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Abstract

In vitro study on effect of the methanol extract from marine sponge Acanthodendrilla sp. on mast cell degranulation induced with the white hen egg antigen actively, which different concentration have been studied. Result showed that methanol extract from marine sponge Acanthodendrilla sp. on concentration of 400 (g/ml decreased mast cell degranulation passive and actively induced with the 50 % concentration of the white hen egg antigen. Aminophyllin was used as standard, on concentration 100 (g/ml  decreased mast cell degranulation actively induced with the 50 % concentration of the white hen egg antigen. From the study showed that the effectiveness of methanol extract of marine sponge Acanthodendrilla sp. was 0,25 times than aminophyllin. A major compound was isolated from butanolic fraction of this sponge. It was separated by using coloum chromathography with stationary phase silica gel and sephadex LH-20, yielded a compound as colourless crystal, 60 mg which degradated at 255oC. Based on infra-red spectroscopy data and some chemical reactions, this compound was predicted as alkaloid.

PENDAHULUAN

Apabila benda asing masuk ke dalam tubuh, maka tubuh akan memberikan respon untuk mempertahankan diri, mekanisme ini di sebut dengan respon 

imun, jika respon imun berlebihan dapat menyebabkan kerusakan tubuh itu sendiri,  reaksi ini di sebut dengan hipersensitifitas. Salah satu bentuk manifestasi reaksi hipersensitifitas adalah reaksi alergi. Reaksi alergi terjadi karena adanya antigen yang masuk ke dalam tubuh sehingga tubuh membentuk antibodi jenis IgE. Dalam tubuh IgE terikat pada mastosit dan basofil melalui daerah khusus dari bagian Fc. Ikatan antara antigen dengan antibodi IgE akan menyebabkan degranulasi dari sel mast dan basofil sehingga melepaskan mediator – mediator kimia seperti : histamin, prostaglandin, bradikinin, asam arachidonat (Bratawidjaja, 1988; Bellanti, 1993; Subowo, 1993; Roiit, 1990). 

Pengobatan alergi dapat dilakukan dengan berbagai cara antara lain : meningkatkan antibodi IgG dan IgM sehingga antigen yang masuk dapat dihancurkan melalui sistem komplemen, pemberian obat yang berefek anti histamin, mengurangi kadar antibodi IgE sehingga ikatan antara antigen dengan antibodi IgE dapat dihambat, mencegah masuknya antigen kedalam tubuh, selain itu juga dapat dilakukan dengan menghambat terjadinya degranulasi mastosit sehingga tidak terjadi pelepasan mediator - mediator kimia yang dapat menstimulasi terjadinya reaksi hipersensitifitas (Aldi, 1994; Bratawidjaja, 2000 ).

Berdasarkan uji pendahuluan terhadap beberapa jenis spon laut, didapatkan bahwa spon laut Acanthodendrilla sp mempunyai aktivitas yang cukup bagus terhadap penghambatan degranulasi mastosit yang tersensitisasi pasif pada tikus putih jantan yang diinduksi dengan antigen putih telur ayam ras (Zurmiati, 2005).

Dari database Marinlit (2003) dinyatakan  bahwa spon laut Acanthodendrilla sp. Tergolong dalam  filum: porifera, kelas: demospongiae, ordo: dictyoceratida, family: irciniidae, genus: Acanthodendrilla. Kandungan kimia dari spon laut Acanthodendrilla sp adalah Acanthosterol, terdapat 10 derivat Acanthoterol yang merupakan steroid sulfat dan berkhasiat sebagai anti mikroba (Tsukamoto, 1989). Namun belum ada yang melaporkan tentang adanya alkaloid pada spon jenis ini. 
Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan penelitian untuk melihat pengaruh ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp terhadap penghambatan degranulasi sel mast yang tersensitisasi aktif dan pasif pada tikus putih jantan secara in-vitro (Aldi,2001; Kimura, 1978). Sebagai pembanding digunakan Aminophyllin, dimana enyawa ini  didalam tubuh diubah menjadi Theophyllin yang bekerja menghambat kerja enzim fosfodiesterase yang akan merusak cAMP, sehingga kadar cAMP meningkat, akibatnya degranulasi sel mast dapat dihambat(Katzung,1992). Selanjutnya penelitian terhadap isolasi senyawa alkaloid dari spon tersebut juga dilaporkan. 
Metodologi Penelitian

Alat dan Bahan Pengujian Aktivitas
Alat yang digunakan : Seperangkat alat destilasi, rotary evaporator, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet mikro, pipet tetes, gelas ukur, seperangkat alat bedah, jarum suntik, haemositometer, alat setrifus, inkubator, vortek, mikroskop, termometeer, vial, timbangan analitik, inkubator, lumpang dan stamfer, alat hitung.

