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ABSTRACT
It is rally admitted that marine sponge has rich of secondary metabolite as
alkaloids, fides and terpene. Those various compounds can be used for anfimalarial

analysis. This study aims fo evaluate the in vivo antimalarial activity and to characterize
the effectiveness of dose (EDss) of n-hexane extracted from Xestospongia sp. by using
the Plasmodium berghei infecte ices. In the present study, we used Peter'sfour day
suppressive test, where the mice infected with Plasmodium berghei infra peritoneal with
a suspension containing infected red blood cell origin from donor mice with parasitemia.
Results of present study exhibited that the sponge Xestospongia sp. contains secondary
metabolite including fritepenoid/stercid, alkaloid and saponin. Futhermore, an in vivo
test revealed the affectivity dose (EDsy was 0.24 mg/kg of body weight. This finding is
categorized a signifant decreasing level of parasitermia.
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ABSTRAK
Secara umum, spons laut mpunyai  kandungan metabolit sekunder seperti
akaloid, peptide dan terpen erbagai senyawa tersebut daopat dimanfaatkan

sebagai senyawa antimalaria. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan
kimia dan mengevaluasi akfivitas antimalarial secara in vivo untuk efektivitas dosis (EDso)
ekstrak n-heksana dari spons Xestospongia sp. dengan menggunakan Plasmodium
berghei yang diinfeksi ke tikus. Pada penelitian ini digunakan metode the 4-day
Supresive Test, dimana mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei secara infra perifoneal
dengan suspensi yang mengandung sel darah merah terinfeksi yang berasal dari mencit
donor. Hasl penelitian ini menunjukkan adanya kandungan metabolit sekunder
diantaranya tritepenocid/steroid, akaloid dan saponin. Selanjutnya, uji in vive diperoleh
nilai EDss sebesar 0,24 mg/kg BB dikelompokan sangat baik, yang dapat menurunkan
fingkat parasitemia secara signifikan.

Kata Kunci: Antimalaria, mencit, Plasmodium berghei, Xestospongia sp.

PENDAHULUAN

Kasus malaria tertingg didominasi oleh parasit Plasmodivm falciparum yang
mencapai 68%, sedangkan kasus tertingg kedua disebabkan oleh Plasmodium
vivax yang umum menginfeksi penduduk Afrika. Indonesia masih tergolong ke
dalam klasifikasi dengan  jumlah =300.000 kasus per tahun dengan fingkat
kematian 0,1-1 orang/1.000 kasus. Kasus kematian malaria di Indonesia yang
disebabkan oleh Plasmodium falciparum mencapa 16% per tahun, Kondisi ini
terlihat jauh lebinh membaik jka dibandingkan dengan India dengan fingkat




kematian 65%. Dilaporkan pula bahwa, Indonesia dan sembilan negara lainnya
dapat menurunkan kasus malaria sebesar 40% hingga 2020 nanti (WHO, 2018).

Kasus malaria dari jenis parasit P. falciparum telah banyak diteliti dan
resisten terhadap obat antimalaria seperti 4-amino kuinclin [Wongsrichanalai et
al., 2002), klorokuin dan primakuin (Wellems & Plowe, 2001), kina dan pirimetamin
[Happi et al., 2005). Perkembangan obat terbaru turunan artemisinin (artesunat)
banyak digunakan untuk terapi malaria. Namun decn, obat artemisinin telah
dilaporkan mengalami resisten di Kamboja [Dondorp et al., 2009).

Oleh karena itu, untuk mengatasi masalah resistensi P. falciparum perlu
adanya usaha untuk menemukan alternatif obat malaria baru dan sebaiknya
dijadkan sebagai prioritas utama penelitian bahan alam. Salah satu potensi yang
dapat dimanfaatkan sebagal produk alternatif bahan alami untuk  obat
antimalaria adalah jenis organisme spons laut yang mudah ditemukan di perairan
laut 'rrndi perairan Indo-Pasifik (Kuo et al., 2019).

