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ABSTRAK

POTENSI SAPONIN EKSTRAK TERIPANG
Holothuria leucospilota (Brandt, 1835) SEBAGAI ANTIKANKER
PROSTAT

Oleh

SITI PARIHATUL WARIDAH

Kanker menjadi salah satu penyebab utama kematian di seluruh dunia, salah
satunya kanker prostat yang menempati urutan ke lima di Indonesia. Teripang me-
rupakan organisme laut yang banyak digunakan dan dimanfaatkan dalam pengo-
batan. Salah satu manfaat yang banyak diteliti yaitu sebagai anti-kanker. Efek an-
tikanker tersebut erat kaitannya dengan kandungan senyawa bioaktif utama dalam
teripang, yaitu saponin. Penelitian bertujuan untuk menganalisis potensi saponin
ekstrak teripang yang berasal dari perairan Teluk Lampung sebagai antikanker
prostat (PC3). Metode penelitian yang digunakan meliputi identifikasi morfologi
dan molekuler teripang, ekstraksi menggunakan etanol 70%, fraksinasi dengan
pelarut (n-heksan, butanol dan aquabidest), uji kuantifikasi saponin menggunakan
metode uji vanillin sulfat, serta uji sitotoksisitas dengan metode MTT (Mikrotet-
razolium). Analisis data menggunakan analisis deskriptif dan analisis inferen-sial.
Hasil identifikasi menunjukkan teripang yang berasal dari perairan Teluk Lam-
pung memiliki bentuk, warna dan spikula yang dimiliki spesies H. leucospilota
yaitu table disk, irreguler buttons, buttons, Pseudo-plates, tabel dorsal dan ven-
tral, tentakel, perforeted plates, dorsal rods serta memiliki kemiripan 99% dengan
spesies H. leucospilota pada target sequence nucleotide dari GenBank. Hasil uji
sitotoksisitas menunjukkan teripang memiliki potensi sebagai antikanker, dengan
nilai ICso sebesar 7.593 pg/ml termasuk kategori sangat aktif pada fraksi butanol.
Hasil analisis uji ANOVA memiliki nilai sig. 0,00 yang menunjukkan adanya pe-
ngaruh perbedaan konsentrasi terhadap penghambatan pertumbuhan. Hasil uji
lanjut LSD menunjukkan konsentrasi 50 ppm memiliki pengeruh yang sangat
signifikan. Ekstrak kasar dan fraksi butanol teripang memiliki konsentrasi saponin
paling tinggi masing-masing 0,7884+0,110 (mg/gr) dan 0,2681+0,108 (mg/gr).
Kesimpulannya, teripang yang berasal dari perairan Teluk Lampung memiliki
potensi antikanker prostat (PC3) yang sangat aktif untuk dikembang lebih lanjut.

Kata kunci : Antikanker, H. leucospilota, Kanker Prostat, Saponin, Spikula



ABSTRACT

POTENTIAL OF SAPONIN EXTRACT OF THE SEA CUCUMBER
Holothuria leucospilota (Brandt, 1835) AS ANTICANCER OF PROSTAT

By

SITI PARIHATUL WARIDAH

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, with prostate cancer
ranking fifth in Indonesia. Sea cucumbers are marine organisms that are widely
used and utilised in medicine. One of their most researched benefits is their anti-
cancer properties. These anti-cancer effects are closely related to the main bio-
active compound in sea cucumbers, namely saponin. The study aimed to analyze
the potential of sea cucumber saponin extract from the waters of Lampung Bay as
an anti-prostate cancer (PC3) agent. The research methods used included morpho-
logical and molecular identification of sea cucumbers, extraction using 70% etha-
nol, fractionation with solvents (n-hexane, butanol and aquabidest), quantification
of saponins using the vanillin sulphate test method, and cytotoxicity testing using
the MTT (Microtetrazolium) method. Data analysis used descriptive and inferen-
tial analysis. The identification results showed that sea cucumbers originating
from the waters of Lampung Bay had the shape, colour and spicule characteristics
of the H. leucospilota species, namely table disks, irregular buttons, buttons,
pseudo-plates, dorsal and ventral tables, tentacles, perforated plates, dorsal rods,
and a 99% similarity to the H. leucospilota species in the target nucleotide sequ-
ence from GenBank. The cytotoxicity test results showed that sea cucumbers have
anticancer potential, with an IC50 value of 7.593 pg/ml, which is classified as
highly active in the butanol fraction. The ANOVA test analysis results had a sig.
value of 0.00, indicating that there was an effect of concentration on growth
inhibition. Further LSD test results showed that a concentration of 50 ppm had a
very significant effect. Crude extracts and butanol fractions of sea cucumbers had
the highest saponin concentrations of 0.7884+0.110 (mg/g) and 0.2681+0.108
(mg/g), respectively. In conclusion, sea cucumbers from Lampung Bay possess
very active anti-prostate cancer (PC3) potential, warranting further development.

Keywords: Anticancer, H. leucospilota, Prostate Cancer, Saponin, Ossicles
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker prostat menempati urutan kedua setelah kanker paru pada laki-laki di
dunia, dengan angka kejadian kanker prostat sebesar 14,8% (WHO, 2022). Kan-
ker prostat pada stadium awal umumnya tidak menimbulkan gejala klinis yang
dapat dikenali, tetapi seiring dengan progresivitas penyakit, mulai muncul gejala
seperti nokturia, hematuria, retensi urin, dan nyeri pada daerah panggul saat ber-
kemih yang dapat berdampak fatal terutama pada pasien lanjut usia (Lawrenti,
2019). Kanker prostat di Indonesia menempati urutan kelima dengan kasus kanker
terbanyak pada pasien laki-laki sebesar 11,6 kasus per 100.000 pria dan kematian
sebesar 4,5 per 100.000 pria (Bray et al., 2024). Di Indonesia, sekitar 50% pasien
kanker prostat datang dalam kondisi kanker yang telah bermetastasis dan mema-
suki stadium akhir, sehingga pengobatannya menjadi semakin sulit (Perdana et al.,
2016).

Metode pengobatan yang umum digunakan dalam penanganan kanker prostat
meliputi kemoterapi, terapi radiasi, pembedahan, serta kombinasi berbagai pende-
katan lainnya (Saputra et al., 2024). Pembedahan hanya dapat diterapkan pada ka-
nker lokal stadium awal dan tidak efektif untuk stadium lanjut atau kanker yang
telah mengalami metastasis. Sementara itu, terapi radiasi dan kemoterapi bersifat
tidak selektif sehingga berpotensi merusak sel normal (Sumarni et al., 2022). Se-
iring dengan perkembangan penelitian, arah pengobatan kanker kini berfokus pa-
da pencarian senyawa baru yang bersifat toksik terhadap sel kanker namun tidak
menimbulkan efek merugikan pada sel normal. Saat ini, pengembangan obat anti-
kanker mulai diarahkan pada sumber-sumber alami, baik dari tanaman darat mau-

pun organisme laut (Lichota & Gwozdzinski, 2018).



Organisme laut menjadi sumber senyawa bioaktif yang memainkan peran
penting dalam penemuan dan pengembangan obat-obatan (Yun et al., 2019). Be-
berapa produk farmasi yang berasal dari biota laut telah disetujui FDA sebagai
pengobatan, diantaranya sebagai obat kanker sitarabin (Cytosar-U), eribulin me-
silat (Halaven), brentuximab vedotin (Adcetris), trabektidin (Yondelis) (Mayer et
al., 2017). Teripang merupakan salah satu organisme laut yang dapat menghasil-
kan senyawa metabolit sebagai bentuk pertahanan diri, senyawa metabolit yang
dihasilkan diantaranya saponin, steroid, triterpenoid, fenol, flavonoid, peptides,
fucoidan, glucosamoniglycan, lektin dan alkaloid (Xu et al., 2018). Kan-dungan
senyawa bioaktif pada teripang berbeda-beda, hal ini dipengaruhi oleh faktor ling-
kungan dan habitat (letak geografis, kondisi lingkungan, dan ketersediaan maka-
nan), serta faktor perbedaan spesies (Nurfitriani et al., 2017).

Potensi teripang dalam bidang farmakologi terus mengalami perkembangan,
salah satunya teripang spesies Holothuria leucospilota. Ekstrak kasar dari spesies
ini terbukti mampu menurunkan tumor metastasis di paru-paru tikus (Zhang et al.,
2009), serta menunjukkan aktivitas antioksidan dan antibakteri (Arfatahery &
Khabbazan, 2021; Darya et al., 2020; Farjami et al., 2013; Rasyid et al., 2021).
Selain itu, ekstrak tersebut memiliki aktivitas antitoksoplasma terhadap parasit 7.
Gondii (Adeyemi et al., 2023), dan memiliki aktivitas antikanker terhadap sel
kanker lambung (MKN45) dengan nilai ICso 75 pg/ml (Sadegh et al., 2024) dan
sel HeLa (Vaseghi et al., 2018).

Senyawa bioaktif berupa saponin (triterpen glikosida) banyak ditemukan pada
teripang khususnya pada bagian dinding tubuh (Dyck et al., 2010). Senyawa terse-
but diketahui dapat dimanfaatkan sebagai bahan antibakteri, antifungi, antitumor
dan antikanker, antikoagulan dan antithrombosis (Xu et al., 2018). Pemanfaatan
senyawa bioaktif dilakukan dengan pengujian terhadap ekstrak kasar dari sampel
teripang. Ekstrak teripang H. leucospilota, H. scabra, S. chloronotus mengandung
senyawa bioaktif saponin yang memiliki aktivitas sebagai anti-proliferatif terha-
dap sel kanker paru-paru (A549) dan sel kanker serviks (C33A) (Janakiram et al.,
2015).

Eksplorasi teripang sebagai bahan farmakologi mulai berkembang beberapa

tahun terakhir di Provinsi Lampung, khususnya perairan Teluk Lampung



(Chasanah et al., 2016; Hutapea et al., 2023; Rasyid, 2017; Rasyid et al., 2018,
2021, 2023; Untari et al., 2025). Wilayah ini memiliki kondisi lingkungan yang
dipengaruhi oleh aktivitas antropogenik (Prasetyo et al., 2022), fluktuasi lingku-
ngan (Isnaini & Aryawati, 2023; Nurfitriani et al., 2017), dan keanekaragaman
hayati tinggi (Fagbohun et al., 2023). Tekanan ekologis yang muncul dari kombi-
nasi faktor tersebut mendorong teripang untuk menghasilkan senyawa bioaktif
sebagai bentuk adaptasi. Berdasarkan karakteristik lingkungan Teluk Lampung
dan potensi bioaktif yang dimiliki teripang, penelitian dilakukan untuk mengkaji

kemampuannya sebagai agen antikanker prostat.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian sebagai berikut :

1. mengidentifikasi teripang berdasarkan pendekatan morfologi dan molekuler

2. menganalisis potensi ekstrak dan nilai ICs fraksi butanol teripang H. leucospi-
lota sebagai antikanker prostat

3. menganalisis pengaruh perbedaan konsentrasi terhadap penghambatan pertum-
buhan sel kanker prostat

4. menganalisis konsentrasi saponin yang terkandung pada ekstrak dan fraksi te-

ripang H. leucospilota

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diharapkan dalam penelitian yaitu diperoleh informasi menge-
nai spesies teripang yang ditemukan di perairan Teluk Lampung berdasarkan mor-
fologi dan molekuler. Memberikan informasi potensi antikanker ekstrak dan fraksi
teripang H. leucospilota yang berasal dari Lampung sebagai antikanker prostat.
Memberikan informasi senyawa aktif saponin yang berperan dalam aktivitas far-

makologis.