Bahan yang digunakan spon laut Acanthodendrilla sp , metanol 96 %, putih telur ayam ras, prednison, Aminophyllin, larutan NaCl fisiologis 0,9 %, heparin, biru toluidin, Tyrode, gelatin 0,1 %, Na CMC, asam asetat glasial, formaldehid 37 %, NaCl, KCl, CaCl, MgCl, NaHPO4, NaHCO3, aquadest.

PELAKSANAAN PENELITIAN UJI AKTIVITAS
Pembuatan  Ekstrak Metanol

Spon laut Acanthodendrilla sp di timbang sebanyak 500 g kemudian di rajang kecil – kecil, maserasi dengan metanol 96 % selama 5 hari, di saring dengan kapas, maserasi di lakukan sebanyak 3 kali, gabungan maserat di uapkan secara in-vacuo dan rotary evaporator, sehingga di peroleh ekstrak kental yang tiadak dapat di tuang dan berat konstan.

Persiapan Hewan Percobaan 

Hewan yang digunakan adalah tikus putih jantan yang sehat dan belum pernah di perlakukan terhadap obat dengan  umur 3 bulan dan berat 200-250 g

sebanyak 10 ekor, ynag di kelompokkan menjadi 2 kelompok, masing – masing kelompok terdiri dari 5 ekor tikus, yang di gunakan untuk pengambilan anti sera, untuk perlakuan degranulasi mastosit tersensitisasi aktif.

Pembuatan Sediaan 

Larutan Na CMC 0,5 % 

Taburkan 500 mg Na CMC dalam 10 ml air panas yang telah dimasukkan kedalam lumpang panas, biarkan selama 15 menit, kemudian gerus hingga menjadi massa yang homogen dan encerkan dengan aquadest hingga volume 100 ml.

Larutan Antigen Putih Telur  Ayam Ras

Sebagai antigen digunakan putih telur ayam ras, dimana diambil 5 ml putih telur ayam ras ditambahkan dalam 5 ml NaCl fisiologis 0,9 %, kemudian di lakukan pengenceran dengan mengambil 5 ml larutan di atas lalu di cukupkan volumenya hingga 10 ml dengan larutan NaCl fisiologis 0,9 % sehingga di peroleh induk, kemudian di ambil 5 ml larutan induk dan di cukupkan volumenya hingga 10 ml dengan larutan NaCl fisiologis 0,9 % sehingga di peroleh konsentrasi 50 %, kemudian di ambil 5 ml larutan antigen konsentrasi 50 % dan cukupkan volumenya hingga 10 ml sehingga di peroleh konsentrasi 25 %, demikian seterusnya sampai di peroleh konsentrasi 12,5 %, 10 %, 5 % dan 1 %. 

Larutan Biru Toluidin 

Dibuat dengan mencampurkan NaCl fisiologis 39 ml, asam asetat glasial   1 ml, formaldehid 37 % (v/v) 10 ml dan etanol 95 % (v/v) 50 ml, dikocok dan tambahkan biru toluidin 100 mg  dan di kocok lagi hingga larut.

Larutan Tyrode

Larutan yang dibuat adalah larutan tyrode induk dan larutan tyrode encer, untuk larutan tyrode induk  dibuat dengan mencampurkan  NaCL 160g, KCl 4g, CaCl 2g, NaHPO4 1 g dan aquadest hingga 1 liter. Sedangkan larutan tyrode encer dibuat dengan mengambil 50 ml larutan tyrode induk dan ditambahkan dengan NaHCO3 1 g, glukosa 1g dan aquadest hingga 1 liter.