Spons merupakan salah satu biota laut penyusun terumbu karang yang
memiliki potensi kandungan bioaktif dengan fingkat kereaktifan yang besar
(Huang et al., 2016). Spons mempunyai kemampuan untuk mensintesis berbagai
komponen senyawa bioaktif seperti alkaloid, peptida dan tempena [Muhtadi,
2018). Berdasarkan pemanfaatannya yang lebih luas, potensi spons laut [genus
Xestospongia) dapat  dkategorikan  sebagai objek potensial  untuk
pengembangan obat dari lautan. Potensi dan kandungan spons banyak
dimanfaatkan sebagai senyawa bioaktif untuk antikanker, antimikroba, antivirus,
antitumor dan antimalaria (Sipkema et al., 2004).

Spons laut Xeﬂspongicr sp., sebagadi alternatif bahan alami untuk aktivitas
antimalaria terbukti mengandung senyawa akfif terhnadap malaria yaitu protein
kinase yang diyakini d t menghambat P. falciparum (Laurent et al, 2006).
Selain itu, Murtihapsar ef al. (2010) melaporkan bahwa ekstrak alkohol spons
Xestospongio sp. asal pulau Ansus dan Yapen Papua dapat menghambat
perfumbuhan P. falciparum dengan ICs galur W2 0,009 dan Dé 0,003 pg/mL.
Murtihapsari, ef al., 2013 bahwa fraksi IV Xesrosa:ngicr sp. dengan pelarut
heksana: etil asetat (3:1) merupakan fraksi teraktif sebagai antimalaria dengan
nilai 1Cse 7,13 pg/mL.

Selain itu, jenis Spons yang sama Xestospongia sp.. asal Kaimana Papua
Barat dilaporkan memiliki aktivitas antimalaria secara in vitro dengan nilai 1Cs
berkisar antara 38,15-1,08 x 10-¢ uM (Murtihapsari, 2016; 2017; 2018; 2019; 2020).

Berdasarkan uraian diatas, penelitian terkait kandungan metabolit sekunder
dan uji aktivitas antimalara secara in vivo pada spons laut Xestospongio sp. untuk
tujuan farmakologi khususnya pada penyakit infeksi malaria, dapat dianggap
sebagai upaya nasional dengan tingkat urgensi yang ftinggi, mengingat
beberapa obat antimalaria telah dilaporkan mengalami resisten.

MATERI DAN METODE

Materi yang digunakan terdin atas spons Xestospongia sp. asal pulau Yapen,
khususnya di pantai Ansus (GPS : 01=252'08"" S - 136212'31"" E), sedangkan materi
pendukung diantaranya alkohol, heksana, HCI 5%, reagen meyer, etanol, HaSO4,




metanol, eter, perekasi Lieberman Bochard, aquadest, FeCls mencit ICR
berkelamin jantan, pewarna Geimsa, mencit pendonor, larutan alsever,

Alat-alat yang digunakan meliputi tissue, plastic warp, aluminium foil. Alat yang
digunakan pada penelitian inl berupa seperangkat alat gelas laboratorium, rotary
evaporator, waterbath, timbangan analitik, mikroskop Olympus, dan serangkaian
alat pengujian antimalaria secara in vivo dlakukan di Laboratorium Farmakologi
dan Fitokimia Universitas Ailangga.

Preparasl sampel spons Xestospongia sp. didapatkan dengan cara menyelam
pada kisaran kedalaman 10-15 meter. Selanjutnya, sampel spons tersebut
direndam dan diawetkan dengan menggunakan etanol (70%).

