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ABSTRAK

Nama : Ellya Sinurat
Program Studi : I[lmu Kimia
Judul : Isolasi dan karakterisasi serta uji aktivitas fukoidan sebagai

antikoagulan dari rumput laut coklat Sargassum crassifolium

Fukoidan dikenal sebagai polisakarida sulfat dengan senyawa penyusun utama
fukosa dan sulfat, dapat dimanfaatkan sebagai antikoagulan dalam proses
pembekuan darah. Fukoidan umumnya diperoleh dari rumput laut coklat, namun
penelitian mengenai fukoidan ini belum banyak dilakukan, khususnya di
Indonesia, oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengingat
fukoidan mempunyai banyak bioaktivitas. Penelitian ini dilakukan untuk
mengisolasi dan mengkarakterisasi fukoidan yang ada dalam rumput laut coklat
Sargassum crassifolium serta uji aktivitasnya sebagai antikoagulan. Metode
isolasi fukoidan dilakukan dengan ekstraksi asam lemah dan diendapkan dengan
etanol. Untuk memisahkan fukoidan dengan alginat ditambahkan CaCl, Ekstrak
fukoidan dimurnikan dengan resin penukar anion Sephadex A-25 dan eluen NaCl.
Fukoidan dikarakterisasi dengan FT-IR, penentuan berat molekul, penentuan
sulfat, analisa unsur dan monosakarida penyusun fukoidan serta uji aktivitasnya
sebagai antikoagulan. Berdasarkan pemisahan kolom diperoleh 5 fraksi, dengan
rendemen tertinggi pada fraksi kedua. Hasil total rendemen fukoidan diperoleh
1,46% dari berat awal tepung rumput laut, terdapat gugus sulfat pada bilangan
gelombang 820 cm™, berat molekul (5,8 — 7,71) x 10* Dalton, analisa komposisi
unsur (C 22%; H 4,4 %; N 0,18%; S 0,78%), monosakarida penyusun fukoidan
yang ditemukan fukosa dan galaktosa dengan rasio mol 1: 1,5. Hasil uji aktivitas
fukoidan yang diperoleh dilihat dari perpanjangan nilai APTT nya mempunyai
perbedaan signifikan antara kontrol dengan darah yang mengandung fukoidan
pada konsentrasi 100 pg/mL (berbeda 25 detik), hal ini menunjukkan bahwa
fukoidan berpotensi sebagai antikoagulan.

Kata Kunci : fukoidan, rumput laut coklat, L- fukosa, antikoagulan.
xiv+58 halaman: 24 gambar; 9 tabel; 11 lampiran
Daftar Pustaka :47 (1918-2010)
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ABSTRACT

Name : Ellya Sinurat

Program Study : Chemistry

Title : Isolation, Characterisation and Activity Test
of Fucoidan as Anticoagulant from Brown Seaweed Sargassum
crassifolium

Fucoidan is group of marine sulfated polysaccharides containing large proportions
of L-fucose and sulfate, can be used as an anticoagulant on blood coagulation.
Fucoidans from brown seaweed in Indonesia has not received much attention, this
research was conducted to isolate and characterize fucoidan in brown algae,
Sargassum crassifolium., and also to test its activity as anticoagulant. Method
used to isolate the fucoidan was extraction by weak acid which followed by
precipitation in ethanol. To separate the fucoidan and alginate, CaCl, was used.
Extract containing fucoidan was purified using anion — exchange chromatography
Sephadex A-25 and eluent NaCl. Fucoidan was characterized using FT — IR,
molecular weight determination, sulphate determination, organic compounds and
monosaccharide of composition, and activity test as anticoagulant. Based on
column chromatography, 5 fractions were obtained with the highest yield at
second fraction. Total yield of fucoidan was 1.46% (w/w), sulphate group was
found on 820 cm™ wave number, molecular weight (5.8 — 7.71) x 10* Dalton,
elementel analysis (C 22%; H 4.4%; N O, 18%; S O, 78%). The fucoidan was
composed of fucose and galactose with an approximately ratio of 1.0 : 1.5. Based
on APTT test, there is significant difference between activities of controlled
fucoidan and treated at concentration 100 ng/mL. Therefore this fucoidan has
potential candidate for an anticoagulant as alternative to heparin