Larutan Uji

Estrak metanol Acanthodendrilla sp ditimbang sebanyak 1 g kemudian disuspensikan dalam 10 ml larutan Na CMC 0,5 % sehingga didapatkan konsentrasi 100 mg/ml, kemudian dilakukan pengenceran dengan menganbil 1 ml larutan uji konsentrasi 100 mg/ml di ats lalu di tambahkan dengan larutan Na CMC 0,5 % hingga 10 ml sehingga di peroleh konsentrasi 10.000 (g/ml, kemudian di ambil 1 ml larutan uji konsentrasi 10.000 (g/ml di atas dan di tambahkan dengan larutan Na CMC 0,5 % hingga volume 10 ml sehingga di peroleh konsentrasi 1.000 (g/ml, lalu di ambil 4 ml larutan uji konsentrasi 1.000 (g/ml di tambahkan dengan larutan Na CMC 0,5 % hingga 10 ml sehingga di peroleh konsentrasi 400 (g/ml, demikian seterusnya sampai di peroleh konsentrasi 200 (g/ml, 100 (g/ml, 50 (g/ml, 25 (g/ml ( hal yang sama juga di lakukan terhadap pembanding Aminophyllin ).      

 Uji Degranulasi Mastosit Tersensitisasi Aktif

Pembuatan Suspensi Mastosit Tersensitisasi

Tikus    sehat    dengan   berat  badan 200-250 g   disuntik   secara   intra    peritonial      dengan  antigen   putih  telur ayam  ras  25 %  1 ml, pada hari ke 7 dan ke 14 diulangi lagi   penyuntikan   antigen    putih    telur   ayam   ras  25  % 0,5 ml secara sub  kutan,  pada   hari   ke   21   setelah   penyuntikan    pertama,    tikus     dipuasakan   selama 18  jam,    kemudian   tikus    yang     telah   di puasakan     langsung    di  korbankan  dan segera   di  suntik   dengan   10 ml  larutan  Tyrode  yang  telah   di   tambah    dengan   gelatin   0,1   %   dan   heparin   50  µg/ml secara   intraperitonial, lalu  bagian   perut  dipijat   secara  perlahan - lahan selama 10 menit, dibedah secara hati - hati dan ambil   cairan    peritonial    sebanyak     mungkin, masukkan    kedalam     tabung     sentrifus    dan   sentrifus    selama   10  menit dengan kecepatan  1500  rpm,  bagian   supernatan  dibuang   dan  endapan   dicuci   dua   kali   dengan   larutan  Tyrode    sama    banyak,  kemudian      endapan       diambil        dan  cukupkan   volume   hingga  1 ml   dengan   larutan      Tyrode       dan     siap     untuk pengujian. 

Menghitung Mastosit Tersensitisasi Aktif

Sebanyak 50 µl suspensi mastosit dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambahkan 40 µl larutan Tyrode  dan 10 µl larutan biru toluidin, aduk perlahan dengan menggunakan alat vortek. Inkubasi selama 30 menit pada suhu 37oC, kemudian campuran diteteskan diatas haemositometer dan dihitung jumlah mastosit dibawah mikroskop dengan pembesaran 100 kali.

Degranulasi Mastosit Oleh Antigen

Sebanyak 50 µl suspensi mastosit di masukkan kedalam tabung reaksi, ambahkan 30 µl larutan Tyrode, 10 µl larutan antigen, 10 µl larutan biru toluidin, aduk secara perlahan dengan menggunakan alat vortek. Inkubasi selama 30 menit pada suhu 37oC, campuran diteteskan diatas haemositometer dan dihitung jumlah mastosit dibawah mikroskop dengan pembesaran 100 kali. Larutan antigen putih telur ayam ras dibuat dengan  konsentrasi berbeda-beda sehingga di dapatkan konsentrasi yang mendegranulasi mastosit secara maksimal.

Pengujian Ekstrak Metanol Acanthodendrilla sp

Sebanyak 50 µl suspensi mastosit dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambahkan 30 µl larutan uji, 10 µl larutan antigen putih telur ayam ras dan 10 µl larutan biru toluidin, aduk secara perlahan dengan menggunakan alat vortek. Inkubasi selama 30 menit pada suhu 37oC, campuran diteteskan diatas haemositometer dan dihitung jumlah mastosit dibawah mikroskop dengan pembesaran 100 kali. Hal yang sama juga dilakukan terhadap pembanding  ( Aminophyllin)

PELAKSANAAN PENELITIAN ISOLASI SENYAWA UTAMA

Pengambilan Sampel

Sampel diambil dari Pulau Babi pada kedalaman 4-5 m, Kabupaten Pesisir Selatan, Sumatera Barat. 

