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Abstrak

Teripang dapat ditemukan di perairan Indonesia. Teripang diketahui memiliki zat yang
salah satunya berfungsi sebagai antijamur. Penyakit infeksi pada manusia yang
disebabkan oleh jamur Candida albicans di Indonesia masih relatif tinggi dan obat
antijamur relatif lebih sedikit dibandingkan dengan antibakteri. Pengobatan terhadap C.
albicans secara kimia dapat menimbulkan resistensi dan efek samping. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh penggunaan pelarut dan konsentrasi yang berbeda
dari ekstrak Holothuria scabra terhadap C. albicans serta mengetahui kandungan
senyawa bioaktif dalam H. scabra. Hasil penelitian didapatkan bahwa pelarut terbaik
untuk mengisolasi senyawa antijamur H. scabra adalah metanol. Konsentrasi ekstrak 5
mg/ml, 6 mg/ml,7 mg/ml menghasilkan zona hambat berturut-turut sebesar 5,1 + 0,56
mm; 8,42 + 0,71 mm; 10,1 + 0,59 mm. Hasil uji kandungan bioaktif memperlihatkan
bahwa ekstrak H. scabra mengandung senyawa alkaloid, saponin, steroid dan
triterpenoid. Ada indikasi potensi antijamur pada ekstrak H. scabra.

Kata kunci : H. scabra, antijamur, C. albicans, bioaktif

Abstract

Sea cucumbers are found in Indonesian oceans. Sea cucumbers have been known
containing substances as antifungal. Infection diseases in human caused by fungi, such as
Candida albicans, are still high and antifungal drugs are less than antibacterial drugs in
amount. Medical curing of Candidiasis chemically can use chemical agents. But they can
caused resistance and side effects. The purpose of this research is to know the influence
of different solvent and concentration usage of Holothuria scabra extract towards C.
albicans and to know the bioactive substances contained in H. scabra. The results
obtained from this research were: the best solvent to extract antifungal agents from H.
scabra is methanol. Extract concentration of 5 mg/ml, 6 mg/ml,7 mg/ml showed
inhibition zone continuously as high as 5,1 + 0,56 mm; 8,42 + 0,71 mm; 10,1 + 0,59 mm.
The results are significantly different (P < 0,01), different (0,01 < P < 0,05), and not
different (P > 0,05) for antifungal activity test. Bioactive substance test showed that
alkaloid, saponin, steroid, and triterpene were found in H. scabra. H. scabra extract
indicates potential activity as antifungal agent.
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1. Pendahuluan

Teripang merupakan salah satu anggota hewan berkulit duri
(Echinodermata). Menurut Dahuri (2005), Departemen Kelautan dan Perikanan
menjadikan bioteknologi kelautan sebagai program unggulan sejak tahun 2002.
Bioteknologi kelautan yang berkembang pesat bertujuan memanfaatkan biota laut,
dengan ekstraksi senyawa bioaktif sebagai obat-obatan.

Teripang pasir (Holothuria scabra) berpotensi menjadi sumber biofarma
baru melalui proses pemisahan senyawa aktif atau ekstraksi. Bordbar et al. (2011)
melaporkan bahwa ekstrak dari Holothuria scabra di Asia menunjukkan aktivitas
antimikroba, antibakteri, dan antijamur.

Candida adalah flora normal pada saluran pencernaan, selaput mukosa,
saluran pernafasan, vagina, uretra, kulit, dan di bawah kuku. C. albicans dapat
menjadi patogen dan menyebabkan infeksi seperti septikemia, endokarditis, atau
meningitis (Simatupang, 2008). Penyakit infeksi pada manusia yang disebabkan
oleh jamur di Indonesia masih relatif tinggi dan obat antijamur relatif lebih sedikit
dibandingkan dengan antibakteri, oleh karena itu perlu dilakukan pengembangan.
Pengobatan terhadap C. albicans dapat menggunakan antijamur berbahan kimia.
Namun dapat menimbulkan resistensi dan efek samping, karena itu perlu
dilakukan penelitian mengenai antijamur berbahan alami dari teripang pasir.