Key Words : fucoidan, brown seaweed, L-fucose, anticoagulant
xiv+58 pages ;24 pictures; 9 tables; 11 attachments
Bibliography :47 (1918-2010)
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia adalah sumber penghasil rumput laut terbesar di dunia saat ini
(sejak 2010), dimana sebelumnya adalah Filipina. Produksi rumput laut dari
Indonesia pada tahun 2010 sebesar 3,082 juta ton. Jenis rumput laut yang
memiliki nilai ekonomis tinggi yang berasal dari Indonesia antara lain :
E.cottonii, Gracilaria, Sargassum dan lain-lain. Khususnya rumput laut coklat
sampai saat ini masih belum dioptimalkan penggunaannnya, bila dibandingkan
jenis rumput laut lain seperti: E.cottonii dan Gracilaria. Di daerah perairan laut
selatan Jawa (seperti Banten) sangat banyak ditemukan rumput laut coklat yang
berasal dari alam terbuang di pinggiran pantai. Kalaupun ada nelayan yang
mengumpulkannya, dijual dengan harga rendah. Namun jika rumput laut tersebut
diolah dengan cara mengekstrak senyawa essensial yang terdapat didalamnya
maka akan mendapat nilai tambah ekonomis bagi masyarakat pesisir.

Rumput laut coklat (Phaephyceae) adalah salah satu famili penghasil
fukoidan sulfat. Fukoidan adalah polisakarida yang mengandung persentase
substansional dari L-fukosa dan golongan ester sulfat (Duarte et al, 2001).
Fukoidan ditemukan terutama pada spesies rumput laut coklat , mozuku, limu dan
wakame namun ditemukan juga pada binatang laut seperti timun laut. Fukoidan
pertama kali ditemukan oleh Kylin pada tahun 1913 dari rumput laut coklat yang
sekarang juga dikenal dengan fukan sulfat atau fukosan. Secara umum fukoidan
terdiri dari fukosa, galaktosa dan sejumlah polisakarida lain seperti manosa,
xilosa, asam glukoronat. Komponen utama fukoidan adalah fukosa dan sulfat.
Fukoidan yang sudah diteliti dari rumput laut coklat memiliki struktur sangat
kompleks dan bervariasi dari tiap spesies. Perbedaan utama dari struktur fukoidan
yang mendasar adalah proses biosintesis yang berbeda dari fukoidan tersebut.
Kelemahan dari hasil-hasil penelitian sebelumnya adalah tidak jelasnya struktur
fukoidan yang diperoleh, komponen minor (seperti pentosa, heksosa, asam uronat,
protein) dan posisi sulfat yang dimiliki dari bentuk ulangan oligosakarida.

Struktur dari bentuk ulangan unit oligosakarida tersebut dapat ditentukan dengan
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menggunakan alat spektroskopi NMR resolusi tinggi. Struktur fukoidan dari alga
lebih kompleks bila dibandingkan dengan fukoidan dari invertebrata. Polisakarida
alga umumnya heterogen dan bercabang, biasanya informasi yang diperoleh
hanya sebagian dari struktur hasil analisa spektroskopi NMR. Hasil penelitian
menyebutkan bahwa bentuk fukoidan terdiri dari dua ikatan fukosa ester sulfat
yaitu 95% (F-fukoidan) dan 5% U-fukoidan, diperkirakan bahwa 20 % dari
senyawa tersebut adalah asam glukoronat. Beberapa hasil penelitian menyebutkan
bahwa produk nutrisi yang mengandung U-fukoidan dan F-fukoidan konsentrasi
tinggi dapat dijadikan menjadi supplemen makanan (Bo 1i, 2008).

Perbandingan fukosa dan galaktosa yang dihasilkan berbeda-beda dari
masing-masing spesies rumput laut coklat, bergantung jenis spesiesnya. Jenis
Macrocytis pyrifera mengandung fukosa dan galaktosa dengan perbandingan 18
:1. Sedangkan hasil ekstrak fukoidan dari jenis rumput laut coklat Hizikia
fusiformis mengandung fukosa dan galaktosa (7:3).

Beberapa hasil penelitian yang sudah dilakukan untuk isolasi fukoidan dari
beberapa sumber bahan baku rumput laut coklat antara lain Blades of Lessonia
vadosa (Phaeophyta) dengan cara ekstraksi menggunakan larutan CaCl, 2%
diperoleh rendemen 4,4% polisakarida yang mengandung fukosa dan sulfat
dengan perbandingan molar 1.0 : 1.12. Depolimerisasi fukoidan murni dengan
H,0, dalam Cu asetat menghasilkan rendemen 5,8% dengan kandungan sulfat
33,7%. Fukoidan murni (MW 320.000) menunjukkan aktivitas antikoagulan yang
sangat baik, sedangkan (MW 32.000) menunjukkan antikoagulan yang rendah
(Chandia et al, 2007).

