji.
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2. Senyawa aktif dalam fraksi heksan dari karang lunak Nephtea sp dapat dimurnikan
melalui HPLC dan NMR sehingga diperoleh struktur kimianya guna keperluan sintesis

dan produksi massal.
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