Identifikasi Sampel

Identifikasi sampel dilakukan di Zoological Museum University of Amsterdam, Belanda, dengan nomor koleksi ZMAPOR 18299. Voucher spesimen disimpan dilaboratorium Penelitian Jurusan Farmasi FMIPA Universitas Andalas Padang Sumatera Barat dan Museum Zoologi Amsterdam

Tehnik Analisis
Titik leleh ditentukan dengan alat Fisher Jhon, spektrum infra merah dicatat dalam lempengan KBr menggunakan spectrometer infra merah Perkin Elmer 735 B.

Ekstraksi

Sampel spon laut Acanthodendrilla sp 500 gram dirajang halus kemudian dimaserasi dengan metanol selama 5 hari dan disaring dengan kapas. Maserat diuapkan in vacuo sampai kental. Selanjutnya ekstrak kental difraksinasi dalam corong pisah, dengan menambahkan air  dan n-heksana, sehingga diperoleh dua fraksi, yaitu fraksi n-heksana dan fraksi air. fraksi n-heksana diuapkan dengan rotary evaporator dan didapatkan fraksi kental n-heksana. 

Fraksi air selanjutnya difraksinasi dengan etil asetat, sehingga diperoleh dua fraksi, yaitu fraksi etil asetat dan fraksi air. Fraksi etil asetat diuapkan dengan rotary evaporator dan didapatkan fraksi kental etil asetat. Fraksi air selanjutnya difraksinasi dengan butanol, sehingga diperoleh dua fraksi, yaitu fraksi butanol dan fraksi air. Fraksi butanol diuapkan dengan rotary evaporator dan didapatkan fraksi kental butanol.

Pemeriksaan Pendahuluan Kandungan Kimia Utama (Simes, 1995)
Pemeriksaan Alkaloid

Pemeriksaan alkaloid terhadap ekstrak kental metanol dilakukan sebagai berikut, ekstrak metanol kering + 300 mg ditambah 5 ml aquadest, kemudian ditambahkan 10 ml kloroform amoniak 0,05 N, kocok kuat, biarkan sampai terjadi pemisahan. Lapisan kloroform diambil, kemudian ditambahkan 0,5 ml asam sulfat 2N, kocok kuat, biarkan sampai terjadi pemisahan. Lapisan asam diambil lalu ditambah beberapa tetes pereaksi mayer. Adanya alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan putih.

Pemeriksaan Flavonoid

Pemeriksaan flavonoid dilakukan dengan metoda sianidin test yang dimodifikasi. Caranya, ambil lapisan air sisa dari pengujian alkaloid, teteskan pada plat tetes, lalu tambahkan beberapa tetes asam klorida pekat dan serbuk Mg, terbentuk warna kuning sampai merah menandakan adanya flavonoid .

Pemeriksaan Steroid, Terpenoid, Saponin dan Fenol

Pemeriksaan Steroid, Terpenoid, Saponin dan Fenol dilakukan menurut metoda Simes yang dimodifikasi. Ekstrak metanol kering + 300 mg ditambah dengan kloroform dan air suling masing-masing sebanyak 5-10 ml, kocok dan biarkan beberapa saat sampai terbentuk 2 lapisan. Lapisan kloroform digunakan untuk pengujian senyawa terpenoid dan steroid, sedang lapisan air untuk pengujian senyawa saponin dan fenol. Pemeriksaan saponin dengan cara mengocok kuat lapisan air pada tabung reaksi, timbulnya busa yang stabil selama ± 15 menit menandakan reaksi positif saponin. Untuk pengujian fenol, lapisan air ditambah besi (III) klorida (FeCl3), terbentuknya warna biru tua menandakan adanya fenol. Sedang untuk pengujian steroid dan terpenoid, lapisan kloroform ditambah arang aktif, lalu disaring, teteskan pada plat tetes sebanyak 2 lubang, biarkan kering, pada lubang yang satu ditambah asam sulfat pekat sedang pada lubang yang lain ditambahkan pereaksi Lieberman-Bouchard. Kemudian dibandingkan perubahan warna yang timbul, bila kedua lubang memberikan warna yang sama, berarti reaksi negatif, jika lubang yang diberi pereaksi Lieberman-Bouchard berwarna merah/ merah jambu/ violet berarti positif terpenoid dan jika berwarna hijau atau biru berarti positif steroid.