Hasil penelitian Shiroma (2008) menunjukkan hasil isolasi fukoidan
menghasilkan rendemen polisakarida sebesar 0,4% (w/w) dari berat basah dengan
total karbohidrat (66,5%), asam uronat (13,7 %), abu (30,8 %) dan sulfat (26,3
%). Sesudah polisakarida dihidrolisis dengan katalis asam dengan menggunakan
kromatografi cair kinerja tinggi diperoleh monomer L-fukosa, D-galaktosa, D-
glukosa, D-mannosa, D-xylosa dan D-asam glukuronat. Perbandingan molar
komponen polisakarida dan sulfat tersebut yaitu : L-Fuc:D-Gal:D-Glc:D-
Man:DXyl:DGlcA:H,S04=5:1:1:0.5:0.5:2:7. Massa molekul polisakarida

diperkirakan sebesar 4,3x10" dengan menggunakan kromatografi gel permeasi.
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Hasil ekstraksi alga dari spesies Cladosiphon okamuranus famili
Phaephyceae menghasilkan rendemen fukoidan sebesar 2% dari berat basah yang
mengandung L-fukosa dan sulfat (Sakai, 2003).

Pada dekade sebelumnya telah ditemukan bioaktivitas dari fukoidan
sebagai anti virus (Snoeck, 1988), antithrombin (Frank, 1989) antikoagulan
(Nishino, 1996) dan sebagai anti tumor dari jenis rumput laut Eisenia bicyclics
dan L. japonica. Fukoidan ini banyak digunakan karena sedikit mempunyai efek
samping. Heparin adalah obat antikoagulan yang sudah umum digunakan secara
medis. Namun baru-baru ini hasil penelitian menunjukkan bahwa pemakaian
terapi heparin dalam jangka panjang mengakibatkan efek buruk. Salah satu efek
pemakaian heparin adalah penurunan jumlah trombosit, trombositopenia,
osteoporosis, kerusakan pada sumsum tulang belakang. Oleh karena itu dicari
sumber alternatif lain sebagai antikoagulan alami pengganti heparin. Telah
diperoleh bahwa ekstrak polisakarida dari rumput laut ditemukan lebih baik dan
obat yang aman dengan sedikit atau tidak mempunyai efek samping (Athukorala,
2006). Mengingat banyaknya potensi bioaktivitas fukoidan sehingga fukoidan
banyak diteliti dari berbagai sumber penghasil fukoidan. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengisolasi dan karakterisasi fukoidan dari rumput laut coklat

Sargassum crassifolium dan di uji aktivitasnya sebagai antikoagulan.

1.2. Rumusan Masalah

Bukti-bukti telah menunjukkan bahwa fukoidan mempunyai bioaktivitas
yang tinggi terutama sebagai antikoagulan yang bersumber dari rumput laut
coklat. Di Indonesia ditemukan banyak rumput laut coklat dimana jenisnya
berbeda dengan jenis rumput laut coklat yang ada di luar negeri (Jepang dan
Korea). Pada penelitian ini akan dilakukan isolasi fukoidan dari rumput laut coklat
Sargassum crassifolium. Hasil isolasi akan dikarakterisasi dan dilanjutkan uji
aktivitasnya secara in vitro terhadap plasma darah manusia untuk mengetahui

aktivitasnya sebagai antikoagulan.
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1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi fukoidan
yang ada di dalam rumput laut coklat Sargassum crassifolium serta pengujian

aktivitasnya sebagai antikoagulan secara in vitro.

1.4. Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk meningkatkan nilai tambah rumput laut
coklat, mendapatkan teknik ekstraksi fukoidan dari rumput laut coklat dan
memberikan informasi bioaktivitas fukoidan sebagai antikoagulan. Jika
mempunyai bioaktivitas sebagai antikoagulan, maka informasi ini akan dijadikan
sebagai informasi awal bahwa fukoidan dapat berpotensi menjadi bahan obat

antikoagulan.

1.5. Hipotesa Penelitian
Rumput laut coklat mengandung fukoidan dan mempunyai aktivitas
sebagai antikoagulan. Fukoidan yang diperoleh dari rumput laut coklat memiliki

satu atau lebih jenis monosakarida.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Polisakarida sulfat

Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang terdapat pada dinding sel
mengandung beberapa jenis monosakarida. Beberapa jenis polisakarida sulfat
yang sering diteliti dan diketahui mempunyai struktur dan karakteristik

menyerupai fukoidan, antara lain : heparin, dekstran sulfat, dan laminaran.

2.1.1. Heparin

Senyawa heparin terdiri dari D-fukan glukosamin dan asam uronat, memiliki
berat molekul disekitar 4-40 kDa dan mempunyai ikatan glikosida pada posisi a di
C-1 dan C-4. Di antara jenis polisakarida sulfat tersebut, fukoidan merupakan
jenis polisakarida yang menyerupai struktur dan fungsi heparin (Shanmugam and

Mody, 2000).