1.4 Kerangka Pikir
Teripang merupakan organisme laut yang mengandung senyawa bioaktif se-
perti saponin, steroid, triterpenoid, fenol, flavonoid dan lain-lain yang berpotensi

dimanfaatkan dalam bidang farmakologi. Salah satu senyawa tersebut adalah sa-



ponin, yang diketahui mampu menghambat proliferasi sel kanker dan menginduk-
si apoptosis. Akumulasi senyawa ini dipengaruhi oleh kondisi lingkungan yang
menimbulkan stres pada teripang. Perairan Teluk Lampung menjadi salah satu ha-
bitat penting bagi berbagai jenis teripang. Lingkungan perairan ini dipengaruhi
oleh aktivitas antropogenik dan fluktuasi parameter lingkungan, yang dapat memi-
cu stres fisiologis pada teripang dan mendorong terbentuknya senyawa bioaktif
sebagai respons adaptif.

Senyawa bioaktif pada teripang memiliki karakteristik tersendiri pada setiap
spesiesnya. Oleh karena itu, perlu dilakukan identifikasi terlebih dahulu untuk me-
ngetahui apakah spesies teripang tersebut sudah teridentifikasi memiliki potensi
senyawa bioaktif. Senyawa tersebut dapat diperoleh melalui proses ekstraksi de-
ngan metode maserasi. Pelarut yang digunakan berupa etanol, yang memiliki tok-
sisitas lebih rendah dibandingkan dengan metanol.

Hasil dari proses ekstraksi berupa ekstrak kasar kemudian di fraksinasi meng-
gunakan pelarut butanol, n-heksan, dan air untuk mengelompokkan senyawa bio-
aktif berdasarkan kepolarannya. Dengan prinsip assay guided isolation ekstrak ka-
sar dan fraksi-fraksi diuji sitotoksisitasnya terlebih dahulu terhadap penghambatan
pertumbuhan sel kanker prostat. Fraksi dengan nilai penghambatan tertinggi diuji
kembali untuk mendapatkan nilai ICso. Ekstrak dan fraksi-fraksi dilakukan uji lan-
jut untuk mengetahui kandungan saponin yang merupakan senyawa bioaktif ma-
yor pada teripang, serta mengetahui apakah aktivitas antikanker selaras dengan
kandungan saponin yang merupakan senyawa potensial antikanker pada teripang.

Efektivitas kemampuan bahan bioaktif dalam menghambat pertumbuhan sel
kanker prostat dapat diketahui dari besarnya konsentrasi ekstrak uji dalam meng-
hambat 50% pertumbuhan sel, besar konsentrasi disebut juga dengan nilai ICso
(Inhibitory Concentration). Jika konsentrasi ekstrak uji yang digunakan semakin
kecil, maka potensi aktivitas antikanker semakin besar. Konsentrasi yang diguna-
kan pada pengujian antikanker di analisis statistik untuk mengetahui penghamba-
tan pertumbuhan sel kanker prostat (PC3) dipengaruhi oleh perbedaan konsentra-

si. Secara menyeluruh alur pemikiran penelitian disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kerangka pikir penelitian.



1.5 Hipotesis
Pengaruh konsentrasi uji terhadap penghambatan sel kanker diuji dengan me-
nguji hipotesis. Hipotesis yang diajukan adalah :

Ho: 61 = 02=..= 0, : Tidak terdapat perbedaan nyata antara peningkatan konsen-
trasi uji terhadap respon penghambatan pertumbuhan sel
kanker prostat (PC3).

Hi: 6i # o; : Terdapat perbedaan nyata antara peningkatan konsentrasi uji
terhadap respon penghambatan pertumbuhan sel kanker
prostat (PC3).

Pengujian hipotesis ini dilakukan menggunakan uji Analysis of Variance
(ANOVA) satu arah (one-way ANOVA) pada tingkat signifikansi (o) sebesar 0,05,
yang bertujuan untuk menentukan apakah terdapat perbedaan yang bermakna se-
cara statistik veriansi respon penghambatan pertumbuhan sel kanker prostat (PC3)
dari berbagai kelompok perlakuan konsentrasi. Jika ditemukan perbedaan yang
signifikan, dilakukan uji Least Significant Difference (LSD) pada tingkat signifi-
kansi (o) sebesar 0,05 untuk mengetahui pasangan rata-rata kelompok mana yang

berbeda secara signifikan.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Teripang Holothuria leucospilota (Brandt, 1835)

Teripang atau timun laut merupakan hewan yang termasuk dalam Filum Echi-
nodermata dari kelas Holothuridae. Teripang termasuk salah satu organisme mak-
rozoobenthos yang dapat ditemukan pada area pasang surut dangkal sampai de-
ngan perairan dalam (Al Faroby et al., 2021). Salah satu spesies teripang dari
kelas Holothuridae adalah H. leucospilota (Gambar 2b) memiliki warna hitam,
coklat kehitaman, memiliki perbedaan warna pada beberapa daerah (Tay et al.,
2022).

Teripang nangka (H. leucospilota) memiliki klasifikasi menurut Brandt
(1835) dalam (Aba & Rusliadi, 2020) adalah sebagai berikut :

Filum : Echinodermata

Subfilum : Echinozoa

Kelas : Holothuroidea

Subkelas : Aspidochirotacea

Ordo : Aspidochirotida

Famili  : Holothuriidae

Genus  : Holothuria

Spesies : Holothuria leucospilota (Brandt, 1835)

H. leucospilota dikenal dengan berbagai nama lokal di Indonesia, antara lain
teripang salengko, teripang talengko, cera, jepun, keling, nangka, teripang tali
jangkar, pimam kaworet, dan teripang getah hitam (Setyastuti & Purwati, 2015).
Keanekaragaman nama mencerminkan persebaran geografis dan budaya masya-
rakat pesisir yang memanfaatkan teripang sebagai sumber daya laut (Handayani et
al., 2017). Dalam perdagangan internasional, spesies ini dikenal dengan nama

dagang white threadfish, yang digunakan untuk mempermudah identifikasi di



pasar global dan memperkuat nilai komersialnya sebagai komoditas laut bernilai

ekonomi tinggi (Aba & Rusliadi, 2020).

2.1.1 Morfologi

Teripang nangka (H. leucospilota) berdasarkan Setyastuti et al. (2019) dan
Wirawati et al. (2019) memiliki tubuh silindris dan memanjang. Dinding tubuh
tebal dan lunak. Warna dasar tubuh hitam baik di bagian dorsal maupun ventral
(Gambar 2). Papila dorsal panjang, berwarna hitam dan tersusun rapat dan padat
menutupi permukaan tubuh. Kaki tabung mirip dengan papila dorsal dan tersusun
padat menutupi permukaan ventral. Tentakel berwarna hitam dengan mulut ventral

pada bagian anterior dan anus yang berada di bagian posterior (Gambar 2a).

kaki tabung

s

Gambar 2. H. leucospilota (Brandt, 1835) (a) morfologi; (b) kﬁdisi teripang saat
hidup.
Sumber : (Setyastuti & Purwati, 2015; Tay et al., 2022)

Spikula pada H. leucospilota (Gambar 3) memiliki tipe yang sama pada bagi-
an dorsal dan ventral seperti tipe table dengan tepi berduri dan ada yang berge-
lombang, tiang relatif pendek dan mahkota berduri sederhana (gambar 3e). Spiku-
la tipe buttons terdiri dari 2 bentuk, yaitu buttons yang ukurannya besar memiliki
3-4 pasang lubang di kedua sisinya dan tersusun simetris (gambar 3d) dan buttons
yang ukurannya kecil tereduksi dan bentuknya tidak teratur (gambar 3g). Tipe
lempeng semu berbentuk lonjong dengan lubang yang besar di tengah dan lubang
kecil di pinggirnya (gambar 3a). Spikula bagian dorsal terdapat tipe perforeted
plates yang memiliki ukuran cukup besar (gambar 3f). Spikula pada tentakel me-
miliki bentuk ujung-ujung yang bergerigi (gambar 3c) (Eisapour et al., 2022;
Purcell et al., 2012; Wirawati et al., 2019).



2

[\J

e

Gambar 3. Spikula H. leucospilota (Brandt, 1835) (a) pseudo-plates, (b) table, (c)
tentakel, (d) bottons, (€) table disk & crown, (f) perforated-plates, (g)
irreguler bottons.

2.1.2 Habitat

Teripang umumnya menempati habitat dengan berbagai tipe dasar (substrat),
seperti lumpur, lumpur berpasir, pasir, pasir berlumpur, kerikil, pantai berbatu, ka-
rang mati, pecahan karang dan bongkahan karang, beberapa jenis teripang memili
kecenderungan menyukai tipe dasar tertentu (Wirawati et al., 2019). Teripang H.
leucospilota umumnya dijumpai di pantai berpasir, berbatu, padang lamun, dan te-
rumbu karang (Setyastuti et al., 2019). Spesies ini dapat hidup sampai kedalaman
10 m (Purcell et al., 2012). Teripang memilik kebiasaan membenamkan diri dalam
substrat atau dibalik batu, bersembunyi di dalam lubang dan beberapa terpapar di
area terbuka (Wirawati et al., 2019).

H. leucospilota merupakan spesies yang distribusinya menyebar pada wilayah

bersuhu hangat (Purcell et al., 2012). Tersebar dari Laut Merah, Pantai timur, sela-
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tan Amerika, Jepang, New South Wales dan Australia Barat. Wilayah Indonesia
meliputi Sumatera, Jawa, Lombok, Flores, Timor, Rote, P. Sawu, Sulawesi, Am-
bon, Papua Barat (Wirawati et al., 2019). Kepadatannya mencapai 5.000 ind/ha
(Purcell et al., 2012).

2.2 Senyawa Metabolit Teripang

Senyawa metabolit merupakan produk yang diperoleh dari proses metabolis-
me pada makhluk hidup yang berperan dalam pertumbuhan, perkembangan dan
reproduksi, senyawa ini terbagi menjadi senyawa metabolit primer dan sekunder.
Senyawa metabolit primer adalah senyawa esensial yang dihasilkan pada proses
metabolisme sel dan keseluruhan proses sintetis serta perombakan zat-zat untuk
keberlangsungan hidup, seperti karbohidrat, asam amino, protein, lipid (Wahidah
et al., 2017). Senyawa metabolit sekunder adalah senyawa organik yang tidak
langsung terlibat dalam metabolisme dasar, tetapi berperan dalam mekanisme

pertahanan, interaksi ekologis, atau adaptasi lingkungan (Putri et al., 2023).

2.2.1 Senyawa Metabolit Sekunder Teripang

Senyawa metabolit sekunder awalnya dianggap sebagai produk sampingan
atau limbah dari proses produksi metabolit primer yang berlebihan. Namun, sei-
ring dengan kemajuan ilmu pengetahuan, telah terbukti bahwa senyawa ini dipro-
duksi oleh organisme sebagai respons terhadap lingkungan mereka. Organisme la-
ut, terutama yang berada di daerah tropis, menghadapi berbagai tantangan untuk
kelangsungan hidup, termasuk persaingan untuk ruang tumbuh, cahaya, dan ma-
kanan (Valensia et al., 2021). Organisme laut dengan pergerakan fisik yang terba-
tas mengembangkan sistem pertahanan diri dengan memproduksi senyawa kimia
(chemical defense) (Nugraha & Huriyah, 2023).

