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Abstrak

Beberapa komponen bioaktif dihasilkan oleh karang lunak, salah satunya inhibitor protease. Tujuan penelitian
ini adalah mendapatkan karang lunak yang berpotensi sebagai penghambat aktivitas kerja enzim protease
(inhibitor protease) pada beberapa bakteri patogen penghasil enzim protease serta mengetahui Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) dari ekstrak karang lunak tersebut. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pelarut
metanol lebih potensial untuk mengekstrak inhibitor protease dari karang lunak. Karang lunak jenis
Sarcophyton sp. dan Sinularia sp. mampu menghambat 100% aktivitas protease bakteri Staphylococus aureus
dengan MIC 0,04% lebih kecil dari pada MIC EDTA (0,16%), sedangkan Xenia sp. menghambat protease bakteri
S. aureus dengan MIC 0,08%. Karang lunak Nephthea sp. menghambat protease bakteri Pseudomonas
aeruginosa dengan MIC 0,28%.

Kata kunci: inhibitor protease, karang lunak, MIC.

Abstract

Several bioactive compounds were produced by soft corals, including protease inhibitor.The aim of this study
was to obtain softcorals which potency as inhibitor toward protease enzyme activity on pathogenic bacterial that
produced protease enzyme and to study Minimum Inhibitory Concentration (MIC) from the softcorals. This
research shown that ethanol is more potential for extracting protease inhibitor from softcorals. Sarcophyton sp.
and Sinularia sp. are capable of inhibiting protease enzyme activity against Staphylococus aureus as 100% by
MIC 0.04%, while that EDTA had MIC toward the protease as 0.16%. Xenia sp. was capable of inhibiting
protease from S. aureus by MIC 0.08%. In the otherhand Nephtea sp. inhibited protease from Pseudomonas
aeruginosa by MIC 0.28%.
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Pendahuluan
Dalam dekade terakhir, dilaporkan bahwa sebanyak

Indonesia sebagai negara tropis dan 50% senyawa bioaktif yang ditemukan dalam

mempunyai keanekaragaman hayati yang berlimpah,
salah satunya adalah karang lunak. Hampir seluruh
perairan indonesia memiliki karang lunak dengan
tingkat keragaman yang berbeda. Pulau Panggang,
Kepulauan Seribu memiliki pulau dengan kondisi
perairan yang masih baik. Penutupan terumbu karang
di pulau ini termasuk dalam kategori sedang sampai
baik (34,72-62,68%) dengan indeks keanekaragaman
berkisar antara 0,2-2,81% (Mahaza, 2003).

Karang lunak (soft coral) merupakan bagian
dari ekosistem terumbu karang yang penting
(Benayahu, 1985) dan termasuk komponen terbesar
setelah karang batu (Manuputty, 1996). Diantara
organisme yang hidup di laut, karang lunak termasuk
organisme penghasil komponen bioaktif yang terbesar

invertebrata laut ini bersifat toksik (Radhika, 2006
Beberapa komponen bioaktif yang dihasilkan oleh
karang lunak meliputi sitotoksik (Suh et al., 2006;
Duh et al.,2007), senyawa antitumor (Watanabe et
al., 1996), dan antikanker (Ahmed et al., 2003).
Selain itu, diketahui juga karang lunak sebagai
penghasil senyawa inhibitor enzim salah satunya
adalah inhibitor protease (Rashid et al., 2000).
Sebagai contoh, karang lunak Lobophytum cristagalli
menghasilkan senyawa terpena yang mampu
menghambat kerja protein transferase pada penyakit
kanker (Coval et al., 1996), Sinularia sp.
menghasilkan inhibitor H,K-ATPase (Sata et al., 1998)
dan juga turunan acylspermidine, yang merupakan
inhibitor H*-pyrophosphatase yang ada vakuola
tanaman (Hirono et al., 2003).
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Protease mikroba dapat terlibat dalam
aktivasi protease eukariotik yang berpotensi
mempunyai sifat-sifat patogenik dan secara langsung
atau tidak langsung terlibat dalam patogenesis
penyebab penyakit asal bakteri, sepertiBeberapa
komponen bioaktif yang dihasilkan oleh karang
manusia dan immunoglobulin, protease IV dari P.
aeruginosa merupakan faktor virulensi di kornea
(Engel et al., 1998). Selain itu protease logam netral
yang tergantung ion kalsium dari Toxoplasma gondii
berperan dalam degradasi membran sel inang (Song
& Nam 2003). Penelitian terhadap virus SARS
menunjukkan adanya peran dari enzim protease
dalam mekanisme molekuler hidupnya (Anan et al.,
2003). Selain itu para peneliti HIV saat ini sedang
melakukan uji klinik menggunakan protease sebagai
target klinis (Davis et al., 2006). Semakin jelasnya
keterlibatan enzim protease dalam berbagai
mekanisme molekular penyakit tersebut, maka dalam
beberapa tahun terakhir ini perhatian terhadap
protease sebagai target senyawa obat yang dihasilkan
oleh organisme di alam sebagai penghambat kerja
enzim protease (inhibitor protease).