Gambar 2.1. Struktur heparin (Voet, 2004)

2.1.2. Dekstran Sulfat

Dekstran sulfat juga sering digunakan sebagai standar dalam menentukan
berat molekul polisakarida termasuk berat molekul fukoidan. Dekstran sulfat
merupakan polimer glukosa sulfat yang berikatan melalui ikatan glikosida pada
posisi a-1,3 dan a-1,6. Kandungan sulfatnya sekitar 17% dimana ekivalen dengan

setiap residu glukosil mempunyai gugus 2,3 disulfat.
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Gambar 2.2. Struktur garam natrium dekstran sulfat dari spesies
Leuconostoc sp

2.1.3. Laminaran
Laminaran adalah jenis polisakarida sulfat yang sering ditemukan dalam satu
spesies dengan fukoidan, hanya bisa dibedakan dengan menggunakan pelarut.

Laminaran mempunyai dimer dari 2 unit glukosa, terikat melalui ikatan glikosida

2"

pada posisi p- 1,3.

CH,0S03Na

\ H 0S03Na / 0

Gambar 2.3. Struktur Laminaran sulfat

2.1.4. Fukoidan

Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang terdapat pada dinding sel
mengandung beberapa jenis monosakarida. Komponen utama fukoidan adalah a-
L- fukosa dan sulfat. Selain itu terdapat beberapa komponen monosakarida

lainnya yaitu galaktosa, mannosa, xilosa, asam uronat dan gugus asetil.
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Isolasi fukoidan pertama kali ditemukan oleh Kylin pada tahun 1913. Namun
struktur fukoidan dan aplikasinya dijelaskan lebih dalam lagi oleh seorang ahli
kimia Elisabeth Percival tahun 1960. Kemudian struktur fukoidan dikaji ulang
secara luas dan dipublikasikan oleh Berteau dan Mulloy (2003). Nama fukoidan
yang dibenarkan dengan aturan [UPAC disebut fukan, fukosan atau fukan sulfat.
Struktur fukoidan bervariasi cukup signifikan antar spesies, bergantung pada :
iklim setempat, faktor lingkungan, metode ekstraksi dan pemurnian (Franck,
2004). Hasil penelitian yang sudah dikomersilkan produknya yaitu dari spesies
Fucus vesiculosus. Komposisi kimia fukoidan dari Fucus vesiculosus relatif
sederhana yaitu homofukan, tetapi kebanyakan fukoidan mempunyai komposisi
kimia heterofukan yaitu tidak hanya memiliki fukosa, juga memiliki galaktosa,

glukosa, xilosa (Li Bo, 2008).

2.2. Sumber Fukoidan

Fukoidan dapat ditemukan pada berbagai jenis makhluk hidup yang ada di
laut. Makhluk hidup laut tersebut antara lain, timun laut (Ribeiro et al., 1994) dan
rumput laut coklat (Descamps et al., 2006). Kandungan fukoidan dari timun laut
sangat sederhana hanya terdiri dari fukosa dan golongan sulfat. Sedangkan

fukoidan dari rumput laut coklat memiliki komposisi polisakarida lebih kompleks.

2.2.1. Kandungan Kimia Rumput Laut Coklat dan Aktivitasnya

Komposisi kimia yang terdapat pada rumput laut coklat sebagai hasil
fotosintesis, jumlahnya sangat bervariasi, karena tergantung pada jenis, masa
perkembangan dan kondisi tempat tumbuhnya. Setiap jenis rumput laut
mempunyai pigmen khlorofil a dan B- karoten, serta pigmen khasnya. Pada
rumput laut coklat terdapat pigmen santofil, violasantin, fukosantin, flavosantin,
neosantin A dan B. Keberadaan pigmen fukosantin yang dominan pada rumput
laut coklat dapat menutupi pigmen lainnya sehingga memberikan warna coklat
(Yunizal, 2004).

Dinding sel rumput laut coklat mengandung jumlah polisakarida yang
berbeda yaitu antara lain asam alginat (alginat), laminaran (laminarin), dan

fukoidan (fukan sulfat). Senyawa kimia yang paling banyak dalam rumput laut
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coklat adalah alginat (40%), sedangkan senyawa lain dalam jumlah kecil
diantaranya fukoidan, laminaran, selulosa, manitol dan senyawa bioaktif lainnya.
Selain itu rumput laut coklat juga mengandung protein, lemak, serat kasar,
vitamin serta mineral. Alginat pada rumput laut coklat adalah dalam bentuk asam.
Di dalam jaringan thallus/daun, asam alginat mengisi ruangan antar sel sehingga
memperkokoh saluran jaringan tersebut (Bilan, 2006; Yunizal, 2004).

Asam alginat pada industri digunakan sebagai pengental, pengemulsi dan
penstabil, pengikat, bahan pembentuk gel pada makanan, kosmetik, tekstil,
farmasi dan biomedis. Asam alginat adalah molekul polisakarida linear yang
dibentuk oleh B-D manuronat dan a-L- asam glukoronat.