Hasil dan Pembahasan Pengujian Aktivitas
Berdasarkan uji pendahuluan terhadap beberapa jenis spon laut diketahui  bahwa ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp.  konsentrasi  0,01  % mempunyai aktifitas yang cukup bagus terhadap penghambatan degranulasi mastosit yang tersensitisasi secara pasif pada tikus putih jantan yang di induksi dengan antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50 % (Zurmiati, 2005). Maka dicoba melakukan penelitian terhadap penghambatan degranulasi sel mast dengan menggunakan ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp dengan berbagai konsentrasi. Sebagai antigen di gunakan putih telur ayam ras, karena putih telur banyak mengandung protein yaitu sekitar 12 %, dimana protein merupakan salah satu antigen yang imunogenik. Berdasarkan pengujian didapatkan bahwa efek maksimal antigen putih telur ayam ras dalam mendegranulasi sel mast adalah pada konsentrasi 50 %. Hasil lengkap dapat dilihat pada tabel1.

Tabel I. Rata-rata jumlah sel mast dan rata-rata persentase degranulasi sel  mast yang aktif 

              oleh antigen putih telur ayam ras dengan berbagai konsentrasi

	PERLAKUAN
	HEWAN I
	HEWAN II
	HEWAN III
	Rata2 %

Deg



	
	Rata2
Jumlah Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	

	F
	2255 . 103
	 0,00
	2344 . 103
	 0,00
	1906 . 103
	 0,00
	 0,00± 0,00

	Ag1
	1756 . 103
	22,13
	1817 . 103
	22,48
	1517 . 103
	20,41
	21,67±1,11

	Ag2
	1467 . 103
	34,94
	1544 . 103
	34,13
	1150 . 103
	39,66
	36,24±2,99

	Ag3
	1200 . 103
	46,78
	1272 . 103
	45,73
	955   . 103
	49,90
	47,47±2,17

	Ag4
	994   . 103
	55,92
	1050 . 103
	55,20
	839   . 103
	55,98
	55,70±0,44

	Ag5
	889   . 103
	60,58
	778   . 103
	66,81
	711   . 103
	62,70
	63,36±3,17

	Ag6
	555   . 103
	75,39
	528   . 103
	77,47
	439   . 103
	76,97
	76,61±1,09


F
= Suspensi mastosit



Ag1
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 1   %

Ag2
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 5   %

Ag3
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 10  %

Ag4
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 12,5%

Ag5
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 25  %

Ag6
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50  %

Konsentrasi ini selanjutnya digunakan sebagai penginduksi degranulasi sel mast untuk pengujian hambatan degranulasi sel mast oleh ekstrak spon laut Acanthodendrilla sp. Penggunaan antigen ini bertujuan untuk menginduksi alergi pada hewan percobaan sehingga di peroleh serum hewan yang sensitif atau alergi jadi disini melibatkan reaksi imunologik (melibatkan IgE dengan antigen) yang di sebut juga mekanisme spesifik (Bratawidjaja, 1988; Aldi, 1989; Sirait, 1986).

Dari hasil pengujian hambatan degranulasi sel mast oleh ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp di peroleh konsentrasi maksimal yang memberikan efek penghambatan degranulasi sel mast yang di induksi dengan antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50 % adalah 400 (g/ml untuk perlakuan aktif. Hasil lengkap dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel II. Rata-rata jumlah sel mast dan rata-rata persentase degranulasi sel mast yang aktif 

    oleh  antigen  putih  telur  ayam  ras konsentrasi 50 % setelah pemberian ekstrak 

    metanol Acanthodendrilla sp

	PERLAKUAN
	HEWAN I
	HEWAN II
	HEWAN III
	Rata2 %

Deg



	
	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	

	F
	2255 . 103
	 0,00
	2344 . 103
	 0,00
	1906 . 103
	 0,00
	 0,00± 0,00

	F    +  Ag
	555   . 103
	75,39
	528   . 103
	77,47
	439   . 103
	76,97
	76,61± 1,09

	Ek1+  Ag 
	650   . 103
	71,18
	667   . 103
	71,54
	605   . 103
	68,26
	70,33± 1,80

	Ek2+  Ag 
	817   . 103
	63,77
	811  . 103
	65,40
	683   . 103
	64,42
	64,53± 0,80

	Ek3+  Ag 
	987   . 103
	56,23
	1028 . 103
	56,14
	844   . 103  
	55,72
	56,03± 0,27 

	Ek4+  Ag 
	1322 . 103 
	41,37
	1294 . 103
	44,80
	1045 . 103  
	45,17
	43,78± 2,10