Antijamur alami dapat ditemukan dalam tubuh teripang. Ekstrak teripang
mengandung senyawa triterpen glikosida baru, bersama dengan 2 glikosida yang
telah dikenal yaitu holothurin A dan holohurin B telah diidentifikasi dari fraksi n
butanol. Senyawa holothurin B menunjukkan aktivitas antijamur yang lebih baik
melawan 20 isolat jamur secara in vitro. Holothuria scabra secara spesifik
mengandung sapogenin steroid, triterpen glikosida, dan holostan yang berfungsi
sebagai antibakteri, antimikroba, dan antijamur (Bordbar et al., 2011).

Penelitian mengenai teripang sebagai bioaktif di Indonesia masih perlu
dikembangkan bila dibandingkan dengan penelitian mancanegara. Penelitian
khasiat teripang di Indonesia antara lain sebagai penambah vitalitas (Nurjanah et
al., 2007), antibakteri (Aryantina 2002), mengobati rematik dan osteoarthtritis,
antiinflamasi, penyembuhan luka setelah operasi (Majalah Demersal, 2007).
Karena itu perlu lebih lagi dilakukan penelitian-penelitian mengenai khasiat
lainnya dari teripang, misalnya sebagai antijamur alami.

Kemudahan memperoleh ekstrak dari H. scabra menjadi salah satu faktor
pendukung dalam penelitian ini. Nasution (2010) menyebutkan bahwa hanya tiga
genus yang ditemukan di perairan pantai Indonesia. Ketiga genus tersebut adalah
Holothuria, Mulleria, Stichopus. Dari ketiga genus tersebut ditemukan sebanyak
23 spesies, salah satunya adalah H. scabra. Arlyza (2009) menulis, teripang yang
ditemukan di Indonesia dapat dikatakan jenis asli teripang Indonesia, sedikitnya
ada 26 jenis termasuk ordo Aspidochirotida atau Dendrochirotida. Bordbar et al.,
(2011) menambahkan, H. scabra atau yang memiliki nama lain sandfish tersebar
di Afrika, Laut Merah, Laut China Selatan, Samudera Pasifik bagian Selatan, Asia
Tenggara, dan Samudera Hindia.

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji isolasi dan kandungan bioaktif H.
scabra dengan pelarut yang berbeda, serta mengetahui aktivitas antijamur ekstrak
H. scabra dengan pelarut dan konsentrasi yang berbeda terhadap jamur C.
albicans.
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2. Bahan dan Metode Penelitian

Material:

Jamur uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah kultur murni jamur
Candida albicans yang diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan Semarang.
Media yang digunakan untuk isolasi, pertumbuhan jamur, dan pengujian aktivitas
antijamur adalah SDA (dekstrosa, pepton casein, agar bakteriologis) dan PDB
(kentang, glukosa). Selain itu, digunakan juga metanol, etil asetat, dan n heksan
sebagai kontrol negatif. Bahan untuk pengujian kandungan bioaktif adalah
Pereaksi Dragendorf, Pereaksi Mayer, CHCI; Lempeng Mg, Amyl alcohol, HCI
pekat, aguadest.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Solar Dryer, Labu
Erlenmeyer, Gelas ukur, Rotary evaporator, Labu Round bottom Flask,
Timbangan analitik, Pipet tetes, Mikropipet, Inkubator, Jarum ose, Pisau, Vial ,
Corong, Pengaduk, Tabung reaksi, Pisau, Refrigerator, Pinset, Cawan Petri, Jangka
sorong.