Sebagai salah satu upaya untuk
mengoptimalkan pemanfaatan bahan alam laut
Indonesia, dilakukan penelitian dengan tujuan
mencari jenis soft coral (karang lunak) yang potensial
sebagai  penghasil inhibitor protease  untuk
selanjutnya diisolasi dan diuji daya hambat
minimumnya terhadap protease bakteri patogen

penyebab beberapa penyakit.

Materi dan Metode

Koleksi dan karakterisasi sampel karang lunak

Sampel karang lunak dikoleksi dari perairan
pulau Panggang, Kepulauan Seribu sebanyak 5 jenis
dan diambil pada kedalaman berbeda (2-14 m)
dengan scuba diving. Pengambilan sampel dilakukan
dengan memotong bagian tubuh karang lunak, lalu
dimasukkan kedalam plastik, kemudian dibawa ke
permukaan air secara perlahan. Sampel disimpan
dalam media pelarut metanol hingga terendam,
kemudian ditransportasikan dalam keadaan dingin
menggunakan cool box. Karang lunak diidentifikasi
menurut Manuputty (2002).

Ekstraksi komponen bioaktif karang lunak

Ekstraksi komponen bioaktif pada karang
lunak menggunakan metode Nurhayati et al., (2009).
Ekstraksi dilakukan secara bertingkat, diawali dengan
metanol, kemudian etil asetat, dan heksana dengan
maserasi masing-masing 24 jam. Perbandingan
antara sampel dan masing-masing pelarut adalah 1:3.

Ekstrak yang diperolenh dari masing-masing pelarut
disaring kemudian dievaporasi. Apabila ekstrak dalam
bentuk cairan, maka dilakukan pengeringan beku
(freeze dryer).

Serbuk ekstrak karang lunak ditimbang untuk
mengetahui rendemen yang didapat dengan rumus :

Berat ekstrak kering

X 100%
Berat kerang lunak awal °

Rendemen (b/b) =

Penapisan inhibitor protease dari ekstrak karang
lunak

Media yang digunakan untuk penapisan ini
adalah LA skim 2 % (b/v). Penapisan ini berfungsi
untuk mendapatkan ekstrak karang lunak yang
potensial sebagai inhibitor protease.

Ekstrak masing-masing dari jenis karang lunak
yang berbeda dilarutkan kembali dengan pelarutnya,
yaitu metanol, etil asetat dan heksana dengan

konsentrasi 10% (b/v). Sebanyak 200 ul larutan
tersebut ditambahkan ke dalam cawan petri,
kemudian dicampur dengan 10 ml LA skim 2%.

Sebagai kontrol digunakan pelarutnya, yaitu metanol,
etil asetat dan heksana sebanyak 200 pl dicampur
dengan LA skim 2%.

Sebanyak satu ose bakteri patogen
ditusukkan ke dalam media. Setiap cawan ditusukkan
4 jenis bakteri uji secara duplo, lalu di inkubasi selama
24 jam dengan suhu 37 °C.

Pengamatan dilakukan dengan mengukur
diameter zona bening yang dihasilkan oleh masing-
masing bakteri uji. Untuk menghitung potensi daya
hambat dari masing-masing ekstrak digunakan rumus :

IP
Potensi Daya Hambat = 1—{ e} x100%
k

IPe: Indeks proteolitik bakteri uji pada media
mengandung ekstrak

IPk: Indeks proteolitik bakteri uji pada media
kontrol

Ekstrak karang lunak yang memiliki potensi
penghambatan lebih dari 50 % dilanjutkan untuk
pengujian minimum inhibitory concentration (MIC).