	Ek5+  Ag 
	1683 . 103
	25,36
	1839 . 103
	21,54
	1467 . 103
	23,03
	23,31± 2,03


F 
= Suspensi sel mast

Ag
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50 %

Ek1
= Ekstrak metanol spon laut DH.80 Konsentrasi 25 µg/ml

Ek2
= Ekstrak metanol spon laut DH.80 Konsentrasi 50 µg/ml

Ek3
= Ekstrak metanol spon laut DH.80 Konsentrasi 100 µg/ml

Ek4
= Ekstrak metanol spon laut DH.80 Konsentrasi 200µg/ml

Ek5
= Ekstrak metanol spon laut DH.80 Konsentrasi 400µg/ml

0000000000000
telah diperoleh konsentrasi maksimum yang memberikan efek penghambatan degranulasi sel mast kemudian dicari konsentrasi minimal yang memberikan efek pengahmbatan degranulasi sel mast dengan menggunakan persamaan Thompson (Thompson, 1985), didapatkan 5 variasi konsentrasi yaitu 25 (g/ml, 50 (g/ml, 100 (g/ml, 200 (g/ml, 400 (g/ml untuk perlakuan pasif dan aktif . 
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Dimana :


F 
= Faktor peningkayan dosis

N 
= Banyak variasi dosis 

Dmaks = Dosis maksimal

Dmin   = Dosis minimal

Data yang diperoleh dari hasil pengujian degranulasi sel mast dinyatakan dalam bentuk persentase degranulasi, yaitu perbanding jumlah sel sebelum perlakuan dikurangi jumlah sel setelah perlakuan dibagi jumlah sel sebelum perlakuan . Persentase degranulasi sel mast dihitung dengan cara sebagai berikut :

% Degranulasi = 
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Dimana :  

P =  Jumlah sel mast sebelum perlakuan

S =  Jumlah sel mast setelah perlakuan

Aminophyllin digunakan Sebagai pembanding, dimana aminophyllin dalam tubuh diubah menjadi Theophyllin, yang bekerja menghambat kerja enzim fosfodiesterase yang akan merusak cAMP, sehingga kadar cAMP meningkat, akibatnya degranulasi sel mast dihambat (Katzung,1992). 

Tujuan penggunaan pembanding adalah untuk standarisasi metode yang digunakan  dan untuk mendapatkan kekuatan ekstrak yang diuji terhadap penghambatan degranulasi sel mast. Dari pengujian didapatkan konsentrasi maksimal yang memberikan efek penghambatan terhadap degranulasi mastosit adalah 100 (g/ml. Hasil lengkap dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel III. Rata - rata  jumlah  sel  mast dan rata - rata persentase degranulasi sel mast yang 

                Aktif  oleh  antigen  putih  telur  ayam  ras  konsentrasi  50  % setelah pemberian 

   Aminophyllin

	PERLAKUAN
	HEWAN I
	HEWAN II
	HEWAN III
	Rata2 %

Deg



	
	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	Rata2
Jumlah

Sel
	%

Deg


	

	F
	2255 . 103
	 0,00
	2344 . 103
	 0,00
	1906 . 103
	 0,00
	 0,00 ± 0,00

	F    +  Ag
	555   . 103
	75,39
	528   . 103
	77,47
	439   . 103
	76,97
	76,61± 1,09

	A1+  Ag 
	678   . 103
	69,93
	722   . 103
	69,20
	600   . 103
	68,52
	69,22± 0,70

	A2+  Ag 
	900   . 103
	60,09
	867   . 103
	63,01
	717   . 103
	62,38
	61,83± 0,87

	A3+  Ag 
	1167 . 103
	48,25
	1128 . 103
	51,88
	861   . 103
	54,83
	51,65± 3,29

	A4+  Ag 
	1439 . 103
	36,19
	1500 . 103
	36,01
	1172 . 103
	38,51
	36,90± 1,39

	A5+  Ag 
	1767 . 103
	21,64
	1838 . 103
	21,59
	1539 . 103
	19,25
	20,83± 1,37


F 
= Suspensi sel mast

Ag
= Antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50 %


A1
= Aminophyllin konsentrasi  5     µg/ml


A2
= Aminophyllin konsentrasi  10   µg/ml


A3
= Aminophyllin konsentrasi  25   µg/ml


A4
= Aminophyllin konsentrasi  50   µg/ml


A5
= Aminophyllin konsentrasi  100 µg/ml
Hasil penentuan degranulasi mastosit yang tersensitisasi secara pasif dan aktif dilakukan dengan pengujian statistik dengan metoda analisa varian, ternyata ekstrak metanol Acanthodendrilla sp mampu menghambat degranulasi mastosit yang tersensitisasi secara pasif dan aktif dengan sangat nyata (P < 0,01). 