Metode

Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
experimental laboratories. Penelitian yang dilakukan dibagi menjadi dua tahap.
Penelitian tahap I, mengekstrak senyawa bioaktif Holothuria scabra, dan
mengidentifikasi pelarut terbaik untuk mengisolasi senyawa antijamur. Tahapan
dari proses ekstraksi adalah merendam H. scabra dalam air tawar selama 1 hari,
mencuci dan membersihkan isi perut H. scabra, memotong-motong daging H.
scabra kemudian dikeringkan menggunakan solar dryer. H. scabra kering
dimaserasi dengan 3 pelarut yang berbeda (metanol, etil asetat, n heksan) masing-
masing dengan perbandingan 1:4 selama 48 jam. Filtrat kemudian dievaporasi
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40°C. Uji aktivitas antijamur
menggunakan metode disc diffusion agar dengan konsentrasi ekstrak 3 mg/ml, 6
mg/ml, dan 9 mg/ml menggunakan pelarut yang berbeda dan dilakukan secara
triplo. Uji kontrol negatif menggunakan pelarut metanol, etil asetat, n heksan.
Inkubasi dilakukan selama 48 jam, zona hambat di sekitar paperdisc diukur
menggunakan jangka sorong setiap 24 jam.

Penelitian tahap 11, menguji aktivitas antijamur dari ekstrak H. scabra dari
pelarut dan konsentrasi terbaik yaitu metanol 6 mg/ml, maka dibuat 3 konsentrasi
dengan interval yang lebih kecil yaitu 5 mg/ml, 6 mg/ml, dan 7 mg/ml dalam
pelarut metanol. Inkubasi dilakukan selama 48 jam, zona hambat diukur
menggunakan jangka sorong setiap 24 jam. Uji kandungan bioaktif mengacu pada
metode skrining fitokimia yaitu menguji keberadaan senyawa alkaloid, flavonoid,
saponin, steroid, dan triterpen.
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3. Hasil dan Pembahasan

Ekstraksi Sampel

Teripang pasir (Holothuria scabra) diperoleh dari perairan utara Pantai
Jawa berbentuk bulat panjang dengan corak abu-abu kecoklatan dan memiliki
gurat-gurat berwarna hitam di bagian punggungnya. Bagian perut berwarna putih
dan di seluruh permukaan tubuhnya terdapat bintik-bintik kasar, bila disentuh
terasa seperti pasir. Setelah disiangi, diperoleh berat H. scabra bersih adalah
3.200 gram yang kemudian dipotong-potong kecil dan dikeringkan. Proses
pengeringan berlangsung selama 5 hari. Berat H. scabra kering 560 gram, berarti
rendemennya sebesar 17,5 %. Kenampakan fisik teripang pasir yang sudah kering
yaitu keras, kaku, kecoklatan, sedikit berbau amis, dan sedikit mengandung
lapisan kapur pada permukaan tubuhnya.
Tabel 1. Hasil Proses Ekstraksi H. scabra

Volume filtrat  Berat ekstrak

Pelarut Bentuk Warna Bau
(ml) (gr)
N heksan 2240 1,096 Cair Coklat agak tua ~ Amis
Etil 2240 0,832 Pasta Coklat tua Amis
asetat
Metanol 2240 2,786 Pasta Coklat tua Amis

H. scabra yang diekstrak dengan berbagai pelarut akan menghasilkan
senyawa sesuai dengan tingkat kepolarannya. Pada pelarut metanol akan
mengambil senyawa yang bersifat polar, etil asetat akan mengambil senyawa yang
bersifat semi polar dan heksan akan mengambil senyawa yang bersifat non polar
dari sampel. Penggunaan ketiga pelarut diatas dipilih untuk mendapatkan target
senyawa Yyang tepat sebagai antijamur. Seperti yang disebutkan Ernawati (2007),
bahwa metode ekstraksi tergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak.
Suatu senyawa menunjukkan kelarutan yang berbeda pada pelarut yang berbeda
kepolarannya. Pelarut semi polar misalnya etil asetat dapat menarik senyawa fenol
dan terpenoid, sedangkan pelarut polar seperti metanol dapat menarik senyawa
alkaloid kuartener, komponen fenolik, karotenoid, dan tannin. Riguera dalam
Ernawati (2007) menambahkan, senyawa yang dapat terikat pada pelarut metanol
adalah saponin, alkaloid, polyhidroksisteroid.