Minimum inhibitory concentration (MIC)

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
dianalisa dengan modifikasi Andrews, (2001). Masing-
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masing ekstrak karang lunak diencerkan dengan
pelarutnya hingga mempunyai konsentrasi 2-10%
(b/v) sehingga konsentrasinya dalam cawan petri
0,04-0,2%. Sebagai kontrol negatif digunakan
pelarutnya dan kontrol positif digunakan EDTA yang
dilarutkan dalam buffer Tris-HCI 0,2 M, pH 8. Jumlah
ekstrak, kontrol positif dan kontrol negatif yang
dimasukkan ke dalam cawan petri sebanyak 200 pl,
sedangkan suspensi bakteri prekultur (OD=0,5) yang
dimasukkan ke dalam cawan sebanyak 2 ul. Cawan
tersebut diinkubasi media selama 24 jam dengan
suhu 37 ©°C, kemudian dihitung aktivitas
penghambatan protease. Nilai MIC diperoleh dengan
menentukan konsentrasi minimum yang mampu
menghambat aktivitas protease bakteri patogen lebih
dari 99%.

Analisa data

Hasil pengamatan yang berupa pengukuran
diameter zona bening dan diameter koloni dari tiap-
tiap jenis bakteri uji diolah menggunakan program
Microsoft Excell 2003 untuk mengetahui persentase
penghambatan dari masing-masing karang lunak.
Selanjutnya data diolah secara deskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Koleksi dan karakterisasi karang lunak

Terdapat lima jenis karang lunak yang
diperoleh dari Pulau Panggang, Kep. Seribu, yaitu
Sarcophyton sp., Sinularia sp., Nephthea, Xenia sp.
dan Dendronephthya. Karang lunak diidentifikasi
berdasarkan bentuk morfologi dan warna (Manuputty,
2002).

Ekstraksi komponen inhibitor protease dari karang
lunak

Pelarut yang digunakan pada penelitian
adalah metanol (polar), etil asetat (semi polar) dan
heksana (nhon polar). Penggunaan ketiga pelarut
dengan tingkat kepolaran yang berbeda ini bertujuan
untuk mengekstrak komponen bioaktif dalam karang
lunak sesuai dengan tingkat kepolarannya sehingga
zat aktif dapat diekstrak secara optimal pada salah
satu pelarut yang digunakan.

Hasil ekstraksi karang lunak Sarcophyton
sp., Sinularia sp., Nephthea, Xenia sp. dan
Dendronephthya dengan perbandingan sampel
karang lunak dan volume pelarut yaitu 1:3 didapatkan
rendemen hasil ekstraksi dengan pelarut metanol
(9,6762%) lebih besar dibanding pelarut etil asetat
(3,5682%) dan heksana (0,6375%). Hal ini-

menunjukkan bahwa komponen-komponen pembentuk
karang lunak tersebut cenderung larut pada pelarut
metanol. Metanol termasuk ke dalam golongan alkohol
yang memiliki berat molekul (BM) rendah, sehingga
memudahkan pembentukan ikatan hidrogen dengan
molekul air dalam jaringan sampel (Hart, 1987). Selain
itu pelarut ini mampu mengekstrak senyawa organik,
sebagian lemak serta tanin, akibatnya senyawa di
dalam jaringan sampel akan mudah terekstrak (Heat &
Reneccius, 1987).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai
rendemen yang tertinggi diperoleh dari ekstrak karang
lunak jenis Sarcophyton sp. sebesar 4,0421%.
Tingginya rendemen yang dihasilkan disebabkan oleh
besarnya komponen polar, semi polar dan non polar
yang terkandung pada karang lunak Sarcophyton sp.
yang terlarut didalam pelarutnya, sedangkan rendemen
yang terkecil diperoleh dari ektrak karang lunak jenis

Dendronephthya sebesar 0,8776%. Rendahnya
rendemen ini diduga karena pada proses
pengkoleksian sebagian cairan yang merupakan

penyokong tubuh karang Iunak Dendronephthya
keluar akibat proses pemotongan. Cairan yang keluar
tersebut diduga mengandung sebagian besar
komponen zat aktif yang terdapat pada karang lunak
sehingga pada saat ekstraksi, sehingga hanya sedikit
zat aktif yang terekstrak.