Ekstraksi sampel pada penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi.
Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan cara
merendam sampel dalam suatu pelarut doljangkd waktu tertentu (Ebada &
Proksch 2012). Ekstraksi sporns sebanyak 700 g dipotong-potong halus, kemudian
dimaserasi selama 2 x 24 jam ke dalam 2000 mlL n-heksana. Proses ini dilakukan
Engan 3 kal pengulangan dan diberikan perlakuan pengadukan setiap hari.
Filtrat yang diperoleh disatukan lalu divapkan menggunakan rotary evaporator
sampai diperoleh ekstrak pekat n-heksana. Tahap berikutnya dilanjutkan dengan
nggunckan waterbath. Ekstrak pekat n-heksana yang diperoleh kemudian
dipindahkan ke dalam botol-botol kecil atau vial dan ditutup rapat (Hanani et al.,
2005). Ekstrak yang dhasikan dianalsis kandungan metabolit sekunder dan
kemudian digunakan pada tahap pengujian antimalaria secara in vivo dalam
menghambat pertumbuhan Plasmodium berghel.

Uji Kandungan Kimia

Identifikasi kandungan kimia dalam ekstrak n-heksana Xestospongia sp.
dilakukan terhadap kandungan metabolit sekunder golongan: alkaloid, flavanoid,
friterpencid atau steroid, saponin serta tanin (Harbome, 1987).

Pengujian Ekstrak Heksana terhadap Parasit Malaria Secara In Vivo [Abdulelah
dan Abidin, 2007)

Periapan Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan 35 mencit dengan ICR jantan dengan berat
varatif antara 28-32 g dan berusia 8 minggu. Mencit yang digunakan adalah
mencit yang telah memenuhl standar dimana mencit diberikan makanan khusus
(pelet) dan minuman air secara ad libitum.

Uji Afivitas Antimalaria Ekstrak secara In Vivo

Penelitian ini menggunakan metode The 4-day Supresive Test yaitu dengan
cara merrﬂan’kan perlakuan mulai dari hari ke-0 sampai hari ke-3. Mencit dibagi
ke dalam kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok perlakuan
ekstrak 0,1; 1;10; 100 mg/kgBB. Hari penginfeksian disebut DO (hari ke nol). Setelah
2-4 jam penginfeksian diperoleh mencit yang positif, kemudian dilakukan
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pengorcn sekali dalam sehari. Pemberian obat gnulcu’ dar har ke-0 sampai
hari ke-3. Pengamatan angka parasitemia dilakukan dengan membuat preparat
apusan darah tebal dan tipis yang diambil dari vena ekor pada hari ke-4 setelah
pemberian ekstrak (Peter dan Robinson, 1992).
5
P.embua’ran Preparat Apusan Darah Tebal dan Tipls

Pembuatan preparat darah dilakukan dengan meneteskan 1 tetes darah ke
atas gelas obyek, kemudian dibuat sedican apusan tipis dan tebal, darah
dibiarkan sampai kering pada suhu kamar. Persen parasitemia dihitung
menggunakan persamaan, (WHO, 2008):

eritrosit terinfeksi

T 1000 eritrosit
Rumus untuk menentukan penghambatan pertumbuhan parasit, (WHO, 2008):

Persen Parasitermia (%) = ( ) x 100%

uji parasitemia

Perseﬁenghqmbqtqn (%) = 100% - (I-(on‘rrolpm) x 100%

Analisis Data

Data yang dihasilkan dari penelifian ini disajkan dalam bentuk tabel yang
menunjukkan presentasi penghambatan pertumbuhan parasit malaria P. berghei.
Hasil pengujian senyawa metabolit sekunder disajikan dalam bentuk tabel, dan
nilai EDsp ditentukan dengan menggunakan analisis probit.

HAER DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dihasilkan ekstrak n-
heksana kental dengan berat 14,85 g dan rendemen sebesar 0,07% dari spons
Xestospongia sp. asal pantai Ansus (Gambar 1). Keseluruhan sampel yang
dimaserasi sebanyak 21,35 kg dengan volume pelarut yang digunakan 41 L. Hal ini
menunjukkan hanya sekitar 0,07% komponen yang terlarut dalam pelarut n-
heksana.