Filtrat hasil maserasi H. scabra dengan ketiga pelarut dievaporasi dengan
rotary evaporator. Prinsip rotary evaporator yaitu menguapkan pelarut dengan
merotasikan atau memutar labu sebagai wadah filtrat untuk memperoleh endapan
ekstrak. Suhu yang digunakan dalam penguapan ini adalah 40°C agar senyawa
bioaktif tidak rusak. Sesuai dengan pernyataan Harbourne (1987), bahwa
penggunaan rotavapor vakum untuk memekatkan larutan hasil ekstraksi dengan
volume yang kecil, sebaiknya menggunakan suhu 30-40°C.

Uji Aktivitas Antijamur

Hasil pengukuran zona hambat untuk kontrol negatif pelarut metanol, etil
asetat, dan n heksan terhadap C. albicans, terlihat bahwa diameter zona hambat
bernilai 0 cm, yang berarti bahwa ketiga pelarut tersebut tidak memiliki senyawa
antijamur sehingga tidak dapat menghambat pertumbuhan C. albicans.

Jumlah ekstrak yang paling banyak adalah hasil dari ekstraksi dengan
menggunakan metanol, hal ini menunjukkan bahwa sampel H. scabra lebih
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banyak mengandung senyawa polar. Hasil uji aktivitas antijamur tahap | disajikan

pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil uji tahap |

Zona hambat (mm)

Pelarut Inkubasi 3 mg/mi 6 mg/mi 9 mg/mi
N heksan 24 jam 0 0 0
48 jam 0 0 0
Etil asetat 24 jam 2,74+1,11 1,85+ 0,28 2,37 +0,45
48 jam 2,54 +1,20 0,93 +0,15 2,47 + 0,51
metanol 24 jam 3,43 + 0,38 10,23+ 0,64 5,23 +1,08
48 jam 1,07 +0,72 7,03+ 1,25 3,55+ 0,53
Keterangan:

- Data tersebut sudah dikurangi diameter paper disc sebesar 0,60 cm
- Data merupakan hasil rata-rata dari tiga kali ulangan + standar deviasi

Berdasarkan hasil penelitian tahap I, ekstrak n heksan H. scabra tidak
membentuk zona hambat, hal ini dapat disebabkan karena sifat n heksan
hidrofobik sehingga zat aktif yang dapat ditariknya juga bersifat hidrofobik.
Senyawa yang bersifat hidrofobik tidak dapat berdifusi ke media agar karena
penyusun media agar itu adalah air. Dalam pembuatan media SDA, bubuk SDA
dilarutkan dalam aquadest. Menurut Ernawati (2007), senyawa yang dapat ditarik
olen pelarut non polar misalnya heksana adalah hidrokarbon, asam lemak,
asetogenin, dan terpen.

Senyawa antijamur pada teripang diduga bersifat polar karena larut dalam
pelarut metanol, terbukti dari kemampuan ekstrak tersebut dalam menghambat
petumbuhan jamur di media SDA, seperti dalam penelitian Abraham (2002) yang
menggunakan pelarut polar untuk menguji aktivitas antijamur dan antibakteri dari
Holothuria, begitu juga dengan Thanh (2006) yang mengisolasi senyawa triterpen
dari teripang pasir di Vietnam menggunakan pelarut polar dan terbukti berfungsi
sebagai antijamur, antibakteri, dan agen sitotoksik.

Dari ketiga pelarut yang digunakan pada uji tahap | dapat dilihat bahwa
pelarut terbaik untuk mengekstrak zat antijamur adalah metanol dengan
konsentrasi 6 mg/ml karena menghasilkan zona hambat terbesar, baik inkubasi 24
maupun 48 jam. Sehingga penelitian tahap 1l menggunakan pelarut metanol
dengan konsentrasi 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml dan hasilnya tersaji pada Tabel 3
Tabel 3. Hasil uji tahap Il dengan pelarut metanol

Zona hambat (mm)

Inkubasi

5 mg/ml 6 mg/ml 7 mg/ml
24 jam 51+0,56 8,42+0,71 10,1+0,59
48 jam 3,5+0,52 7,71+ 0,53 8,9+ 0,60