Molekul asam alginat berbentuk polimer linier tak bercabang dan disusun
oleh kurang lebih 700-1000 residu asam B-D- manuronat (M) dan a-L- guluronat
(G). Asam D-manuronat memiliki ikatan diekuatorial di C-4 dan C-1 sedangkan
asam guluronat memiliki ikatan diaksial di C; dan C4. Rantai yang terdiri atas 3
segmen polimer yang berbeda terlihat pada Gambar 2.4, yaitu: -G-G-, -G-M- dan
-M-M-

Gambar 2.4. Struktur alginat

2.2.2. Jenis — Jenis Rumput Laut Coklat Penghasil Fukoidan

Beberapa spesies rumput laut yang sudah diteliti kandungannya sebagai
penghasil fukoidan antara lain : Fucus vesiculosus (Beress et al., 1993;; Wu et al.,
2002), Sargassum stenophyllum (Duarte et al., 2001), Chorda filum (Bakunina et
al., 2002), Ascophyllum nodosum (Medcalf and Larsen, 1977), Kjellmaniella
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crassifolia (Sakai et al., 2002), Cladosiphon okamuranus (Sakai et al., 2003b),
Dictyota menstrualis (Albuquerque et al., 2004), Padina gymnospora (Usov et al.,
2004), Fucus distichus (Bilan et al., 2004), Fucus serratus (Bilan et al., 2006),
Hizikia fusiforme (Shiroma et al., 2008).

Setiap spesies rumput laut menghasilkan kandungan monosakarida yang
berbeda-beda. Namun sampai saat ini jenis rumput laut penghasil fukoidan yang

sudah dikomersilkan hanya dari satu jenis yaitu Fucus vesiculosus. Beberapa

sumber penghasil fukoidan dapat dilihat pada Gambar 2.5.

Gambar 2.5. Rumput laut penghasil fukoidan. 1: Fucus vesiculosus, 2:
Laminaria digitata, 3: Fucus evanescens, 4: Fucus serratus, 5: Ascophyllum
nodosum, 6: Pelvetia canaliculata, 7: Cladosiphon okamuranus, 8: Hizikia
fusiforme, 9: Laminaria japonica, 10: Sargassum horneri, 11: Nemacystus
decipiens, 12: Padina gymnospora, 13: Stichopus japonicus
(http://vietritosca.blogspot.com/)

Di Indonesia jenis rumput laut coklat yang banyak dijumpai adalah jenis
Sargassum crassifolium. Rumput laut ini mempunyai thallus bercabang seperti

jari, dan merupakan tanaman yang berwarna coklat, berukuran relatif besar,
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tumbuh dan berkembang pada substrat dasar yang kuat. Bagian atas tanaman
menyerupai semak yang berbentuk simetris bilateral atau radial serta dilengkapi
dengan bagian-bagian untuk pertumbuhan (Atmadja, 1996) dalam Yunizal,
(2004).

Rumput laut coklat hidup melekat pada batu atau bongkahan karang dan
dapat terlepas dari substratnya karena ombak besar dan hanyut ke permukaan laut
atau terdampar di atas permukaan pantai. Rumput laut coklat, warnanya
bermacam-macam mulai dari coklat muda sampai coklat tua. Rumput laut yang
termasuk marga Sargassum kelihatannya tidak banyak bedanya dari warna daun,

bentuk cabang, dan ukurannya.

Gambar 2.6. Rumput Laut Coklat Sargassum crassifolium di Indonesia

Rumput laut coklat (Phaeophyceae) mempunyai lebih dari 1000 spesies
yang sudah diidentifikasi. Beberapa spesies rumput laut coklat diperoleh dari
populasi tumbuhan yang hidup di alam dan sebagian sudah di budidaya.

Klassifikasi rumput laut coklat dari Sargassum crassifolium yaitu :

Divisi : Phaeophyta

Kelas . Phacophyceae

Ordo . Fucales

Famili . Sargassaceae

Genus :  Sargassum

Spesies . Sargassum crassifolium
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2.3. Metode Isolasi dan Struktur Fukoidan

Beberapa hasil penelitian tentang isolasi fukoidan dari rumput laut coklat
yang sudah dipublikasikan antara lain : fukoidan dari rumput laut coklat
Sargassum stenopyllum dengan cara mengendapkan fukoidan menggunakan
CaCl, 2 %, dari hasil isolasi tersebut diperoleh rendemen fukoidan 2,4% dari
tepung rumput laut (Duarte, 2001). Fukoidan di isolasi dari rumput laut coklat
jenis Ecklonia cava kaya akan sulfat (0,92 sulfat/total gula) dengan komposisi
utama fukoidan terdiri dari fukosa dan galaktosa dalam jumlah kecil (Athukorala
et al, 2006). Kim et al (2007) memperoleh fukoidan dari rumput laut Undaria
pinnatifida Sporophyll dengan rendemen 3,9% dari berat tepung melalui ekstraksi
menggunakan asam, diendapkan dengan metanol dan pengendapan berikutnya
dengan CaCl, 2 %. Chandia dan Matsuhiro (2008) mengisolasi fukoidan Lessonia
vadosa dengan cara mengesktraksinya menggunakan CaCl, 2 %, dari hasil
ekstraksi tersebut diperoleh rendemen 4,4% dari tepung rumput laut.