Metabolit sekunder pada teripang terbentuk melalui serangkaian reaksi bioki-
mia yang melibatkan jalur metabolisme primer dan sekunder. Proses ini dimulai
dengan pengambilan nutrisi dari lingkungan, seperti karbohidrat, protein, dan mi-
neral, yang diolah menjadi senyawa dasar. Dalam sel-sel teripang, enzim-enzim
spesifik berperan dalam mengubah senyawa-senyawa ini menjadi prekursor meta-

bolit sekunder. Seperti, asam amino yang diubah menjadi senyawa fenolik melalui
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jalur biosintesis flavonoid, sementara glukosa dapat diubah menjadi senyawa ter-
penoid dan saponin melalui jalur mevalonat (MVA) atau jalur non-mevalonat
(MEP) (Ariyanti et al., 2024). Proses ini dipengaruhi oleh berbagai faktor, terma-
suk stres lingkungan, keberadaan patogen, dan interaksi dengan organisme lain.
Senyawa yang dihasilkan kemudian dimodifikasi lebih lanjut melalui proses
kimia seperti hidroksilasi atau glikosilasi, metilasi, dan oksidasi, yang menghasil-
kan berbagai jenis metabolit sekunder. Senyawa tersebut disimpan dalam jaringan
tubuh atau disekresikan ke lingkungan untuk berfungsi sebagai pertahanan terha-

dap predator, patogen, serta membantu dalam proses regenerasi jaringan (Ariyanti
et al., 2024).

2.2.2 Manfaat Senyawa Metabolit Sekunder Teripang

Pemanfaatan teripang telah dikenal sejak dahulu oleh Etnis Tionghoa sebagai
makanan yang memiliki khasiat medis pada dinasti Ming, dalam tradisi Cina teri-
pang digunakan untuk mengobati penyakit pada sistem pencernaan dan organ rep-
roduksi. Bahan aktif yang terdapat dalam teripang juga dikenal secara luas sebagai
obat untuk meningkatkan stamina, mengatasi impotensi, memper-lambat penuaan,
dan mengatasi konstipasi (Anisya et al., 2024). Selain itu, senyawa antioksidan
yang ada dalam teripang berperan dalam mengurangi kerusakan sel dan jaringan
tubuh, serta memiliki efek antinociception (penahan rasa sakit) dan antiinflamasi
(mengurangi peradangan) (Akerina & Sangaji, 2019).

Beberapa penelitian menunjukkan teripang memiliki aktivitas biologis yang
berbeda seperti antikanker, antiinflamasi, antikoagulan, hipolipidemik, penyem-
buhan luka, dan aktivitas hipoglikemik, yang semuanya memiliki implikasi yang
jelas dalam pencegahan dan pengobatan penyakit kardiometabolik (Xu et al.,
2018). Teripang merupakan biota laut yang kaya akan beberapa senyawa bioaktif
yang kuat, terutama saponin, kondroitin sulfat, glikosaminoglikan, dan polisaka-
rida sulfat. Selain itu, beberapa penelitian tentang teripang telah mengungkapkan
bahwa teripang terdiri dari banyak nutrisi dan konstituen bioaktif mulai dari pro-
tein (terutama kolagen), lipid (sebagian besar asam lemak omega-3 dan omega-6),

vitamin, dan mineral, terutama magnesium, zinc, kalsium, dan zat besi (Xu et al.,

2018).
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Studi farmakologi menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang
berasal dari organisme teripang memiliki potensi sebagai agen antiinflamasi, an-
tikanker, dan antiartritik. Senyawa — senyawa tersebut juga dilaporkan digunakan
untuk pengobatan terhadap penyakit asma dan tekanan darah tinggi. Potensi lain-
nya adalah sebagai antiangiogenik, antikoagulan, antihipertensi, antioksidan
(Bordbar et al., 2011), anti parasit (Murti & Agrawal, 2010), antibakteri dan anti-
fungi (Omran & Khedr, 2015). Beberapa potensi senyawa metabolit sekunder yang
berasal dari teripang disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Senyawa metabolit sekunder teripang.

Senyawa Potensi Referensi

Sulfated polysaccharide Anti inflamasi SDF-1/ (Cuietal., 2016)
CXCR4

Fucoidan, cerebrosides Antioxidative (Wang et al., 2012; Wu et

al., 2013)

Saponin Antidiabetes (El Barky et al., 2016)

Triterpenoid Antibakteri Aeromonas (Roihanah et al., 2013)
hydrophila

Alkaloid Antibakteri Salmonellathypi (Yuliana et al., 2017)
dan Staphylococcus aureus

Arguside A Antikanker HCT-116 (Liu et al., 2007)

Peptide ACE inhibitory (Ghanbari et al., 2015)

Bivittoside Antikanker HCT116, MCF7 (Omran & Khedr, 2015)

Cucumarioside A2-2 Antikanker Ehrlich ascite (Menchinskaya et al.,
carcinoma, HL-60 2014)

Frondoside A Antikanker THP-1, HeLa, (Dyshlovoy et al., 2017)
RT112, RT4, HT-1197

Hillasides A and B Antikanker A549, MCF7,1A9, (Wuetal., 2007)
CAKI-1, PC-3, KB

Holothurin A3 and A4 Antikanker KB, Hep-G2 (Dang et al., 2007)

Leuscopilotaside B, holothurin ~ Antikanker A549, HL-60, (Han et al., 2010)

B/B2 MOLT-4, BEL-7402

2.2.3 Saponin

Senyawa aktif yang terkandung dalam teripang memiliki berbagi jenis, salah
satu senyawa utama dengan kandungan yang melimpah adalah golongan senyawa
saponin (triterpen glikosida) (Dyck et al., 2010). Saponin adalah kelompok senya-
wa glikosida yang kompleks dengan berta molekul besar, umumnya dihasilkan
oleh tumbuhan, organisme laut, dan beberapa jenis bakteri. Senyawa ini larut da-
lam air, namun tidak larut dalam eter (Hasbullah, 2016). Saponin tersusun atas gli-
kosida dan aglikon. Glikosida terdiri dari gugus gula seperti glukosa, fruktosa, dan

jenis gula lainnya. Gugus aglikon merupakan sapogenin. Sifat ampifilik tersebut
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dapat membuat bahan alam yang mengandung saponin bisa berfungsi sebagai sur-
faktan (Fagbohun et al., 2023).

Karakteristik khas saponin meliputi rasa pahit, kemampuan membentuk busa
saat dilarutkan dalam air, dan sifat toksik terhadap hewan berdarah dingin. Sapo-
nin bekerja dengan menurunkan tegangan permukaan, yang dapat menyebabkan
kerusakan pada membran sel atau meningkatkan permeabilitas sel, sehingga men-
yebabkan sitoplasma bocor keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel,

sebagai potensi anti kanker yang baik (Fagbohun et al., 2023).

2.2.4 Faktor yang mempengaruhi senyawa bioaktif

Komposisi dan konsentrasi senyawa bioaktif pada teripang tidak bersifat sta-
tis, melainkan sangat dinamis dan dipengaruhi oleh interaksi kompleks antara fak-
tor intrinsik dan ekstrinsik (Suriadi et al., 2025). Faktor intrinsik seperti usia teri-
pang dapat memodulasi profil senyawa ini seiring dengan perubahan kebutuhan
fisiologis sepanjang siklus hidupnya (Sugama et al., 2019). Sementara itu, faktor
ekstrinsik atau lingkungan seperti, suhu perairan, salinitas, pH, ketersediaan ma-
kanan, dan paparan polutan, memainkan peran krusial dalam membentuk biosin-

tesis dan akumulasi senyawa bioaktif (Suriadi et al., 2025).

A). Faktor Lingkungan
1. Suhu Perairan

Suhu merupakan parameter lingkungan krusial yang secara langsung mempe-
ngaruhi fisiologi dan metabolisme teripang sebagai organisme ektoterm. Suhu op-
timal untuk pertumbuhan dan kelangsungan hidup berada teripang pada kisaran
28-32°C (Kabelen et al., 2023). Peningkatan suhu di luar ambang tersebut dapat
mempercepat metabolisme, meningkatkan stres oksidatif, serta memicu perubahan
jalur biosintetik senyawa bioaktif, seperti saponin dan antioksidan (Landes et al.,
2023). Respons stres akibat suhu ekstrem juga dapat mengakibatkan penurunan
sintesis metabolit sekunder karena energi diarahkan untuk mempertahankan fung-
s vital, sehingga potensi terapeutik dan nilai bioaktif teripang dapat mengalami

penurunan yang signifikan (Ju et al., 2024).
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2. Salinitas Perairan

Salinitas memiliki peran penting dalam memengaruhi keseimbangan osmotik,
metabolisme, dan pertumbuhan teripang. kisaran toleransi salinitas pada teripang
antara 2640 ppt (Suriadi et al., 2025). Fluktuasi salinitas, baik hipotonik maupun
hipertonik, menyebabkan stres osmotik yang memaksa organisme untuk mengalo-
kasikan energi pada osmoregulasi, sehingga mengganggu efisiensi metabolisme
dan sintesis senyawa bioaktif seperti fukoidan dan protein fungsional (Fakar et al.,
2023; Yu et al., 2013). Variabilitas salinitas yang tinggi, seperti akibat perubahan
iklim atau praktik budidaya yang tidak optimal, dapat menyebabkan inkonsistensi
kualitas senyawa bioaktif teripang (Yu et al., 2013).
3. pH Perairan

pH air berperan penting dalam menjaga homeostasis fisiologis teripang, terma-
suk fungsi enzimatik dan sistem imun. Kisaran pH optimal untuk teripang yaitu
antara 7.8-8.2 (Suriadi et al., 2025). pH ekstrem dapat mengganggu aktivitas
metabolik, menurunkan kemampuan biomineralisasi, serta meningkatkan stres
oksidatif akibat gangguan eliminasi spesies oksigen reaktif (ROS) (Shi et al.,
2021). Asidifikasi laut akibat peningkatan CO: atmosferik menyebabkan penu-
runan pH yang mengganggu biosintesis senyawa bioaktif. Dampak ini menurun-
kan konsentrasi dan stabilitas senyawa bernilai farmakologis tinggi, seperti sapo-
nin dan polisakarida tersulfasi (Ayubi et al., 2024; Hossain et al., 2022).
4. Polusi lingkungan

Teripang yang hidup di dasar perairan sangat rentan terhadap kontaminasi lo-
gam berat karena kebiasaannya sebagai deposit feeder. Logam berat seperti Pb
dan Cd bersifat toksik, sementara logam esensial seperti Cu, Fe, Mn, dan Zn dapat
menjadi berbahaya pada konsentrasi tinggi (De Fretes et al., 2020; Jiang et al.,
2015). Akumulasi logam berat terbukti menyebabkan kerusakan histologis, khu-
susnya pada jaringan usus, serta memicu stres oksidatif dan aktivasi mekanisme
detoksifikasi (Jiang et al., 2015). Gangguan tersebut berdampak pada alokasi
energi metabolik, sehingga proses biosintesis senyawa bioaktif dapat mengalami
hambatan atau modulasi. Dalam kondisi tertentu, stres oksidatif justru merang-
sang produksi senyawa pelindung, seperti antioksidan endogen berupa senyawa

fenolik dan peptida antioksidan (De Fretes et al., 2020). Tingkat kontaminasi
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logam berat tidak hanya memengaruhi aspek keamanan pangan, tetapi juga
menentukan potensi dan kualitas senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh teripang.
Teripang juga memiliki peran potensial sebagai bioindikator kondisi lingkungan
perairan (Ayubi et al., 2024).