Terjadi penurunan zona hambat antara jam ke-24 dan jam ke-48, yang
berarti ekstrak H. scabra bersifat fungistatik atau menghambat pertumbuhan
jamur. Hal ini sesuai hasil penelitian Kaswandi et al. (2000) yang membuktikan
ekstrak murni teripang dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Rahmah dan
Aditya (2010) menambahkan, senyawa yang bersifat fungistatik misalnya
senyawa fenolik dapat mendenaturasi protein, yaitu kerusakan struktur tersier
protein sehingga protein kehilangan sifat-sifat aslinya. Terdenaturasinya protein
dinding C. albicans akan menyebabkan kerapuhan pada dinding sel tersebut
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sehingga mudah ditembus zat aktif lainnya yang bersifat fungistatik. Jika protein
yang terdenaturasi adalah protein enzim maka enzim tidak dapat bekerja yang
menyebabkan metabolisme dan proses penyerapan nutrisi terganggu.

Rata-rata zona hambat yang terbentuk dari konsentrasi 5, 6, dan 7 mg/ml
berkisar antara 5 — 10 mm, menunjukkan ekstrak H. scabra berpotensi sedang
dalam menghambat pertumbuhan jamur, sesuai dengan penggolongan Ernawati
(2007), kekuatan antibiotik atau antibakteri jika zona hambatnya lebih dari 20 cm
berarti aktivitasnya sangat kuat, 10-20 mm memiliki aktivitas kuat, 5-10 mm
memiliki aktivitas sedang, zona hambat di bawah 5 mm atau kurang berarti
aktivitas antijamurnya lemah.

Uji Kandungan Bioaktif

Uji kandungan bioaktif adalah uji secara kualitatif untuk mengetahui
senyawa yang terkandung dalam ekstrak H. scabra. Uji kandungan bioaktif
mengacu pada metode skrining fitokimia. Hasil uji kandungan bioaktif tersaji

pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Uji Kandungan Bioaktif Ekstrak H.scabra

No Uji Metanol etil asetat Keterangan

1.  Alkaloid + - Ekstrak  metanol  terdapat
endapan putih

2. Saponin + + terbentuk busa

3. Flavonoid - - Tidak berwarna merah ataupun
orange

4.  Steroid + + Tidak terbentuk warna biru

5. Triterpenoid + + berwarna merah

Senyawa yang terkandung dan diduga berperan sebagai antijamur dalam
H. scabra adalah alkaloid, saponin dan triterpen seperti yang ada pada ekstrak
metanol. Ekstrak etil asetat hanya mengandung saponin dan triterpen sehingga
aktivitas antijamurnya lebih kecil daripada ekstrak metanol. Kemampuan saponin
sebagai antijamur diperkuat olenh Cowan (1999) yang menyatakan bahwa saponin
berkontribusi sebagai antijamur dengan mekanisme menurunkan tegangan
permukaan membran sterol dari dinding sel C. albicans, sehingga
permeabilitasnya meningkat. Hardiningtyas (2009) menambahkan, saponin
merupakan golongan senyawa yang dapat menghambat atau membunuh mikroba
dengan cara berinteraksi dengan membran sterol. Efek utama saponin terhadap
bakteri adalah adanya pelepasan protein dan enzim dari dalam sel.

Saponin dihasilkan sebagai salah satu bentuk mekanisme pertahanan diri
secara kimiawi bagi teripang di alam. Selain diduga sebagai pertahanan diri dari
predator, juga diyakini memiliki efek biologis, termasuk diantaranya sebagai anti
jamur, sitotoksik melawan sel tumor, hemolisis, aktivitas kekebalan tubuh, dan
anti kanker (Zhang et al., 2006). Bordbar et al. (2011) melaporkan, saponin
teridentifikasi dari timun laut. Struktur kimianya cukup dapat dibandingkan
dengan bioaktif ganoderma, ginseng, dan obat herbal lainnya. Saponin
menunjukkan spektrum yang luas sebagai hemolisis, sitostatik, dan antikanker.