Struktur fukoidan yang sudah dipublikasikan dari beberapa spesies rumput
laut coklat dapat dilihat pada Gambar 2.7 — 2.9.

0
CHy . o, .
0807, 030;Na
050;Na

CHy

080y

080y OH H(T

A. B.

Gambar 2.7. Fukoidan dari rumput laut coklat spesies : A. F. distichus. B.
Ascophylum nodosum
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Conchie dan O’Neill (1954) mengungkapkan unit utama fukoidan terdiri
dari unit a-(1,2)-fukosa dan sebagian besar gugus sulfat terikat pada posisi C-4
pada unit fukosa, penentuan struktur ini diperoleh melalui proses metilasi dan
perlakuan alkali. Anno et al (1966) mengisolasi fukoidan dengan komposisi L-
fukosa dengan sulfat terikat pada C-4, berdasarkan spektrum IR menunjukkan
gugus sulfat tersubstitusi pada posisi C-4 aksial dari L-fukosapiranosa. Fukoidan
dari beberapa spesies rumput laut coklat berbeda menurut spesiesnya. Pada tahun
1962 Schweiger mengisolasi polisakarida dari Macrocytis pyrifera dengan
perbandingan fukosa dan galaktosa adalah 18:1, Schweiger pertama kali
melaporkan bahwa fukoidan tidak hanya homopolimer tetapi heteropolimer dari

fukosa, galaktosa dan sedikit xilosa (Li Bo, 2008).
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Gambar 2.8. Fukoidan (rantai bercabang) dari rumput laut spesies : A. spesies
Chorda filum. B. Cladosiphon okamuranus, dimana : R = H atau SO;” dimana H :
SO3_ =2:3.

Fukoidan dari rumput laut (Gambar 2.8.A) adalah polimer linear,
mempunyai ulangan unit tetrasakarida dalam empat residu yang berbeda, hanya
pola spesifik dari sulfatasinya berada pada C-2 dan C-4. Struktur isolasi fukoidan

dari rumput laut spesies Chorda filum menghasilkan komposisi yang sederhana
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hanya mengandung fukosa, sulfat dan gugus asetil. Hasil interpretasi data
NMRnya lengkap dengan turunannya dari hasil desulfatasi dan asetilasi. Pada
spesies Chorda filum terdapat homofukan sulfat yang mengandung polimer
fukopiranosida pada ikatan a-1,3 yang memiliki banyak cabang, kebanyakan

cabang tersebut berupa satu unit monosakarida dengan ikatan a-1,2.

Me o OH
o
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0. —0—
M (o) -
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0. —0
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Gambar 2.8. Fukoidan (gugus samping berbeda) dari rumput laut spesies. C.
Strongylocentrotus pallidus. D. L- variegates.

Fukoidan dari Cladosiphon okamuranus, mengandung kerangka
persambungan di C-3, tetapi dengan rantai samping mengandung o-D-
glukopiranosiluronat di posisi C-2 pada rantai utama, bagian makromolekul dari
karbohidrat dapat dilihat pada Gambar 2.8.C. Fukoidan dari echinodermata
umumnya memiliki kerangka linear dengan gugus sulfat yang berulang secara

teratur dalam setiap satu unit oligosakarida (Usov dan Bilan (2009).

Gambar 2.9. Fukoidan dari timun laut spesies : A. L.grisea. H. B. lixula

Isolasi dan karakterisasi..., Ellya Sinurat, FMIPAUI, 2011



Metode ekstraksi yang berbeda dapat menghasilkan fukoidan yang berbeda.

Ponce et al (2003) melaporkan bahwa rumput laut coklat Adenocytis utricularis

diekstrak pada suhu ruang, menghasilkan fukoidan dengan komposisi utamanya

fukosa, galaktosa dan ester sulfat (galaktofukan). Kemudian dari spesies rumput

laut coklat yang sama, diekstrak pada suhu 70 °C, menghasilkan fukoidan dengan

komposisi utamanya fukosa dan monosakarida lain (manosa, glukosa, xylosa,

rhamnosa dan galaktosa) serta sejumlah asam uronat.