Hasil dan Pembahasan Isolasi Senyawa Utama
Hasil uji pendahulan kandungan kimia terhadap ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp menunjukkan adanya kandungan senyawa terpenoid, steroid dan alkaloid (Tabel 1).

Dari 500 gram sampel basah spon laut Acanthodendrilla sp diperoleh ekstrak kental metanol sebanyak 11 gram. Dari hasil fraksinasi diperoleh fraksi n-heksana sebanyak 0,03 gram, fraksi etil asetat sebanyak 1,8 gram dan fraksi butanol sebanyak 7,2 gram. 

Berdasarkan hasil pemonitoran dengan metoda KLT terhadap semua fraksi, maka pengerjaan isolasi dilanjutkan pada fraksi butanol, sebab fraksi ini memberikan reaksi positif terhadap pereaksi alkaloid dragendorf dan pemisahan noda yang cukup baik dengan menggunakan fase gerak BAA (Butanol: Asam asetat: air = 4:1:5). Isolasi terhadap fraksi butanol ini dilakukan dengan menggunakan metoda kromatografi cair vakum, menggunakan silika gel dan fase gerak etil asetat-metanol dengan berbagai perbandingan.

Kemudian masing-masing fraksi dipekatkan dengan rotavapor dan dimonitor dengan KLT menggunakan penampak noda lampu uv 254  dan pereaksi dragendorf. Fraksi dengan pola noda yang sama digabung dan diperoleh fraksi A, fraksi B, fraksi C, Fraksi D (4 gram), fraksi E, fraksi F, fraksi G. 

Menggunakan penampak noda Dragendorf, hasil KLT dari fraksi D menunjukkan reaksi positif, maka dilakukan pemisahan lebih lanjut terhadap fraksi ini.

Fraksi D sejumlah 4 gram dipisah dengan menggunakan kromatografi kolom biasa dengan fase diam sephadex LH-20 dan fase gerak metanol. Proses pemisahan dilakukan dengan cara, fraksi D dilarutkan dengan metanol sesedikit mungkin, lalu masukkan ke dalam kolom yang telah dipersiapkan lalu elusi dengan menggunakan fase gerak Metanol 100%, hasil kolom ditampung dengan vial, monitor dengan KLT, fraksi dengan pola noda yang sama digabung. Dari hasil penggabungan diperoleh 5 fraksi, yaitu fraksi D.1, fraksi D.2, fraksi D.3 (2,5 gram), fraksi D.4 dan fraksi D.5. Dari kelima fraksi yang diperoleh tersebut, fraksi D.3 menunjukkan reaksi positif terhadap pereaksi alkaloid. Kemudian dilakukan  pengulangan kromatografi kolom dengan fase diam sephadex LH-20 dan fase gerak metanol 100%, hasil kolom ditampung dengan vial, monitor dengan KLT, dan dari hasil penggabungan diperoleh 5 fraksi, yaitu fraksi D.3.1, fraksi D.3.2, fraksi D.3.3, fraksi D.3.4 dan fraksi D.3.5. Dan yang menunjukkan reaksi positif alkaloid adalah fraksi D.3.3, fraksi ini setelah diuapkan dan diperoleh fraksi kental kemudian diencerkan dengan menggunakan pelarut EtOAc:MeOH (1:1) dan dibiarkan di lemari es, maka terbentuk kristal, berupa lempengan berbentuk kotak, yang setelah dipisahkan ternyata menunjukkan reaksi positif alkaloid terhadap pereaksi Dragendorf dan Mayer. Kemudian dilanjutkan pemurnian dengan cara rekristalisasi, menggunakan campuran pelarut EtOAc:MeOH (1:1) (16). Dimana kristal yang terbentuk, dilarutkan dalam campuran pelarut EtOAc:MeOH (1:1) dalam keadaan panas, kemudian dinginkan di dalam lemari es, sehingga terbentuk lagi kristal. Kristal yang terbentuk diKLT menggunakan silika gel dan fase gerak BAA, dan pada pengamatan di bawah lampu UV254 menunjukkan satu noda dengan Rf 0,56 yaitu senyawa AN sebanyak  60 mg (Gambar 1).