Adanya satu atau lebih senyawa bioaktif dalam tubuh teripang juga
memungkinkan kemampuan antijamur semakin besar. Hannifa et al. (2010),
menambahkan, interaksi dari senyawa saponin dan alkaloid diduga menimbulkan
efek antijamur, walaupun mekanismenya masih memerlukan penelitian lebih
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lanjut. Riguera (1997) dalam Nurjanah, et al. (2011), menyatakan komponen
polar yang terdapat pada invertebrata laut didominasi oleh garam-garam alkaloid,
asam amino, polihidrosteroid dan saponin. Menurut Gholib (2009), alkaloid
merupakan senyawa yang bersifat antimikroba, yaitu menghambat esterase dan
DNA serta RNA polymerase, menghambat respirasi sel. Alkaloid merupakan
aktivator kuat bagi sel imun yang menghancurkan bakteri, virus, jamur, dan sel
kanker.

Beberapa hasil penelitian menunjukkan senyawa terpenoid memiliki
aktivitas sebagai antimikroba yaitu monoterpenoid linalool, diterpenoid (-)
hardwicklic acid, phytol, triterpenoid saponin dan triterpenoid glikosida
(Gunawan, 2008). Thanh (2006) juga telah  berhasil mengisolasi triterpen
glikosida dari teripang pasir yang terbukti mampu menjadi agen antijamur,
antibakteri, dan sitotoksik. Wei Hua et al. (2008) dalam Mokhlesi et al. (2011)
meneliti bahwa triterpen glikosida yang diisolasi dari H. axiloga mampu melawan
jamur C. albicans, Cryptococcus neoformans dan Aspergillus fumigates. Triterpen
glikosida dapat dimurnikan menjadi holothurin yang bersifat toksik sehingga
mampu digunakan sebagai antijamur.

Coll dan Sammarco (1983) dalam Hardiningtyas (2009) menambahkan
senyawa terpen dapat digunakan dalam bidang farmasi sebagai antibiotika, anti
jamur, dan senyawa anti tumor. Demikian pula dikatakan Bordbar et al. (2011),
bahwa timun laut kaya akan glikosida terutama triterpen glikosida yang terbukti
memiliki aktivitas antijamur dan antitumor. Triterpen glikosida dan glikosida
lainya seperti holothurin A dan B, teridentifikasi dari fraksi n-butanol. Holothurin
B menunjukkan aktivitas antijamur in vitro yang lebih baik melawan 20 jenis
jamur.

Senyawa antijamur alami dari teripang dan hewan laut lainnya menjadi
salah satu sumber obat antijamur baru yang dapat dikembangkan karena
potensinya yang besar, seperti dilaporkan Murniasih (2005) bahwa tingkat
keragaman yang tinggi dan keunikan senyawa baru yang ditemukan dalam
organisme laut merupakan pengaruh dari tingginya biodiversitas organisme laut.
Pengaruh lingkungan laut seperti kadar garam, rendahnya intensitas cahaya,
adanya arus, maupun kompetisi yang kuat mendorong organisme laut
menghasilkan metabolit sekunder yang struktur kimianya relatif berbeda dengan
organisme di darat. Ada kecenderungan bahwa sumber terbesar substansi bioaktif
berasal dari organisme laut di daerah tropik, khususnya Indo-Pasifik. Jawahar et
al (2002) menambahkan, saponin dari laut misalnya holothuria memiliki aktivitas
hemolitik yang lebih besar bila dibandingkan dengan saponin yang berasal dari
darat yaitu dari tanaman.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan maka dapat diambil kesimpulan bahwa
metanol adalah pelarut terbaik untuk mengisolasi senyawa antijamur dari
Holothuria scabra vyaitu senyawa alkaloid, saponin, steroid, dan triterpen.
Penggunaan konsentrasi terbaik ekstrak H. scabra untuk uji aktivitas antijamur
adalah 7 mg/ml dalam pelarut metanol.
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