Mikroplastik (MPs) telah diidentifikasi sebagai kontaminan emerging yang
berdampak signifikan terhadap kesehatan organisme laut, termasuk teripang.
Menurut Shukhairi et al. (2025) teripang sebagai organisme yang mengonsumsi
sedimen, teripang mudah terpapar MPs yang dapat menyebabkan kerusakan
histolo-gis, gangguan fungsi enzim, stres fisiologis, serta efek toksik lainnya
seperti imunotoksisitas dan neurotoksisitas. Paparan mikroplastik dapat meng-
ganggu jalur metabolik yang terlibat dalam sintesis senyawa bioaktif, terutama
yang berkaitan dengan sistem imun dan pertahanan antioksidan. Penurunan akti-
vitas enzim akibat mikroplastik berpotensi menurunkan produksi dan stabilitas
senyawa bioaktif (Shukhairi et al., 2025). Stres oksidatif yang diinduksi oleh
mikroplastik dapat menguras cadangan senyawa pelindung atau secara kompen-
satorik meningkatkan produksinya. Fenomena tersebut memiliki implikasi eko-
logis dan industri yang serius, mengingat peningkatan kontaminasi mikroplastik di
lingkungan laut secara langsung mengancam kualitas dan konsistensi produk
bioaktif berbasis teripang, yang bernilai tinggi dalam sektor nutrasetika dan

farmasi(Melindo et al., 2022).

B). Faktor Kesediaan Makanan

Kualitas dan kuantitas pakan merupakan faktor krusial yang menentukan
respons metabolik teripang (Sanjeewa & Herath, 2023). Teripang sebagai
organisme deposit feeder memperoleh nutrien dari bahan organik dalam sedimen,
termasuk bakteri, protozoa, mikroalga bentik, dan detritus makroalga. Jenis pakan
memiliki pengaruh signifikan terhadap laju metabolisme pasca-pakan (Specific
Dynamic Action/SDA) dan efisiensi pemanfaatan energi (Bao et al., 2017). Variasi
dalam komposisi diet, khususnya kandungan protein, memiliki pengaruh langsung
terhadap profil nutrisi proksimat teripang, termasuk kadar protein, lemak, dan
karbohidrat (Maskur et al., 2024). Senyawa bioaktif seperti peptida umumnya

berasal dari protein, sementara kandungan fucoidan dipencongaruhi oleh
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ketersediaan nutrien tertentu (Lu et al., 2022). Oleh karena itu, ketersediaan dan
jenis nutrien dalam pakan secara langsung menentukan suplai prekursor metabolik
yang esen-sial bagi sintesis senyawa bioaktif kompleks. Kekurangan nutrien atau
komposisi pakan yang tidak seimbang dapat menghambat jalur biosintetik
tersebut, sehingga mengubah konsentrasi maupun profil senyawa bioaktif yang

dihasilkan (Bao et al., 2017).

C). Faktor Usia

Usia atau tahapan ontogenetik teripang diketahui berperan penting dalam
memengaruhi profil senyawa bioaktif yang dikandungnya. Studi metabolomik
berbasis LC-MS terhadap Apostichopus japonicus menunjukkan bahwa ekspresi
gen oxidosqualene cyclase (OSC), enzim kunci dalam biosintesis saponin, lebih
tinggi pada fase awal pertumbuhan dibandingkan dengan fase dewasa, yang
mengindikasikan bahwa biosintesis saponin cenderung lebih aktif pada individu
juvenil (Thimmappa et al., 2022). Analisis senyawa bioaktif pada Bohadschia
marmorata juga menunjukkan adanya variasi komposisi dan konsentrasi metabolit
sekunder seperti saponin dan asam lemak, yang diperkirakan berkorelasi dengan
usia biologis dan status fisiologis organisme (Guo et al., 2020). Perbedaan
tersebut dipengaruhi oleh perubahan kebutuhan metabolik dan prioritas fisiologis
sepanjang siklus hidup, di mana individu muda mengutamakan pertumbuhan dan
diferensiasi sel, sementara individu dewasa cenderung mengalokasikan energi

untuk fungsi reproduksi dan pertahanan (Sugama et al., 2019).

2.3 Kanker

Kanker merupakan penyakit yang ditimbulkan oleh pertumbuhan sel yang
abnormal (WHO, 2018). Pertumbuhan abnormal dari sel-sel epitelial yang
menginfiltrasi jaringan sekitar dan menyebabkan metastasis (Purwoko, 2018).
Kanker juga dapat berkembang dari sel tubuh berupa tumor (Hoadley et al.,
2018). Umumnya sel normal akan membelah diri untuk menggantikan sel yang
tua dan rusak, sedangkan kanker merupakan sel yang tumbuh dari tumor ganas
yang berkembang dengan menginvasi jaringan terdekat dan menjalar ke bagian

tubuh lainnya dan membentuk tumor baru atau dikenal dengan istilah metastasis
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(Imaniar et al., 2022). Sel normal akan membelah diri jika mendapat sinyal,
sedangkan sel kanker akan tetap membelah diri meskipun tidak ada sinyal yang
diberikan oleh tubuh dan sel kanker dapat menolak sinyal yang diberikan oleh
tubuh untuk melakukan apoptosis sehingga sel kanker akan terus membelah diri
secara massif (Imaniar et al., 2022).

Kanker menjadi salah satu penyakit yang mematikan dan penyebab kematian
paling banyak di dunia. Berdasarkan data dari International Agency for Research
on Cancer (IARC) pada tahun 2022, sekitar 9,7 juta kematian disebabkan oleh
kanker dan terdapat 20 juta kasus kanker baru (Bray et al., 2024). Jumlah kasus
ini diperkirakan akan meningkat menjadi 17 juta kematian per tahun pada tahun
2030 (Donepudi et al., 2014). Kementerian Kesehatan RI menyampaikan bahwa
pada tahun 2018 jumlah kasus baru kanker di Indonesia mencapai 348.809 kasus
dengan kematian 207.210 jiwa (Nasution et al., 2024). Jenis kanker yang paling
sering umum terjadi adalah kanker paru-paru juga merupakan penyebab utama
kematian akibat kanker, dengan perkiraan 1,8 juta kematian (18,7%), diikuti oleh
kanker kolorektal (9,3%), hati (7,8%), payudara wanita (6,9%), dan perut (6,8%)
(Bray et al., 2024).

Salah satu kanker yang mulai meningkat kasusnya yaitu kanker prostat yang
menempati urutan ke-2 kanker yang paling umum terjadi pada laki-laki di dunia
dengan jumlah kasus sebanyak 1.414.259 jiwa pada tahun 2020. Di Indonesia,
Global Cancer Statistics menunjukkan bahwa kanker prostat adalah kanker
kelima yang paling umum terjadi pada pria di Indonesia, dengan jumlah kasus
baru sebanyak 13.563 jiwa pada tahun 2020 sebagaimana dilansir dari data
International Agency for Research on Cancer. Kanker prostat dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor risiko seperti merokok, kelebihan berat badan, kurangnya
aktivitas fisik, dan perubahan pola reproduksi yang terkait dengan urbanisasi dan
pembangunan ekonomi telah meningkatkan kasus kanker (Gomes et al., 2015;

Nguyen et al., 2014; Noman et al., 2021).

2.3.1 Kanker Prostat
Kanker prostat adalah kanker yang berasal dari organ prostat; hampir semua

kanker prostat berasal dari sel-sel kelenjar, dikenal dengan istilah adenokarsinoma
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prostat. Kanker prostat sebagian besar (70-80%) berasal dari zona perifer
(Lawrenti, 2019). Organ prostat terletak di depan rektum dan di bawah kandung
kemih. Organ ini berperan menghasilkan cairan yang memberi perlindungan dan
nutrisi pada sel spermatozoa dalam semen, sehingga membuat semen menjadi
lebih cair. Organ prostat tumbuh cepat selama masa pubertas dipengaruhi oleh
hormon androgen, terutama testosteron yang dihasilkan oleh testis. Organ ini
terbagi atas zona perifer, zona transisional, zona anterior, dan zona sentral. Ukuran
organ ini biasanya tidak berubah atau tumbuh lambat pada orang dewasa. Kanker
Prostat merupakan pertumbuhan sel prostat yang kadang tidak menimbulkan
gejala, namun karena terus berkembang maka dapat menyebabkan rasa sakit pada
penderita serta hambatan saat buang air kecil (Arwansyah et al., 2014).

Kanker prostat stadium awal umumnya tidak bergejala. Namun, pada bebe-
rapa kasus ditemukan gejala lokal, seperti sering buang air kecil, berkurangnya
pancaran urin, urgensi, dan hematuria (Lawrenti, 2019). Jika sudah memasuki
stadium lanjut, maka muncul gejala kesulitan buang air kecil, termasuk; (1) buang
air kecil yang sering di malam hari, (2) aliran urine yang lemah atau terputus-
putus, (3) kesulitan menahan buang air kecil, (4) rasa tidak lengkap saat buang air
kecil, (5) nyeri atau terbakar saat buang air kecil atau ejakulasi, (6) darah dalam
urine atau sperma, (7) nyeri panggul atau punggung bagian bawah, (8) penurunan

berat badan yang drastis dan kesulitan dalam ereksi (Christina et al., 2022).

2.3.2 Faktor Risiko

Terdapat beberapa faktor yang dapat meningkatkan terjadinya kanker prostat
seperti merokok, usia, ras, genetik, kelebihan berat badan, kurangnya aktivitas
fisik dan lain-lain. Salah satunya adalah kebiasaan merokok. Rokok mengandung
lebih dari 4000 bahan kimia, di antaranya 60 diklasifikasikan sebagai karsinogen
kelas 1 dan kelas 2 oleh International Agency for Research on Cancer (IARC).
Komponen seperti Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) dalam rokok dapat
mengaktifkan metabolisme, menghindari proses detoksifikasi, dan berikatan
dengan DNA sehingga memicu aktivitas karsinogenik. Polimorfisme fungsional
pada gen-gen yang berperan dalam metabolisme hidrokarbon aromatik polisiklik

(PAH) dan proses detoksifikasi diketahui dapat memodulasi pengaruh paparan
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asap rokok terhadap risiko terjadinya kanker prostat. Kebiasaan merokok turut
berkontribusi terhadap perubahan keseimbangan hormonal, di mana pria perokok
dilaporkan memiliki kadar androsteron dan testosteron yang lebih tinggi, yang
secara potensial dapat meningkatkan kerentanan terhadap kanker prostat (Perdana
etal., 2016).

Usia menjadi salah satu faktor yang meningkatkan risiko penyakit kanker
prostat. Kanker prostat jarang ditemukan pada laki-laki berusia di bawah 40
tahun, namun risikonya meningkat setelah usia 50 tahun. Enam dari sepuluh kasus
kanker prostat terjadi pada pria berusia di atas 65 tahun (Kemenkes, 2015). Selain
itu, faktor ras juga turut berpengaru, di mana kanker prostat lebih sering terjadi
pada orang Afrika-Amerika dan pria keturunan Karibia di Amerika Serikat. Ras
Afrika diketahui memiliki risiko lebih tinggi terhadap kanker prostat dibanding-
kan dengan ras Asia maupun Hispanik (Kemenkes, 2015).

Riwayat keluarga menjadi faktor risiko penting lainnya. Anggota keluarga
dekat, seperti ayah atau saudara laki-laki, yang didiagnosis kanker prostat pada
usia muda (di bawah 50 tahun) dapat meningkatkan risiko dua kali lipat terkena
kanker prostat. Risiko ini dapat meningkat menjadi tujuh hingga delapan kali lipat
jika terdapat dua atau lebih anggota keluarga yang menderita kanker prostat
(Kemenkes, 2015).