Karakterisasi struktur senyawa AN meliputi pemeriksaan organoleptis, sifat fisika, sifat kimia sifat fisikokimia dan pemeriksaan KLT. Penentuan jarak leleh menggunakan alat Fisher-Jhon Melting Point Apparatus, diketahui senyawa   AN ini terurai pada 225oC (Tabel 2). 

Pemeriksaan adanya garam sulfat pada senyawa hasil isolasi dilakukan dengan cara merefluk dengan menggunakan HCl pekat, hal ini bertujuan untuk memutus ikatan sulfat pada garam tersebut, sehingga dengan penambahan BaCl2 akan terbentuk endapan BaSO4. Pemeriksaan ini bertujuan untuk memeriksa adanya garam sulfat, dan untuk menegaskan bahwa senyawa yang berhasil diisolasi bukanlah garam sulfat (steroid sulfat) yang pernah dilaporkan sebelumnya.

Pemeriksaan spektrum ultraviolet senyawa ini dalam pelarut metanol menunjukkan serapan maksimal pada panjang gelombang 210 nm dan 291 nm. Analisa spektroskopi UV ini bertujuan untuk mengetahui adanya gugus kromofor pada senyawa tersebut dan untuk mengetahui panjang gelombang maksimal, dimana biasanya senyawa golongan tertentu mempunyai panjang gelombang maksimal yang spesifik (Gambar 2, Tabel 3).

Pemeriksaan  spektrum inframerah senyawa ini menunjukkan serapan yang kuat pada bilangan gelombang 3015 cm-1, 1552 cm-1, 1476 cm-1 yang menunjukkan adanyan gugus N-H, C=C aromatik dan C=N (Gambar 3, Tabel 4).

Tabel 1. Hasil Uji Pendahuluan terhadap kandungan metabolit sekunder ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp

	No.
	Kandungan kimia
	Pereaksi
	Hasil

	1.

2.

3.

4.

5. 

6.
	Alkaloid

Flavonoid

Terpenoid

Steroid

Saponin

Fenolik
	Mayer

HCl / Mg

Asetat anhidrat dan H2SO4 pekat

Asetat anhidrat dan H2SO4 pekat

Air/ Busa

FeCl3
	+

-

+

+

-

-


         Keterangan ;  


+ : bereaksi


- : tidak bereaksi

Tabel 2. Data Organoleptis Senyawa AN

	Karakteristik
	Senyawa AN

	Bentuk
	Kristal 

	Warna
	Putih

	Bau
	Tidak Berbau

	Titik leleh
	225oC (terurai)

	Rf
	0,56
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Gambar 1. Pola KLT Alkaloid AN yang diisolasi dari spon laut Acanthodendrilla sp menggunakan eluen BAA dan penampak noda Dragendorf.
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Gambar 2. Spektrum ultraviolet alkaloid AN

Tabel 3. Data spektroskopi UV alkaloid AN

	No
	Panjang gelombang maksimum (nm)

	1.

2.
	210

291
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Gambar 3. Spektrum IR Alkaloid AN

Tabel 4. Data Spektroskopi IR Alkaloid AN

	Bilangan Gelombang (cm-1)
	Interpretasi Gugus

	3015

1552

1476
	N-H

C=C aromatis

C=N


Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp. pada konsentrasi 25 (g/ml sampai dengan 400 (g/ml untuk perlakuan pasif dan aktif dapat menghambat deranulasi sel mast yang diinduksi dengan antigen putih telur ayam ras konsentrasi 50 % secara in vitro (p < 0,01). Dimana penghambatan maksimal dibrikan oleh ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp. pada konsentrasi 400 (g/ml. Effektivitas ekstrak metanol spon laut Acanthodendrilla sp. dalam menghambat degranulasi sel mast yang tersensitisasi secara pasif dan aktif adalah seperempat kali terhadap pembanding aminophyllin.
Dari 11 gram ekstrak total metanol spon laut Acanthodendrilla sp didapatkan  suatu senyawa berupa lempengan berbentuk kubus, tidak berwarna sebanyak 60 mg, dimana kristal ini terurai pada suhu 255oC. Dari data pengukuran spektrum inframerah dan uji dengan beberapa pereaksi kimia, diduga senyawa yang diisolasi adalah golongan alkaloid.
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