Beberapa struktur fukoidan yang sudah dipublikasikan secara umum

perbedaannya berada pada pola spesifik sulfatasi, posisi persambungan glikosida

dan konstituen monosakarida dari spesies yang berbeda. Beberapa komposisi

kimia fukoidan dari beberapa spesies rumput laut coklat penghasil fukoidan

seperti tercantum dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Komposisi fukoidan dari beberapa spesies rumput laut

Rumput laut coklat

Komposisi kimia

F. vesiculosus

Fukosa, sulfat

F. distichus

Fukosa / sulfat / asetat (1/1.21/0.08)

Ascophyllum nodosum

Fukosa (49%), xylosa(10%), GlcA(11%), sulfat

Ecklonia kurome

Fukosa, galaktosa, mannosa, xylosa, GlcA, sulfat

Macrocytis pyrifera

Fukosa, galaktosa (18/1)

Padina pavonia

Fukosa, galaktosa, mannosa, xylosa, glukosa, sulfat

F. serratus L

Fukosa / sulfat / asetat (1/1/0.1)

Sargassum stenophyllum

Fukosa, galaktosa, mannosa, xylosa, glukosa, GIcA,

sulfat

Hizikia fusiforme

Fukosa, galaktosa, mannosa, xylosa, GIcA, sulfat

Lessonia vadosa

Fukosa / sulfat (1/1.12)

Undaria pinnatifida

Fukosa / sulfat (1/1.1), sulfat

Dictyota menstrualis

Fukosa/ xylosa/asam uronat/galaktosa/sulfat
(1/0.8/0.7/0.8/0.4)

Komposisi kimia dan struktur fukoidan dari rumput laut coklat adalah

bervariasi dari spesies ke spesies. Komposisi fukoidan bergantung pada spesies,

prosedur ekstraksi, musim panen dan kondisi iklim. Selanjutnya tiap fukoidan
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memiliki keunikan dan bentuk struktur yang berbeda, masing-masing variasi
struktur ini mempunyai potensi untuk digunakan sebagai obat baru (Silva, 2005).

Fukoidan lain dengan kandungan asam glukoronat yang tinggi ditemukan
pada rumput laut coklat Chordaria flagelliformis. Hasil analisis monosakarida
dari salah satu fraksi mengandung L-fukosa, asam glukoronat dan sedikit gugus
sulfat (perbandingan molar 1:1:0,25). Selanjutnya untuk penentuan struktur
polisakarida ini, telah dilakukan beberapa modifikasi kimia dari molekul ini
melalui desulfatasi, reduksi golongan karboksi dan hidrolisis parsial. Fukoidan
murni dan produk modifikasi dipelajari melalui hasil metilasi dengan
menggunakan spektroskopi NMR 2D.

Posisi dan jumlah gugus sulfat sangat penting dalam bioaktivitas fukoidan.
Metode dalam menentukan posisi sulfat dilakukan dengan spektroskopi infra
merah, desulfatasi dan analisa sulfat menggunakan turbidimeter (Usov dan Bilan,

2009).

2.4. Bioaktivitas Fukoidan sebagai Antikoagulan
2.4.1. Antikoagulan

Antikoagulan adalah pencegah pembekuan darah dengan jalan menghambat
pembentukan atau menghambat fungsi beberapa faktor pembekuan darah.
Pemeriksaan waktu pembekuan darah yang umum dilakukan adalah dilihat dari
nilai APTT (activated partial thromboplastin time), TT (thrombin time) dan PT
(prothrombin time). Pemeriksaan APTT digunakan untuk menguji pembekuan
darah melalui jalur intrinsik dan jalur bersama yaitu faktor pembekuan XII,
prekalikren, kininogen, XI, IX, VII, X, V, protrombin dan fibrinogen. Prinsip
pemeriksaan APTT adalah mengukur lamanya waktu yang dibutuhkan dalam
detik untuk pembentukan fibrin bila ke dalam plasma ditambahkan reagens
tromboplastin parsial dan aktivator serta ion kalsium pada suhu 37 °C. Reagen
tromboplastin parsial adalah fosfolipid sebagai pengganti platelet factor 3. Bila
hasil APTT memanjang menunjukkan terdapat inhibitor atau kekurangan faktor
pembekuan (Shanmugam & Mody, 2000; Rahayu, 2009).