Obesitas juga dikaitkan dengan risiko kanker prostat, karena berhubungan
dengan perubahan level metabolik dan hormon steroid yang mendukung pertum-
buhan dan perkembangan sel prostat serta proses onkogenesis. Obesitas, terutama
bila disertai dengan kurangnya aktivitas fisik, dapat menyebabkan resistensi insu-
lin, peningkatan kadar glukosa darah, dan menciptakan kondisi yang mendukung
perkembangan kanker. Diagnosis kanker prostat pada pria obesitas sering kali
terlambat karena sulit terdeteksi, mengingat ukuran prostat yang lebih besar dan
kadar PSA yang cenderung lebih rendah, sehingga perlu mempertimbangkan Body
Mass Index (BMI) saat menginterpretasikan hasil pemeriksaan PSA (Perdana et
al., 2016). Selain faktor-faktor yang telah disebutkan, faktor lain yang dapat
meningkatkan risiko kanker prostat meliputi konsumsi alkohol, gaya hidup,
mutasi genetik, penyakit metabolik lain, status pernikahan, serta riwayat

vasektomi (Ati et al., 2021).



20

Kanker prostat dapat diobati melalui jalur operasi apabila sel kanker masih
berada pada stadium awal dan belum menyebar ke jaringan lain (Lawrenti, 2019).
Kanker prostat yang telah bermetastasis pengobatan yang dapat dilakukan berupa
terapi radiasi atau kemoterapi. Pengobatan tersebut dapat menimbulkan efek sam-
ping berupa kerusakan pada sel-sel sehat serta memerlukan biaya pengobatan ya-
ng cukup besar (Christina et al., 2022; Lawrenti, 2019). Sebagai respons terhadap
efek samping yang ditimbulkan oleh terapi kimiawi konvensional, berbagai alter-
natif pengobatan berbasis bahan alami mulai dikembangkan. Salah satu kandidat
potensial adalah teripang, yang diketahui mengandung senyawa bioaktif berupa
saponin (triterpen glikosida) dengan aktivitas antikanker melalui mekanisme

penghambatan pertumbuhan sel kanker (Putram et al., 2017).

2.4 Antikanker

Antikanker merupakan suatu bahan yang digunakan untuk pengobatan penya-
kit kanker. Bahan yang memiliki aktivitas antikanker sering disebut dengan senya-
wa sitotoksik. Mekanisme kerjanya dengan cara mempengaruhi metabolisme
asam nukleat, terutama DNA dan biosintesis protein, sehingga mengganggu per-
kembangan sel kanker (Nursid et al., 2013; Putri et al., 2023). Senyawa antikanker
dapat menimbulkan kematian sel kanker melalui beberapa mekanisme kerja de-
ngan memacu apoptosis (Ru et al., 2022), karena apoptosis merupakan program
sel yang berperan memanipulasi untuk memacu kematian sel. Gen dan protein
yang berperan di dalamnya dapat menjadi target pengembangan antikanker.

Aktivitas antikanker dapat diamati melalui uji sitotoksisitas. Salah satu uji
sitotoksisitas yang umum digunakan dengan metode uji mikrotetrazolium (MTT).
Uji mikrotetrazolium memiliki kelebihan yaitu relatif cepat, sensitif, akurat, digu-
nakan untuk mengukur sampel dalam jumlah besar dan hasilnya bisa untuk mem-
prediksi sifat sitotoksik suatu bahan (Amir & Murcitro, 2017). Uji mikrotetra-
zolium digunakan untuk menyelidiki mekanisme aktivasi sel dan kerusakan sel
secara kolorimetri dan didasarkan pada bioreduction garam tetrazolium ke for-
mazan (Dhande & Patil, 2024).

Menurut Beniwal et al. (2022) uji tersebut memanfaatkan senyawa 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazolium bromida (MTT), yang secara spesifik
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dapat direduksi oleh enzim dehidrogenase mitokondria dalam sel yang meta-
boliknya aktif. Pada sel hidup dan berproliferasi, enzim oksidoreduktase
(NAD(P)H-dependent dehydrogenase) yang berada di dalam mitokondria akan
memindahkan elektron dari NADH atau NADPH ke gugus tetrazolium pada MTT
(berwarna kuning) menjadi produk akhir berupa kristal formaza berwarna ungu
(gambar 4). Sel yang telah mati atau mengalami kehilangan aktivitas metabolik
tidak mampu melakukan proses reduksi, sehingga tidak terbentuk formazan.
Kristal formazan dapat diukur pada panjang gelombang maksimal 570 nm.
Namun, spektrum maksimum bisa bergeser tergantung kondisi media dan pelarut
(Ghasemi et al., 2021).

Uji aktivitas antikanker digunakan untuk menentukan nilai ICso (/nhibitory
Concentration). Nilai ICso menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan
hambatan proliferasi sel 50 % dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senya-
wa terhadap sel kanker. Semakin besar nilai ICso senyawa tersebut semakin tidak
toksik (Hafner et al., 2016). Aktivitas antikanker mempunyai tiga kategori
menurut National Cancer Institute (NCI) yaitu, sangat aktif jika ICso <30 pg/ml,
moderat aktif jika ICso 30-100 pg/ml, dan tidak aktif jika ICsp > 100 pg/ml.
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Gambar 4. Reaksi kimia reagen garam MTT menjadi formazan,
Sumber : (Beniwal et al., 2022)



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
3.1.1 Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan selama tujuh bulan, yaitu dari bulan April hingga Dese-
mber 2024. Pengambilan sampel teripang dilakukan pada bulan April oleh nela-
yan lokal. Kegiatan penelitian di laboratorium dilakukan dari bulan Mei s/d Ok-
tober 2024, analisis dan pengolahan data dilakukan dari bulan Oktober s/d Dese-
mber 2024.

3.1.2 Tempat Penelitian

Sampel teripang didapatkan dari perairan Teluk Lampung. Sampel teripang
diambil langsung oleh nelayan lokal dan dikirim dalam kondisi beku ke Labo-
ratorium Genomik dan Cryo-EM Badan Riset dan Inovasi Nasional, Cibinong,
Bogor. Kegitan Ekstraksi, fraksinasi, identifikasi molekuler, uji kuantifikasi sapo-
nin, uji antikanker teripang dilakukan di Laboratorium Genomik dan Cryo-EM
Badan Riset dan Inovasi Nasional, Cibinong, Bogor. Identifikasi morfologi teri-
pang dilakukan di Laboratorium Keanekaragaman Hayati, Badan Riset dan Ino-
vasi Nasional, Cibinong, Bogor. Analisis statistika dilakukan di Laboratorium
Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas

Lampung.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada penelitian menggunakan beberapa bahan bio-
logis dan kimiawi, serta peralatan laboratorium untuk mendukung seluruh rang-
kaian proses analisis. Adapun bahan dan alat yang digunakan dalam penelitian

sebagai berikut.
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Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Bahan yang digunakan dalam penelitian.

No Nama Bahan konsentrasi  Spesifikasi Keterangan/fungsi

1 Teripang 239 gram Lokal Sebagai sampel analisis.

2 Ethanol 99% Sigma Sebagai pelarut dalam kegiatan

(PA) maserasi dan isolasi spikula.

3 Aquades - Genomik  Sebagai pelarut dalam
membuat etanol 70%.

4 Butanol 99% Sigma Pelarut dalam proses partisi

(PA) yang mengikat senyawa polar.

5 MilliQ (aquabidest) - Genomik Sebagai pelarut ekstrak.

6 n-Heksan 99% Sigma Pelarut dalam proses partisi

(PA) yang mengikat senyawa non
polar.

7 Metanol 99% Sigma Pelarut yang digunakan dalam

(PA) mencuci labu evaporasi.

8 Alkohol 70% Teknis Untuk mensterilkan alat yang
akan digunakan.

9  Larutan pemutih - Bayclin Untuk meluruhkan spikula.

10 (Tris-acetate) TAE buffer 50x Pro Untuk melarutkan agarose,

analisis memastikan arus listrik
mengalir melalui gel serta
memungkinkan asam nukleat
bergerak melalui matriks
agarose, stabilitas pH dan
konsentrasi ion saat
elektroforesis.

11 Agarose - Vivantis Untuk memisahkan molekul
DNA, RNA, dan protein dalam
berbagai ukuran.

12 Vanillin - Sigma Untuk mengidentifikasi

(PA) senyawa saponin dan terpenoid

13 Saponins from Quillaja Bark - Sigma Sebagai standar dalam uji total

(PA) kandungan saponin.
14 Asam sulfat 98% Sigma Untuk mengidentifikasi
(PA) senyawa saponin dan
terpenoid.
15 Medium MEM - Sigma Sebagai media pertumbuhan
(PA) sel.

16  Penisillin-streptomisin - gibco Sebagai antibiotik untuk
mencegah kontaminasi bakteri.

17  Fetal bovine serum - Sigma Sebagai nutrisi dalam
pertumbuhan sel.

18  Amphotericin B - Gibco Sebagai antimikotik untuk
mencegah kontaminasi jamur.

19  Phosphate Buffer Saline (PBS) - Gibco Untuk pencucian pada kultur
sel.

20 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) - Sigma Pelarut yang digunakan untuk
menyimpan ekstrak.

21  Pereaksi MTT atau (3-(4, 5- - Sigma Untuk mengukur aktivitas

dimetiltiazolil-2)-2, 5-
difeniltetrazolium bromida)

mitokondria sel hidup dalam
uji sitotoksik.
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Tabel 2. Bahan yang digunakan dalam penelitian (Lanjutan).

No Nama Bahan Konsentrasi Merek Keterangan/fungsi
22 Tripsin -EDTA - Gibco Untuk melepaskan sel.
(Ethylenediaminetetr
aacetic Acid)
23 Sodium Dodecyl! 10% Tribioscience Untuk menghentikan reaksi
Sulphate. (SDS) dengan menghancurkan sel dan
menghentikan aktivitas
enzimatik dan melarutkan
kristal formazan.

24 KIT TIANamp - TIANGEN Untuk mengekstraksi DNA .

25  Primer COl1 - Thermoscientific ~Untuk mengawali reaksi
replikasi DNA, menentukan
fragmen DNA yang akan
diamplifikasi, dan membatasi
fragmen DNA target yang akan
diamplifikasi

26 KOD Neo Fx - Thermoscientific enzim DNA polimerase dalam
proses PCR.

27 dntp’s - Thermoscientific ~Untuk bahan penyususn DNA,
energi sisntetis DNA dan
spesifitas basa dalam proses
PCR.

28  KOD Neo buffer - Thermoscientific Untuk menstabilkan pH,
penyedia ion dalam proses
PCR.

29  Ultra pure water - Thermoscientific ~Untuk pelarut reagen dan
menghindari kontaminasi.

30 Loding dye - Thermoscientific ~Sebagai penanda pergerakan
DNA dan membantu
memastikan bahwa sampel
tenggelam ke dasar sumur gel
agarose.

31 Marker - Thermoscientific ~Sebagai acuan untuk
mengetahui ukuran DNA hasil
amplifikasi.

32 Pewarna atau Dye 100x Thermoscientific =~ Sebagai pewarna molekul
tertentu agar dapat dilihat atau
dianalisis.

33 KIT purifikasi DNA - Geneaid Untuk mempurifikasi DNA.

3.2.2 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 3. Alat-alat

pendukung lainnya disajikan pada lampiran 1.

Tabel 3. Alat yang digunakan dalam penelitian.

No Nama Alat Konsentrasi Spesifikasi Keterangan/fungsi
1 Rotary vakum - Buchi R-300 Untuk memekatkan ekstrak.
evaporator
2 Sonikator - Elmasonic Untuk melarutkan ekstrak.
3 Hot plate - Biobase Untuk mengeringkan fraksi hasil
partisi dengan metode waterbath.
4  Tlask 25 cm? Biologix Wadah kultur sel.
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Tabel 3. Alat yang digunakan dalam penelitian (Lanjutan).