Penapisan potensi inhibitor protease pada karang
lunak

Penapisan ini bertujuan untuk mengetahui
jenis karang lunak yang berpotensi sebagai inhibitor
protease dari Escherichia coli, Staphylococus aureus,
Pseudomonas aeruginosa dan Aeromonas hydrophyla.
Hasil penapisan ekstrak dari lima jenis karang lunak
terhadap protease bakteri Pseudomonas aeruginosa
menunjukkan daya hambat terbesar dimiliki oleh
ekstrak metanol dari karang lunak jenis Nephthea,
yaitu 50,83% (Gambar 1). Berdasarkan hasil penapisan
lima jenis karang lunak terhadap protease bakteri
Escherichia coli menunjukkan bahwa daya hambat
ekstrak lemah, dengan daya hambat maksimum
terdapat pada ekstrak metanol dari karang lunak jenis
Dendronephthya dengan daya hambat 25,70%
(Gambar 2). Hasil penapisan ekstrak dari lima jenis
karang lunak terhadap protease bakteri Staphylococus
aureus menunjukkan bahwa ekstrak karang lunak
dengan pelarut metanol dari jenis Sinularia sp. dan
Sarcophyton sp. memiliki daya hambat yang sempurna
terhadap protease bakteri Staphylococus aureus
sebesar 100% (Gambar 3). Hasil penapisan ekstrak
dari lima jenis karang lunak terhadap protease bakteri
Aeromonas hydrophyla menunjukkan penghambatan
yang lemah, yaitu tertinggi sebesar 29,17% pada
ekstrak etil asetat dari karang lunak Sinularia sp.

Aktivitas Inhibitor Protease Ekstrak Karang (T. Nurhayati et al.)

61



ILMU KELAUTAN Juni 2010. vol. 15 (2) 59-65

120 4
100 4

[as]
=
L

60 A

DayaHambat (%)

40 4

e e men L

Sarcophyton sp Sinuiaris sp Nephthes sp Xenis sp Dendrenephthya

P
(=]

Gambar 1. Daya hambat ekstrak karang lunak terhadap W pada pelarut
yang berbeda: = metanol: E=etil asetat; EN= heksana

120 4
100 1
80 1
60 4
40 1

e mE. mf me.

Sarcophytonsp  Sinularia sp Nephthea sp Xeniasp Dendronephihya

DayaHambat (%,

Gambar 2. Daya hambat ekstrak karang lunak terhadap E. coli pada pelarut yang
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Staphylococus aureus

Gambar 5. Daya hambat ekstrak Sinularia sp. terhadap protease S. aureus

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
karang lunak mampu menghambat sempurna bakteri
gram positif, seperti pada jenis Sinularia sp. dan
Sarcophyton sp. yang memiliki daya hambat
sempurna terhadap protease bakteri Staphylococus
aureus sebesar 100%, diikuti oleh ekstrak karang
lunak jenis Xenia sp. sebesar 62,41%. Hal ini karena
bakteri Staphylococus aureus menghasilkan protease
jenis serin (Baehaki et al., 2004). Enzim ini
disekresikan dalam bentuk zimogen (tidak aktif) dan
diaktifkan melalui mekanisme proteolisis terhadap
substrat, diduga ekstrak karang Iunak mampu
berikatan dengan substrat sehingga menghambat
proteolisis dan produksi enzim protease. Sementara
itu karang lunak Nephthea mampu menghambat
protease bakteri gram negatif (Pseudomonas
aeruginosa) yang memiliki beberapa lapisan sel
berupa struktur lipopolisakarida yang berikatan silang
dengan protein dan mampu memproduksi beberapa
jenis protease seperti protease intraseluler golongan
protease IV (Wilderman et al., 2001), elastase (Branni
et al, 2001; Braunn et al, 2001), dan alkalin
protease (Baehaki et al. 2009; Feltzer et al., 2000).
Hal ini diduga karena komponen bioaktif yang
terdapat pada ekstrak karang lunak Nephthea
mampu berkompetisi dengan substrat yang berupa
protein (Coval et al., 1996), sehingga membentuk
kompleks enzim-inhibitor (ElI). Dengan demikian
terjadi persaingan antara inhibitor dengan substrat
terhadap bagian aktif enzim. Akibat dari kompleks
enzim-inhibitor ini  menyebabkan terhambatnya
produksi enzim ekstraseluler yang ditandai dengan
mengecilnya zona bening disekeliling koloni.