. Al Pat s

Gambar 1. Spons Xestospongia sp. (Foto: Surbakti)

Penelitian lain dilaporkan oleh Murtihapsari, et al., [2013), bahwa ekstrak n-
heksana spons Xestospongia sp. yang terdapat di kawasan pantai Barawaikap
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Serui memiliki rendemen sebesar 0,26 %. Nilai ini menunjukkan rendemen pada
hasil ekstraksi spons Xestospongia sp. asal pantai Barawakap lebih besar
dibandingkan ekstrak spons Xestospongia sp. asal pantai Ansus Cal Yapen
Murfihapsari et al., (2010). Perbedaan yang terjadi dapat dikarenakan oleh faktor
lingkungan, dimana diasumsikan bahwa pada kondisi ingkungan yang berbeda,
spesies yang sama belum tentu memiliki kandungan metabolit sekunder yang
sama (Marzuki, 2018).

Hasil ekstraksi metode mcsﬂ:si pada penelitian Ini juga dipengaruhi cleh jenis
pelarut. Berdasarkan laporan penelitian yang dilakukan oleh Murtihapsari et al.,
(2010), ekstrak metanol spons Xestospongia sp. yang terdapat di kawasan Yapen
memilki rendemen sebesar 3,16%, ini menunjukkan rendemen pada hasil ekstrak
n-heksana spons Xesfos,oongmp‘ lebih kecil dibandingkan hasil ekstrak metanol
pada kawasan yang sama. Daya melarutkan yang tinggi berhubungan dengan
kepolaran pelarut dan Inaolurcm bahan yang diekstraksi. Jenis pelarut polar
menghasilkan rendemen yang lebih besar dibandingkan pelarut non polar yang
menghasilkan rendemen lebih kecil atau lebih sedikit {a:rborne,we?},

Hasil Uji kandungan metabolit sekunder atau uji fitokimia merupakan uji
kualitatif yang dilakukan untuk mengetahui kandungan senwu aktif dalam
suatu bahan. Uji metabolit sekunder spons Xestospongio sp, dilakukan dengan
mereoksw’k ekstrak dengan suatu reagen ftertentu (Horborne, 987). Hasil
pengujian kandungan metabolit sekunder dapat diihat pada Tabel 1.

Tabel 1 Hasil pengujian kandungan metabolit sekunder Ekstrak n-heksana

No Komponen metabolit Hasil Perubahan
N | sekunder
1 Alkaloid positif sedang Terbentuk endapan
2 Flavanoid negatif -
B Tritertenoid /Steroid positif sedang Kekuningan-kehijauan
4 Tanin negatif -
5 Saponin __positifleman Terbentuk busa
7
Tabel 1, !enunjukkcm bahwa eksirakn]—hekscnc: spons Xestospongia sp.

mengandung alkaloid yang positif sedang. Hasil positif pada uji ditandai dengan
terbentuknya endapan yang fidak begitu kuat. Menurut Harbone [1987), jika uji
alkaloid hasiinya positif terjadi karena perubahan warna atau terbentuk enfiBpan.
Hasil penelitian Ini, ekstrak yang divji alkaloidnya membentuk endapan karena
adanya pembentukan kompleks antara ion logam dar pereaksi yang digunakan
dengan senyawa alkaloid. Uji triterpenoid atau steroid hasiinya positif sedang
ditandai dengan terjadinya perubahan warna hijau yang tidak begitu pekat,
perubahan wama yang tejadi yaitu warna kekuningan menjadl kehijauan.
Menurut Robinson (1995), uji ini menandakan positif steroid bila terjadi perubahan
warna merah kehijauan saat ekstrak ditambahkan pereaksi Liebarmen-Burchard.
Hc:i saponin pada ekstrak n-heksana spons Xestospongia sp. hasiinya positif
lemanh ditandai dengan terbentuknya busa dengan jumlah yang sedikit dan stabil
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hingga 15 menit Menurut gbl’nson (1995). saponin adalah senyawa akfif
&rmukdqn yang dapat menimbulkan busa jika dikocok dalam dir. Senyawa ini
memiliki gugus polar dan nonpolar bersifat akfif permukaan sehingga saat
dikocok dengan air, saponin dapat membentuk misel. Struktur misel terletak
pada gugus polar menghadap ke luar sedangkan gugus  nonpolarnya
menghadap ke dalam, keadaan inilah  yang ﬂ'npok seperti busa
(Robinson, 1995). Hasil uji tanin dan flavonoid diperoleh hasil negatif ditandai
dengan fidak terjadi perubahan warna dan fidok terbentuk endapan untuk
menandakan a@ya tanin, sedangkan hasil negatif flavonoid ditandai dengan
fidak terjadinya pembahan warna menjadi merah untuk menandakan adanya
senyawa metabolit sekunder flavonoid (Harborne, 1987).