No Nama Alat Konsentrasi Spesifikasi Keterangan/fungsi
5 Mini centrifuge - Thermo Untuk memisahkan dan
Scientific mengisolasi partikel dalam
medium cair.
6 Vortex mixer - Thermo Untuk mencampur larutan yang
Scientific ada di dalam microtube.

7 Centrifuge - Tomy MDX-310 Untuk memisahkan komponen sel
dalam larutan atau suspensi.

8 Bio safety - Thermo Untuk melindungi pengguna,

cabinet Scientific 1300 meminimalisir kontaminasi, dan
series A2 menjaga lingkungan kerja dari
bahaya mikroorganisme.

9 PCR Gradient - Eppendorf Alat PCR.

Mastercycler®
nexus

10  Elektroforesis Bio-Rad Untuk memisahkan, menganalisis,
dan mengidentifikasi.

11 Transilluminator - Analitikjena Untuk mengvisualisasi DNA

uv setelah proses elektroforesis.

12 Microplate 96 well Biologix Wadah yang digunakan untuk
melakukan uji MTT dan uji
vanilin-sulfat dengan membaca
absorbansi.

13 Dry block - BioSan TDB- Untuk inkubasi pemanas kering

inkubator 100 berbasis blok dengan kontrol suhu
yang presisi.

14  Inkubator CO, - Scinteck Untuk mengatur kadar karbon
dioksida (CO2) dan faktor lain
seperti suhu dan kelembaban agar
sesuai dengan lingkungan alami
sel.

15  Mikroskop - (Olympus Untuk mengamati kultur sel dan

inverted CKKS53, CX23 spikula.
dan BX53)

16  Hemocytometer - - Untuk menghitung jumah sel.

17  Microplate - Thermo Untuk mengukur absorban sampel

reader scientific uji MTT dan uji vanilin-sulfat.

18  Software - - Pengolahan data hasil sekuencing.

Bioedit 7 dan
Mega X

19  Software Excel - Office 2021 Pengolahan data uji kuantifikasi
saponin dan uji antikanker.

20 Labuevaporasi 250 ml, 500  Pyrex dan duran  Untuk menampung maserat saat

mldan 1 L evaporasi.

21  Erlenmeyer (1L,500ml, Duran, Iwaki Alat untuk melakukan maserasi,

100 ml) menampung maserat dan hasil
partisi.

22 Kertas saring - - Untuk menyaring maserat.

23 Timbangan - Sartorius Untuk menimbang sampel dan

analitik bahan kimia yang digunakan
dalam uji.

24 Corong pisah 250 ml - Wadah pemisah dalam kegiatan

partisi.
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3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian menggunakan metode eksperimental untuk mengetahui
potensi antikanker H. leucospilota terhadap sel kanker prostat (PC3). Potensi anti-
kanker diketahui melalui nilai ICso dari deret konsentrasi yang berbeda. Konsen-
trasi yang digunakan yaitu 3,125 ppm; 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25 ppm; dan 50 ppm
dengan tiga kali pengulangan pada setiap konsentrasi. Media kultur sel, suhu,
inkubator berada pada kondisi seragam. Data hasil aktivitas antikanker dianalisis
untuk mengetahui apakah respon penghambatan pertumbuhan sel kanker prostat
(PC3) secara statistik dipengaruhi oleh perbedaan konsentrasi. Data dianalisis
dengan model uji ANOVA one way pada tingkat signifikansi (a) sebesar 0,05,
karena data memenuhi asumsi data numerik, asumsi independensi, serta asumsi
distribusi normal dan homogenitas varians. Jika ditemukan perbedaan yang sig-
nifikan, dilakukan uji Least Significant Difference (LSD) pada tingkat signifikansi
(o) sebesar 0,05 untuk mengetahui pasangan rata-rata kelompok mana yang ber-

beda secara signifikan.

3.4 Prosedur Penelitian

Penelitian menggunkan prinsip assay-guided isolation digunakan sebagai
panduan dalam setiap tahap pemisahan dan pemurnian senyawa, sehingga hanya
fraksi atau senyawa yang aktif secara biologis yang dilanjutkan ke tahap berikut-
nya. Penelitian dilakukan dalam beberapa tahapan, yaitu preparasi sampel teri-
pang, identifikasi secara morfologi dan molekuler, ekstraksi, fraksinasi, uji kuan-
tifikasi saponin, dan uji sitotoksisitas. Prosedur penelitian disajikan pada (Gambar
5). Prosedur uji sitotoksisitas sebelumnya disiapkan terlebih dahulu media dan

kultur sel kanker prostat yang akan digunakan untuk uji.

3.4.1 Preparasi Sampel Teripang

Preparasi sampel teripang mengacu pada (Fitri et al., 2024). Sampel teripang
beku dicairkan melalui perendaman dalam air bersuhu ruang. Setelah proses pen-
cairan selesai, sampel dicuci secara menyeluruh, termasuk bagian saluran pencer-
naannya, untuk memastikan tidak ada sisa pasir yang tertinggal. Teripang yang su-

dah dicuci kemudian ditiriskan di atas nampan untuk mengurangi kadar airnya.
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Teripang yang sudah tiris disisihkan satu ekor untuk diidentifikasi dan yang

lainnya dipotong-potong ukuran + 1 — 2 cm menggunakan gunting untuk di

ekstraksi.
Preparasi sampel teripang Pembuatan media
i kultur sel
Identifikasi spesies teripang i_“i;z;;;l_f;};;ﬁ EM _“E
| kultur sel EMEM |
l i r“,i.'};"'."""'.
: . oo : awing
Ekstraks: sampe_l teripang H. Media Kultur | | selkanker |
leucaspilota mmmmmmeaan ;I- ----------- i prostat |
i Kultur sel kanker
Fraksinasi ekstrak kasar teripang prostat (PC3)
H. leucospilota
ij {Sel konfluen atau sudah menempel|
_______ pada dasar wadah kultur |
Uji sitotoksisitas
l dilakukan sambil Panen sel kanker
memmggu fraks kermg
Uiji kuantifikasi saponin l
i i rekultur pada mikroplate 96 well i

Analisis data

Gambar 5. Prosedur penelitian.

3.4.2 Identifikasi Spesies Teripang
Identifikasi merupakan tahapan awal yang dilakukan dalam mengeksplorasi
suatu organisme. Identifikasi dilakukan melalui pendekatan morfologi dan mole-

kuler sebagai berikut :

3.4.2.1 Identifikasi Morfologi

Identifikasi dilakukan dengan mengamati morfologi luar berupa bentuk, uku-
ran, warna dan morfologi dalam berupa spikula H. leucospilota. Prosedur identifi-
kasi spikula mengacu pada (Khatulistiani et al., 2022). Identifikasi spikula dilaku-
kan dengan cara memotong sampel teripang menjadi bagian-bagian kecil dari da-
ging dorsal, ventral, dan tentakel (sekitar | mm?). Sampel teripang disimpan di
atas kaca preparat, kemudian ditetesi larutan NaOCI atau larutan pemutih untuk

memisahkan spikula dari dagingnnya dan diinkubasi sekitar 30 menit hingga 1
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jam hingga menghasilkan endapan spikula. Sampel daging teripang yang tidak
luruh dibuang menggunakan tisu. Endapan spikula dibilas menggunakan aqua-
bides untuk menghilangkan sisa larutan NaOCl, proses diulang sebanyak 3 kali
atau sampai tidak ada bau dari larutan NaOCI dan mendapat isolat spikula. Isolat
spikula yang sudah bersih ditetesi dengan etanol 96% agar spikula menyebar dan
tidak menumpuk saat diamati di mikroskop, kemudian spikula diinkubasi 12 jam
sampai spikula mengering. Isolat spikula diamati di bawah mikroskop Olympus

CX23 dengan perbesaran lensa objektif 20x dan 40x.

3.4.2.2 Identifikasi Molekuler

Identifikasi dilakukan di Lab Molekuler, Laboratorium Genomik, Badan riset
dan Inovasi Nasional Cibinong. Identifikasi molekuler mengacu (Patantis et al.,
2019). Tahapan identifikasi molekuler yaitu :

1. Ekstraksi DNA dengan TIANamp
1.1 Preparasi sel teripang

Bagian kulit luar teripang dipotong sampai mengenai sedikit daging + 30 mg.
Sampel teripang dimasukkan ke dalam microcentrifuge tube 1,5 ml. Pasir steril
ditambahkan ke sampel teripang dan sampel dihaluskan menggunakan pastel. Se-
telah itu, buffer GA sebanyak 200 pul ditambahkan untuk membantu memecahkan

sel, dan sel teripang divortex selama 15 detik.

1.2 Melisis sel teripang

Proses lisis sel teripang dengan ditambahkan proteinase K sebanyak 20 pl, di-
vortex dan di inkubasi pada suhu 56°C selama 0,5 — 2 jam atau sampai 12 jam. Sel
teripang ditambahkan larutan Buffer GB sebanyak 200 pul ke dalam microcentri-

fuge tube, lalu di-vortex dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu 70°C.

1.3 DNA binding

Proses DNA binding diawali dengan menambahkan 200 pul etanol (96-100%),
lalu divortex selama 15 detik. Dipindahkan supernatan ke spin column CB3. Sam-
pel DNA disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 30 detik, lalu supernatan dibu-
ang. Spin column ditambahkan 50 pl buffer GD, lalu disentrifugasi pada 12.000

rpm selama 30 detik dan supernatan dibuang.
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1.4 Pencucian

Setelah proses DNA binding, selanjuntnya dilakukan proses pencucian DNA
dengan menambahkan 500 pl buffer PW ke dalam sampel lalu disentrifugasi pada
12.000 rpm selama 30 detik. Supernatan dibuang dan proses pencucian diulangi
sebanyak 2 kali. Sampel disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 2 menit untuk

mengeringkan membran silika.

1.5 Elusi

Pada tahap elusi spin column dipindahkan ke micro tube baru dan ditambah-
kan 50 pl larutan buffer TE ditengah-tengah membran, lalu diinkubasi pada suhu
ruang selama 2 menit. Selanjutnya sampel disentrifugasi pada 12.000 rpm selama
2 menit. Membran silika dibuang dan cairan yang mengandung DNA pada mikro-

tube disimpan pada suhu -20 untuk digunakan sebagai template PCR.

2. Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA atau PCR (Polimerase Chain Reaction) diawali dengan pem-
buatan PCR mix yang terdiri dari primer COleF(forward) dan CO1eR (reverse),
KOD Fx Neo master mix (1 pL KOD Neo, 25 pL buffer, 10 uL dNTPs, 1,5 pLb
primer, 1 pL template DNA, 10 puL UPW). Template DNA dimasukkan ke dalam
tabung PCR lalu diamplifikasi dengan menggunakan mesin PCR (Eppendorf
Mastercycler® nexus).

Amplifikasi PCR menggunakan metode touchdown, metode ini merupakan
modifikasi dari PCR dasar dimana suhu anneling diturunkan untuk meningkatkan
spesifikasi PCR. Tahap awal denaturasi pada suhu 98°C selama 3 menit, selanjut-
nya 98°C selama 30 detik, annealing pada suhu 55°C selama 30 detik, ekstensi
72°C selama 1 menit sebanyak 11 siklus. Kemudian siklusnya kembali diulang
dari denaturasi pada suhu 98°C selama 3 menit, selanjutnya 98°C selama 30 detik,
annealing pada suhu 55°C selama 30 detik, ekstensi 72°C selama 1 menit seba-
nyak 25 siklus dilanjutkan dengan ekstensi akhir suhu 72°C selama 7 menit dan

10°C £ 30 menit untuk penyimpanan.
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3. Pembuatan Gel Agarose

Agarose dibuat dengan melarutkan 0,6 g agarose (vivantis) dalam 70 ml tris-
acetate-EDTA (ethylenediaminetetraacid) buffer 1x. Larutan agarose dipanaskan
sampai mendidih dan larut (bening). Larutan agarose dimasukkan dalam pencetak
gel yang telah dipasangi well comb. Gel agarose ditunggu sampai memadat (seki-

tar 20 menit).