Berdasarkan hasil penapisan ekstrak karang
lunak terhadap bakteri patogen didapatkan daya
hambat ekstrak metanol lebih berpotensi dibanding
dengan ekstrak etil asetat dan heksana. Hal ini
menunjukkan bahwa pelarut metanol potensial
digunakan sebagai pelarut dalam mengekstraksi
komponen inhibitor protease dari karang lunak dan hal
ini juga mengindikasikan bahwa inhibitor protease dari
karang lunak lebih potensial larut pada pelarut
metanol. Menurut Nurhayati et al. (2004), inhibitor
protease juga ditemukan pada spons laut yang
diekstraksi menggunakan pelarut akuades, seperti
ekstrak spons Jaspis stelifera dan Plakortis nigra yang
mampu menghambat protease Escherichia coli dan
Staphylococus aureus.

Minimum inhibitory concentration (MIC)

Minimum inhibitory concentration (MIC) adalah
suatu metode yang digunakan untuk menentukan
konsentrasi minimum dari suatu zat antimikroba yang
dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme
lebih dari 99%. Dalam penelitian ini, MIC merupakan
konsentrasi minimum dari suatu zat yang dapat
menghambat aktivitas enzim pada bakteri lebih dari
99%. Suatu zat dapat dikatakan mempunyai aktivitas
yang tinggi apabila dengan konsentrasi yang rendah
tetapi mempunyai daya hambat yang besar terhadap
aktivitas enzim.

Konsentrasi minimal ekstrak karang lunak
Sarcophyton sp. Dan Sinularia sp. untuk dapat
menghambat protease Staphylococus aureus adalah

Aktivitas Inhibitor Protease Ekstrak Karang (T. Nurhayati et al.)
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0,04% (Gambar 5) dan ekstrak karang lunak Xenia
sp. membutuhkan konsentrasi minimal 0,08% untuk
dapat menghambat protease Staphylococus aureus.
Inhibitor komersil EDTA untuk dapat menghambat
protease Staphylococus aureus dibutuhkan
konsentrasi minimal 0,16%. Berdasarkan hasil diatas
ketiga ekstrak karang lunak tersebut memiliki
konsentrasi lebih kecil dibandingkan dengan EDTA.
Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak karang lunak
jenis Sarcophyton sp. dan Sinularia sp. potensial
sebagai inhibitor terhadap protease Staphylococus
aureus dan lebih efektif dibandingkan dengan EDTA.
Protease Staphylococus aureus juga dapat dihambat
oleh organisme spons jenis Jaspis stellifera dan
Plakortis nigra dengan konsentrasi minimal sebesar
0,08% dan 0,12% (Nurhayati et al., 2004).

Karang lunak Sinularia dilaporkan
mengandung lima jenis senyawa diterpen yang
berfungsi untuk melindungi diri dari serangan
predator, yaitu diterpena fleksiibilida,
dihydrofleksiibilida, sinulariolida, episinulariolida dan
episinularilida asetat. Diantara kelima senyawa ini,
hanya sinulariolida dan fleksibilida yang memiliki
aktivitas penghambatan terhadap bakteri. Untuk
sinulariolida memiliki konsentrasi hambatan minimum
sebesar 5 ppm, sedangkan fleksibilida sebesar 10
ppm (Aceret et al., 1997). Penelitian lain
menunjukkan bahwa senyawa sinulamida dari
Sinularia sp. mampu menghambat aktivitas H,K-
ATPase dengan ICso sebesar 5,5 yM (Sata et al.,
1998). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
organisme laut khususnya karang lunak potensial
sebagai sumber komponen inhibitor protease, namun
masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
menentukan senyawa aktif yang terdapat pada karang
lunak yang berperan sebagai inhibitor protease pada
bakteri patogen penyebab penyakit.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil ekstraksi diperoleh bahwa
pelarut metanol merupakan pelarut yang potensial
digunakan untuk mengekstrak komponen inhibitor
protease dari karang lunak. Hasil penelitian
menunjukkan ekstrak metanol karang lunak jenis
Sarcophyton sp. dan Sinularia sp. potensial sebagai

sumber inhibitor protease karena mampu
menghambat sempurna pada protease bakteri
Staphylococus aureus. Ekstrak kedua karang lunak ini
mampu menghambat protease bakteri tersebut
dengan MIC lebih kecil dari pada MIC EDTA.
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