Kandungan metabolit sekunder yang dimiliki oleh suatu mikroorganisme
seperti spons yang terdapat  pada  lingkungan yang berbeda, sangat
dipengaruhi kemampuan adaptasi, ketersediaan dan jejaring makanan serta
interaksi infra sel spors itu sendid (Marzuki, 2018). Kandungan senyawa spons laut
juga dipengaruhi oleh kondisi subtrat dan mikroba asosiatifnya. Pertumbuhan
spons laut banyak dipengaruhi oleh kondisi opfimal darl proses up welling yang
kaya nutrien selama musim selatan dan utara dan memanfaatkan arus bolak balik
nutrien yang mengalir di bagian selatan samudera Hindia mulai dar perairan Asia
fimur laut hingga Melanesia (Hartoko 2007).

Hasil Pengujian ekstrak terhadap parasit malaric secara in vivo dengan
menggunakan mencit ICR jc:n'rca berjumlah empat puluh dua ekor yang telah
dinfeksi Plasmodium berghei. Plasmodium berghei memupakan parasit yang
menyebabkan malaria pada golongan rodensia. Plasmodium  jenis ini banyak
digunakan dalam penelitian penyakit malaria (Isa et al., 2012). 1

Data hasil pembacaan mikroskopik pengujian antimalaria dilihat pada
Tabel 2.
Tabel 2 Hasil Pengujion antimalaria ekstrak n-heksana spons Xestospongia sp.

Dosis (ma/kgBB) % pertumbuhan  %Penghambatan

100 6,09 7,87
10 416 37,06
1 313 52,64

0.1 3.68 44,33
K 6,61 -

Pemberian dosis 100, 10, 1, 0,1 mg/kgBB memiliki pertumbuhan rata-rata persen
parasitemia berturut-turut yaitu 6,09%, 4,16%, 3,13% dan 3,68%. Hasil pemitungan
tingkat parasitemia tertinggl pada dosis 100 mg/kgBB yaitu 6,09%. Selanjutnya,
persen penghambatan berturut-turut yaitu 7,87%, 37.06%, 52,64% dan 44,33%, dari
data tersebut terlihat nilal persen penghambatan tertinggi pada 1 mg/kgBB yaitu
sebesar 52,64%, sedkcm nilai penghambatan terendah pada 100 mg/kgBB
yaitu sebesar 7,87%. Menurut Andrade-note et al, (2003) suatu ekstrak dikatakan




aktif untuk menurunkan parasitemia apabila ekstrak tersebut dapat menurunkan
parasitemia lebih dari 30%. Jadi, dopat dikatakan pada pemberian dosis 10, 1, 0,1
mg/kgBB yang akfif untuk menurunkan tingkat parasitemia karena ketiganya
memiliki persen penghambatan lebih dari 30%.

Jika dibandingkan persen penghambatan spons Xestospongia sp. dengan
penelitian dari bebercp@m invetebrata laut dari spesies Phallusia nigra dan
Ascidia sydneiensis pada dosis 500 mg/kg dengan persen penghambatan masing-
masing é1,00% dan 45,23%. Spesies Holothuria sp. pada dosis 50 mg/kg dengan
persen penghambatan 25,97%. Spesies Microscosmus goanus dan Echinaster
echinophorus pada dosis 250 mg/kg dengan persen penghambatan masing-
masing 62,90 dan 17,31%, sedangkan jika dilihat persen penghambatan spons
Xestospongia sp. sangat tinggl untuk dosis 1 mg/kg sebesar 52,64% (Mendicla et
al., 2006)

Penelitian ini  digunakan kontrol positif data sekunder adalah klorokuin.
Kloro merupakan turunan dari 4-aminokuinolin. Klorokuin memiliki efektivitas
yang sangat tinggi terhadap P. vivax dan P. falciparum. Meski hanya efektif pada
fase erifrosit, namun memiliki efek supresi yang lebih kuat dibanding dengan obat
kina dan nc:krin (Laksono, 2011).