4. Elektroforesis

Gel agarose dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan TAE
1x. Marker 100bp dimasukan ke dalam salah satu ujung sumuran, lalu DNA sam-
pel yang telah dicampur dengan cairan “loading dye” dimasukkan ke dalam sumur
dengan perbandingan 2:1. Elektroda dihubungkan dengan power supply, kemudi-
an dinyalakan selama 40 menit. Alat elektrofofresis dimatikan, kemudian gel dari
alat tersebut diambil. Gel dipindahkan ke dalam UV transilluminator, kemudian

diamati hasilnya pada komputer.

5. Purifikasi

Gel agarose yang mengandung pita DNA dipotong dan dimasukan kedalam
micro tube = 300 mg. Microtube ditambahkan 500 pl PCR buffer dan diinkubasi
pada suhu 55-60°C selama 10-15 menit sampai gel larut. Sampel DNA sebanyak
800 pl dipindahkan ke DFH column dalam collection tube dan disentrifugasi pada
14.000 rpm selama 30 detik, lalu supernatan dibuang. DNA dicuci dengan me-
nambahkan 600 ul wash buffer diinkubasi selama 1 menit. DFH column disentri-
fugasi pada 14.000 rpm selama 30 detik, kemudian supernatan dibuang dan di-
ulangi sebanyak 2 kali. DFH column disentrifugasi kembali pada 14.000 rpm
selama 3 menit untuk mengeringkan matriks column. DFH column dipindahkan
ke micro tube 1,5 ml, kemudian ditambahkan 20-50 pl elusi buffer yang sudah
dihangatkan pada suhu 60-70°C. DFH column diinkubasi selama 2 menit agar
elusi dapat terserap dengan baik, kemudian DFH column disentrifugasi pada
14.000 rpm selama 2 menit. DHF column dibuang dan cairan yang mengandung

DNA pada micro tube disimpan pada suhu -20 untuk di sekuensing.
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6. Pengolahan Data Sekuensing

Gen CO1 rDNA teripang dianalisis di Laboratorium Pusat Sekuensing, KST
Soekarno BRIN Cibinong untuk memperoleh urutan rantai DNA. Analisis data
sekuensing dilakukan dengan menggunakan program software Mega X dan Bio-
edit 7. Hasil sekuensing dari masing-masing primer forward dan reverse, selanjut-
nya dilakukan penggabungan dengan merubah hasil sekuensing reverse untuk di-
lakukan pembalikan berpasangan (reverse complement). Untuk analisis sequence
alignment, dilakukan dengan membandingkan sekuens yang diperoleh (query)
dengan sekuens yang telah ada pada Gen Bank dengan database searches NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan BLAST (Basic Local Align-ment
Search Tool) untuk mendapatkan sekuen yang memiliki kekerabatan paling dekat.

Kekerabatan antar sekuen dianalisis filogenik menggunakan aplikasi Mega X.

3.4.3 Ekstraksi Sampel H. leucospiota

Prosedur ekstrkasi mengacu (Fitri et al., 2024). Sampel awal teripang basah
yang sudah dipotong sebanyak 293 g dimasukan ke dalam erlenmeyer 1 liter, lalu
ditambahkan etanol 70% sebanyak 600 ml atau sampai sampel terendam sempur-
na oleh pelarut. Sampel teripang direndam selama 24 jam (pelarut berubah warna
dan bau). Hasil perendaman berupa maserat disaring dengan kertas saring, peren-
daman diulangi sebanyak 4 kali dan maserat dikumpul dalam satu wadah dari se-
tiap pengulangan.

Maserat kemudian dipekatkan menggunakan rotary vakum evaporator pada
tekanan vakum 73 — 34 mbar , suhu chiller 6°C, suhu waterbath 37°C — 50°C, dan
rotasi 60 rpm hingga didapatkan ekstrak kasar berbentuk pasta. Ekstrak kasar di-
masukan ke dalam botol vial dan ditimbang, kemudian dihitung nilai rendemen-
nya.

Rendemen ekstrak merupakan perbandingan antara bobot ekstrak yang di-
hasilkan dengan bobot sampel awal sebelum diekstraksi. Persentase rendemen

ekstrak dihitung dengan menggunakan persamaan (1).
% Rendemen = g XT00%0 ...coooeeeeeeeeeeeeenmseeeeeeesssseeeeeeessa (1)

Keterangan :

Be = Bobot ekstrak (g)
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Bs = Bobot sampel awal (g)

3.4.4 Fraksinasi ekstrak kasar teripang H. leucospilota

Prosedur fraksinasi mengacu pada (Dewi et al., 2023) dengan metode partisi
cair-cair dimana pemisahan senyawa menggunakan dua pelarut (polar dan non
polar) yang tidak bercampur dan berbeda tingkat kepolarannya. Ekstrak kasar se-
banyak 2 g disuspensikan menggunakan 100 ml aquabides dan dimasukkan ke
dalam corong pisah. Kemudian, larutan ekstrak ditambahkan n-heksan sebanyak
50 ml dengan perbandingan volume n-heksan dan aquabides sebesar 1:2. Cam-
puran larutan dihomogenkan dalam corong pisah dan didiamkan sampai terbentuk
dua fase (1 — 12 jam). Pemisahan fraksi diulang sebanyak 3 kali. Fraksi heksan di-
kumpulkan dalam satu wadah, sedangkan fraksi aqueous yang didapat kemudian
dimasukkan dalam corong pisah dan ditambahkan butanol 50 ml. Lalu, campuran
larutan dihomogenkan dalam corong pisah dan didiamkan sampai terbentuk dua
fase (1 — 12 jam). Pemisahan fraksi diulang sebanyak 3 kali. Masing-masing fra-
ksi yang dihasilkan ditampung pada wadah yang berbeda. Fraksi n-heksan dan
butanol yang didapat kemudian dipekatkan menggunakan rotary vacum evapo-
rator, sedangkan fraksi aqueous dikeringkan menggunakan freeze dryer. Fraksi

yang sudah pekat atau kering disimpan dalam lemari pendingin.

3.4.5 Uji Sitotoksisitas

Seluruh prosedur uji sitotoksisitas mengacu pada (Nursid et al., 2019) mulai
dari preparasi sel kanker prostat (PC3) yang terdiri dari pembutan media kultur,
kultur sel kanker, panen sel yang siap digunakan untuk uji dan tahap pengujian
dengan metode MTT (Mikrotetrazolium). Tahapan yang dilakukan sebagai
berikut:

3.4.5.1 Pembuatan Media Kultur
Media kultur untuk sel prostat (PC3) dibuat dengan medium EMEM (eagle's

minimum essential medium) dengan 10% FBS (fetal bovine serum), 1% penisilin-
streptomisin, dan 0,5% AMP (amphotericin B) dari volume media kultur yang
akan dibuat. Media kultur disimpan di dalam pendingin suhu 4°C sampai akan

digunakan untuk kultur sel kanker.
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3.4.5.2 Kultur Sel Kanker

Media kultur dimasukan ke dalam konikal steril sebanyak 3 ml. Cryo tube
dikeluarkan dari deep freezer suhu -80°C dan dilelehkan pada suhu ruang. Sus-
pensi sel diambil sebanyak 1 ml, kemudian dipindahkan ke dalam konikal berisi
media kultur secara perlahan. Konikal disentrifugasi 3000 rpm selama 3 menit.
Supernatan dalam konikal dibuang, lalu ditambahkan 4 ml media kultur baru. Sel
diresuspen hingga homogen. Flask kultur diisi sebanyak 5 ml media kultur dan
dimasukan suspensi sel masing-masing 2 ml lalu dihomogenkan. Sel diamati de-
ngan mikroskop inverted, kemudian dimasukan ke dalam inkubator CO> dengan
aliran sebesar 5 ml/menit pada suhu 37°C selama 3x24 jam atau sampai sel 80%

konfluen.

3.4.5.3 Panen Sel Kanker
Media kultur dalam flask kultur dibuang jika sel kanker sudah konfluen 80%

(sel menempel dan menutupi dasar flask kultur dan sel saling menempel memben-
tuk lapisan monolayer yang padat) dan sel dicuci dengan 3 ml PBS. Kemudian
ditambahkan 1 ml tripsin EDTA 0,25% dan diinkubasi selama 2-3 menit, selanjut-
nya ditambahkan 3 ml media kultur untuk menonaktitkan kinerja tripsin EDTA
0,25%, sel diresuspen secara perlahan sehingga semua sel lepas dari dasar flask
kultur. Suspensi sel dipindahkan ke dalam konikal dan disentrifugasi 3000 rpm
selama 3 menit. Supernatan dibuang dan ditambahkan 4 ml media kultur baru, lalu
diresuspen secara perlahan. Suspensi sel dipindahkan sebanyak 10 pl ke dalam
hemositometer. Selanjutnya sel dihitung di bawah mikroskop inverted dengan
menggunakan bantuan hand counter. Sel dihitung pada empat kamar haemo-
cytometer (Gambar 6). Perhitungan jumlah sel per ml dengan menggunakan

persamaan 2.

TC/ml= E222 252D ¢ ©)
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Keterangan:

TC / ml = Jumlah sel terhitung/ml

> A = Jumlah sel pada kamar hitung A
> B = Jumlah sel pada kamar hitung B
> C =Jumlah sel pada kamar hitung C
>'D = Jumlah sel pada kamar hitung D

P |
A a AR
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— B
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Gambar 6. Skema perhitungan kepadatan sel kanker.
Sumber : (Zhang et al., 2020)

Kepadatan sel kanker prostat (PC3) yang digunakan pada uji sitotoksik adalah

2 x 10* sel pada tiap sumuran.

3.4.5.4 Uji Aktivitas Antikanker

Ekstrak dan fraksi teripang H. leucospilota diuji aktivitas antikanker dalam
menghambat pertumbuhan sel kanker prostat (PC3) dengan metode MTT (Mikro-
tetrazolium). Suspensi sel yang berjumlah 2 x 10%/100 pl dimasukkan ke dalam
sumuran 96 well dan diinkubasi dalam inkubator CO; dengan temperatur 37°C
selama 24 jam, cell plating uji disajikan pada (Lampiran 2). Masing-masing
ekstrak dan fraksi teripang dilarutkan menggunakan media kultur dan DMSO
(Dimethyl Sulfoxide) untuk membuat larutan stok. Penggunaan DMSO untuk

memudahkan ekstrak dan fraksi-fraksi larut, serta menjaga larutan stok tidak
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terdegradasi untuk uji lainnya. Konsentrasi larutan stok sebesar 10.000 ppm
dibuat dengan melarutkan sebanyak 10 mg ke dalam 1 ml media kultur dan
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) 5% (v/v). Konsentrasi uji dibuat dengan meng-
encerkan larutan stok, sehingga diperoleh konsentrasi uji 50 ppm. Pengenceran
dilakukan menggunakan persamaan (3).
VIXNI = V2XND ettt 3)
Keterangan:
Vi1 = Volume stok
Ni = konsentrasi stok
V2 = Volume uji
N: = Konsentrasi uji

Setelah 24 jam media lama diganti dengan media kultur yang mengandung
ekstrak kasar dan fraksi-fraksi teripang dengan konsentrasi yang sudah dibuat
sebelumnya sebanyak 100 pl sebanyak 3 kali pengulangan. Pengujian mengguna-
kan 3 jenis kontrol yaitu kontrol sel, kontrol sampel dan kontrol media, urutan pe-
ngujian disajikan pada (Lampiran 3). Mikroplate 96 well diinkubasi selama 24
jam dalam inkubator CO;. Setelah 24 jam, sel diamati dibawah mikroskop inver-
ted, lalu didokumentasikan. Kemudian, media dibuang dan disiapkan reagen MTT
5 mg dalam 1 ml Phosphate Buffer Saline (PBS), stok reagen MTT sebanyak 5
mg/ml dalam PBS diencerkan kembali dengan media kultur sehingga didapat kon-
sentrasi 500 pg/ml. Lalu tiap sumuran dimasukkan 100 pl reagen MTT. Mikro-
plate 96 well diinkubasi ke dalam inkubator CO; se-lama 4 jam. Setelah 4 jam,
ditambahkan 100 pl SDS 10% untuk menghentikan pembentukan kristal forma-
zan. Mikroplate 96 well diinku-basi kembali selama 12 jam pada suhu kamar dan
ruang gelap lalu dibaca absor-bansinya dengan ELISA reader pada panjang ge-
lombang 570 nm (Nursid et al., 2019).