Hasll persen penghambatan yang telah dketahui kemudian dianalisis
menggunakan analisis probit yang menyc:’rc: nilai EDsy (efektivitas dosis 50%)
dengan membaca tabel probit. Harga EDse menunjukkan besarnya dosis bahan
v yang dapat menghambat 50% pertumbuhan Plasmodium berghei. Jika
semakin kecil harga EDso maka semakin besar efektivitas penghambatan ekstrak
terhadap pertumbuhan Plasmodium berghei (Kusumawardhani ef al., 2005).

Berdasarkan tabel probit terdihat harga EDsy pada penelitian ini terletak pada
dosis 0,24 mg/kgBB. Nilai ini dapat diartikan bahwa pemberian ekstrak n-heksana
spons xesfospongia sp. pada dosis 0,24 mg/kgBB dapat menurunkan tingkat
parasitemia 50%.

Jika dibandingkan dengan dengan nilai EDse klorokuin, terlhat bahwa dosis
ekstrak n-heksana lebih kecil sehingga dapat dkatakan hasil penelitian inia:ngc:'r
berpotensi. Menurut Isa et al., (2012), aktivitas cm’rimc:lc:ra secara in vivo
dikelompokkan menjadi sangat baik bia nilai Edse<100 mg/kgBB/hari, kategori
baik bila nilai EDsy= 101-250 mg/kgBB/hari. Kategori sedang bila nilai EDsy= 251-
500mg/kgBB/hari dan tidak aktif jika =500mg/kgBB/hari.

Menurut Syamsudin et al., (2013), ekstrak etanol dari spons Xestospongia sp.
dapat menghambat pertumbuhan parasit P. berghei dengan dosis 331,95
mg/kgBB. Quinolin yang diisolasi dari dari spons Genus  Plakorfis  dapat
menghambat pertumbuhan parasitemia dengan dosis 6,100 mg/kgBB [Campiani
et al., 2007). Pada penelifian ini diperoleh nilai EDs= 0,24 mg/kgBB, dimana dapat
dikelompokkan sangat baik untuk aktivitas antimalaria secara in vivo.

Beberapa hasll ekstrak dan senyawa telah berhasil droleh dari spons
yang berfungsi sebagai cm'rimc:\cmca’erbandingan Nilai EDso dari hasil penelitian
ini dan beberapa penelitian lainnya dapat dilhat pada Tabel 3.




Tabel 3 Nilai EDsodari beberapa jenis spons dan kontrol positif

Sampel Pelarut/ Nilai EDso Sumber
senyawa (mg/kgBB)

Xestospongia sp. n-heksana 0,24 Hasil Peneligdsh ini

Xestospongia sp. Etanol 331,95 Syamsudin et al., 2013

Flakortis Quinolin 6,10 Campiani et al., 2007

Acanthostrongylophora  Manzamin A 55 Hamann et al., 2007

Kontrol Positif Klorokuin 0.67 Data sekunder

[Mustofa & Sholikhah, 2007)

KESIMPULAN

Spons Xestospongia sp. asal pulau Yapen mengandung metabolit sekunder
diantaranya tritepenoid/steroid, alkaloid dan saponin. Selain itu, ekstrak n-heksana
spons Xestospongia sp. pada dosis 0,24 mg/kgBB dapat menurunkan tingkat
parasitemia secara signifikan. Penelitian lanjutan terkait uji klinis dan non klinis
menjadi kajian spesifik menuju ke tahapan produk herbal terstandardisasi.
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