Data absorbansi masing-masing sumuran dikonversi ke dalam persentase inhi-
bisi sel. Persentase inhibisi digunakan untuk menentukan persentase hambatan
dari suatu bahan (ekstrak sampel) yang dilakukan terhadap sel kanker. Persentase

inhibisi dihitung menggunakan persamaan (4) (Nursid et al., 2019).

CDAD) 4 100% 4)

% inhibisi="= = X100% oot s

Keterangan:
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A = absorbansi rata-rata sel dengan perlakukan

B = absorbansi rata-rata perlakukan

C = absorbansi rata-rata kontrol sel

D = absorbansi rata-rata kontrol media

Fraksi butanol diuji kembali untuk mengetahui nilai ICso, Nilai ICso menunjuk-

kan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50 % dan

menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa terhadap sel kanker. Langkah

kerja pengujian sebagai berikut :

a)

b)

d)

g)

h)

suspensi sel yang berjumlah 2 x 10*/100 pl dimasukkan ke dalam sumuran
96 well dan diinkubasi dalam inkubator CO2 5 ml/menit dengan tempera-
tur 37°C selama 24 jam;

pembuatan larutan uji dari larutan stok dengan metode pengenceran meng-
gunakan persamaan (3). Konsentrasi uji yang dibuat yaitu 50 ppm; 25
ppm; 12,5 ppm; 6,25 ppm; 3,125 ppm masing-masing dibuat 3 kali
ulangan. Perhitungan konsentrasi larutan uji disajikan pada Lampiran 4;
media kultur pada microplate 96 well diganti dengan media kultur yang
mengandung fraksi teripang dengan konsentrasi yang sudah dibuat se-
belumnya sebanyak 100 pl pada setiap sumuran (triplo). Pengujian meng-
gunakan 3 jenis kontrol yaitu kontrol sel, kontrol sampel dan kontrol
media (kontrol digunakan untuk validitas, dan interpretasi hasil uji);
microplate 96 well diinkubasi pada inkubator CO; selama 24 jam, lalu sel
diamati menggunakan mikroskop inverted dan didokumentasikan;

media kultur dibuang dan tiap sumuran dimasukkan 100 pul reagen MTT;
microplate 96 well diinkubasi pada inkubator CO; selama 4 jam;

setiap sumuran ditambahkan 100 pl SDS 10% untuk menghentikan pem-
bentukan kristal formazan;

microplate 96 well ditutupi tisu atau alumunium foil dan diinkubasi selama
12 jam pada suhu kamar dan ruang gelap; dan absorbansi dibaca dengan
microplate reader pada panjang gelombang 570 nm, data absorbansi
masing-masing sumuran dikonversi ke dalam persentase inhibisi sel

menggunakan persamaan (4).
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3.4.5 Uji Kuantifikasi Saponin

Prosedur uji kandungan saponin mengacu pada (Dewi et al., 2023; Fitri et al.,
2024). Ekstrak dan fraksi ditimbang dan dilarutkan dengan etanol 70% mencapai
konsentrasi 1000 ppm dengan volume 1mg/ml. Pembuatan larutan standar dilaku-
kan secara bertahap dengan metode pengenceran seri (serial dilution) dari larutan
induk saponin 5 mg/ml dalam etanol 70%. Pertama dimulai dengan mengambil 1
ml larutan induk tanpa pengenceran untuk menghasilkan larutan standar konsen-
trasi 5 mg/ml. Kemudian untuk memperoleh konsentrasi 2,5 mg/ml, sebanyak 0,5
ml larutan 5 mg/ml diencerkan dengan 0,5 ml etanol 70% dan seterusnya (Tabel
4). Ekstrak dan fraksi sebanyak 20 pl dipindahkan ke dalam micro tube baru.
Kemudian Ekstrak, fraksi dan standar ditambahkan vanillin 5% sebanyak 50 pl
dan asam sulfat 72% sebanyak 500 pl, kemudian diinkubasi pada suhu 60°C
selama 10 menit. Ekstrak, fraksi dan standar dipindah-kan ke dalam sumuran 96
well sebanyak 100 ul (duplo). Ekstrak, fraksi dan standart dibaca absorbansinya
pada panjang gelombang 540 nm menggunakan Microplate reader. Konsentrasi
saponin dihitung berdasarkan nilai absorbansi sampel dan diinterpolasikan ke
persaamaan regresi linear pada kurva standar (Gambar 7).

Tabel 4. Pengenceran seri konsentrasi standart.

Konsentrasi Standart Volume Standart Etanol 70 %
(mg/ml) (ml) (ml)
5 1 0
2,5 0,5 dari (5 mg/ml) 0,5
1,25 0,5 dari (2,5 mg/ml) 0,5
0,625 0,5 dari (1,25 mg/ml) 0,5
0,375 0,5 dari (0,625 mg/ml) 0,5
0 0 0,5
0.18
0.16 -
X y =0.0315x- 0,005
R?=0.99182
0.12
E 01
g oos e
8 o006 )
0.04
0.02 P
R

1 2 3 4 5
Konsentrasi saponin (mg/mL)

002 ©

Gambar 7. Hubungan antara konsentrasi larutan standar dengan nilai absorbansi
Sumber : (Patantis et al., 2019)
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3.5 Analisis Data

Analisis data hasil identifikasi teripang H. leucospilota dengan pendekatan
morfologi dan molekuler dianalisis secara deskriptif. Identifikasi morfologi teri-
pang berdasarkan ciri-ciri fisik seperti bentuk tubuh, warna, dan susunan spikula,
sementara pendekatan molekuler memverifikasi identitas spesies melalui perban-
dingan sekuens genetik dengan data referensi di GenBank.

Hasil uji sitotoksitas fraksi butanol dianalisis untuk mengetahui konsentrasi
senyawa yang dapat menghambat 50% pertumbuhan sel (ICso). Nilai ICso diper-
oleh melalui analisis regresi probit menggunakan perangkat lunak Minitab18.
Analisis probit menggunakan Minitab18 memberikan estimasi nilai ICso secara
statistik berdasarkan hubungan logaritmik antara konsentrasi senyawa dan tingkat
inhibisi sel

Data hasil penelitian berupa persen inhibisi dan konsentrasi dianalisis dengan
model uji one way ANOVA, karena data memenuhi asumsi data numerik, asumsi
independensi, serta asumsi distribusi normal dan homogenitas varians. Uji one
way ANOVA digunakan untuk menentukan apakah terdapat perbedaan varian-si
respon yang signifikan secara statistik antar kelompok perlakuan. Analisis dilaku-
kan pada tingkat signifikansi 5% (P < 0,05). Pengambilan keputusan pada hipo-
tesis yang diajukan yaitu:

1. Jika p-value < a: Tolak Ho, maka dapat diindikasikan bahwa terdapat mini-
mal satu konsentrasi yang memberikan perbedaan yang signifikan terhadap
penghambatan pertumbuhan sel kanker.

2. Jika p-value > a : Tolak H1, disimpulkan tidak ada perbedaan yang signifi-
kan terhadap penghambatan pertumbuhan sel kanker.

Setelah analisis ANOVA menunjukkan bahwa berbeda nyata (berdasarkan nilai

p < 0,05), maka melakukan uji lanjut LSD (Least Significant Difference) untuk
menentukan pasangan konsentrasi mana yang secara statistik menunjukkan perbe-
daan nyata dalam efek penghambatan pertumbuhan sel. Uji LSD bekerja dengan
membandingkan selisih rata-rata inhibisi antara dua konsentrasi dengan nilai
selisih terkecil yang masih dianggap signifikan (least significant difference). Jika
nilai selisih rata-rata inhibisi antar dua perlakuan melebihi nilai LSD yang dihi-

tung, maka perbedaan tersebut dianggap signifikan. Melalui uji LSD, dapat dike-
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tahui secara spesifik konsentrasi mana yang memberikan respon penghambatan
paling signifikan dibanding konsentrasi lain.

Hasil uji kuantifikasi saponin dianalisis secara deskriptif menggunakan Micro-
soft Excel 2021. Nilai absorbansi dari sampel dibandingkan dengan persamaan
linear kurva standar saponin (y=ax+b). Konsentrasi saponin dalam sampel dapat

dihitung menggunakan rumus:

y =ax+tb
y-b
X ="
a
keterangan :

x = konsentrasi saponin (mg/ml)
y = rata-rata absorbansi sampel
untuk mendapat konsentrasi total dapat mengalikan berat sampel dengan kon-

sentrasi saponin yang didapatkan.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1.

Kesimpulan dari penelitian ini sebagai berikut :

Teripang yang berasal dari Perairan Teluk Lampung berdasarkan morfologi
dan molekuler memiliki kemiripan dengan spesies H. leucospilota.

Ekstrak dan fraksi H. leucospilota memiliki potensi sebagai antikanker pros-
tat, dengan nilai ICso pada fraksi butanol 7,593 pg/ml yang menunjukkan
aktivitas antikanker yang tinggi karena nilai ICso < 30 pg/ml

Perbedaan konsentrasi memberikan pengeruh pada penghambatan pertumbu-
han sel kanker. Konsentrasi 50 ppm memberikan pengaruh yang paling sig-
nifikan diantara konsentrasi yang lain. Serta konsentrasi maksimal dalam uji
sitotoksisitas karena dapat menghambat 100% pertumbuhan sel kanker
prostat.

Konsentrasi saponin paling tinggi berada pada ekstrak kasar dan fraksi buta-

nol, selaras dengan aktivitas antikanker.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan terdapat beberapa saran untuk

penelitian selanjutnya yaitu :

1.

Ekstrak kasar dan Fraksi butanol H. leucospilota memiliki potensi dan pros-
pektif untuk dikembangkan dan diteliti lebih lanjut mengenai aktivitas anti-
kanker untuk sel lestari lainnya.

Identifikasi senyawa metabolit yang terkandung dalam teripang perlu dilaku-
kan untuk mengetahui golongan senyawa apa saja yang terkandung dan ber-
potensi untuk dikembangkan sebagai pengobatan antikanker atau pengobatan

lain.



3. Penggunaan konsentrasi dengan rentan yang sempit dapat memberikan
keakuratan nilai ICso dan pengujian dengan berbagai macam sel kanker
sangat diperlukan dengan maksud membandingkan keaktifan senyawa pada

sel yang berbeda.
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