Senyawa-senyawa antikoagulan seperti : warfarin yang mengandung senyawa

coumarin (dalam bentuk oral), heparin dalam bentuk injeksi, dermatan sulfat,
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condroitin sulfat, dekstran sulfat, tetapi yang paling sering digunakan adalah
warfarin dan heparin. Mekanisme kerja antikoagulan oral adalah menekan sintesa
faktor pembekuan yang dipengaruhi oleh vitamin K yaitu prototrombin, VII, IX
dan X. Menurut Deykin & Verstraete dalam Rahayu (2009) kerja utama obat
antikoagulan menghambat kerja enzim epoksid reduktase sehingga perubahan
epoksid vitamin K menjadi vitamin K tergganggu. Mekanisme kerja heparin
bekerja melalui interaksinya dengan antitrombin. Antitrombin secara alami ada di
dalam darah yang berfungsi menginaktifkan thrombin dan Xa. Dengan reaksi
yang agak lambat antitrombin menginaktifkan faktor-faktor XIla, Xa, Xla, [Xa.
Ketika heparin berinteraksi dengan antitrombin akan mempercepat kerja
antitrombin dalam menghambat atau menginaktifkan enzim-enzim koagulasi
tersebut. Pengaruh heparin terhadap faktor VII sangat rendah karena aktivasi
faktor VII memerlukan fosfolipid yang bermuatan negatif sedangkan heparin juga
bermuatan negatif. Secara keseluruhan sifat antikoagulannya diperoleh melalui
interaksi dengan antithrombin III (AT-III). Berdasarkan regulasi mayor
penggumpalan darah, antitrombin dapat menghambat semua proteinase dari aliran

penggumpalan termasuk thrombin dan FXa (Rahayu, 2009; Jung et al, 2007).

2.4.2. Sistem Pembekuan darah

Proses pembekuan darah terdiri dari rangkaian reaksi enzimatik yang
melibatkan protein plasma yang disebut faktor pembekuan darah, fosfolipid dan
ion kalsium. Untuk menerangkan proses pembekuan darah adalah teori cascade
atau waterfall yang dikemukakan oleh Farlene, Davie dan Ratnoff. Menurut teori
ini tiap faktor pembekuan darah diubah menjadi bentuk aktif oleh faktor
sebelumnya dalam rangkaian reaksi enzimatik.

Proses pembekuan darah dimulai melalui dua jalur yaitu : jalur intrisik dan
jalur ekstrinsik (faktor jaringan). Jalur intrinsik diawali dengan adanya
pembentukan pembekuan darah (thrombus) merah pada daerah aliran darah yang
terhambat atau sebagai respons terhadap dinding pembuluh darah yang abnormal
tanpa adanya jaringan yang melibatkan F.XII, F.XI, F.IX, F.VIII, HWMK, PK,
platelet factor 3 (PF.3). Sedangkan jalur ekstrinsik diawali adanya kerusakan

jaringan (luka) sehingga terbentuk pembekuan (fibrin). Kedua jaringan ini akan
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menyatu dalam final common pathway (jalur bersama) yang melibatkan aktivasi
protrombin menjadi trombin dan proses pemecahan fibrinogen dengan katalis

thrombin untuk membentuk fibrin.

Jalur Ekstrinsik Jalur Instrinsik
PH, HK
XTI » Xlla
Faktor jaringan + /
VIIL + Ca™ X1 ’|  Xla
IX IXa
Jalur Bersama
X -~ X2 | — LMW
Heparin
V, Ca®*
phospolipid
. : X1l
Protrombin v »|  Trombin
Unﬁ'actlop ated . Antitrombin 11 / LMW
heparin Heparin
Xllla
v
Fibrinogen »  Fibrin 1

v

Thrombus

Gambar 2.10. Jalur pembekuan darah.
(Murray et al, 2003)

Jalur intrinsik, ekstrinsik dan jalur bersama banyak melibatkan bermacam-
macam protein, yang dibagi ke dalam 4 tipe yaitu : (1) zimogen protease yang

bergantung pada serin dan menjadi bentuk aktif pada proses koagulasi; (2)
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kofaktor; (3) fibrinogen; (4) transglutaminase yang menstabilkan bekuan fibrin.
Lebih jelas skema pembekuan darah dapat dilihat pada Gambar 2.10.

Faktor pembekuan darah dinyatakan dalam angka Romawi (lihat Tabel 2.2).
Sistem penomoran angka pembekuan darah bukan merupakan urutan terjadinya
proses pembentukan pembekuan darah, tetapi merupakan urutan penemuan faktor-

faktor tersebut (Murray, 2003).

Tabel 2.2. Nomenklatur faktor pembekuan darah

Faktor Nama
I Fibrinogen
II Prototrombin
I Tromboplastin jaringan
v Ca**
v Proakselerin
VI -
VII Proconvertin
VIII Anthihemophilic factor (AHF)
X Plasma Thromboplastin Component (PTC)
X Stuart factor
XI Plasma Thromboplastin Antacedent (PTA)
XII Hagement factor
XIII Fibrin Stabilizing factor (FSF)
- High Moleculer Weight
- Kininogen (HMWK)
- Pre kalikrein (PK)

2.4.3. Potensi Fukoidan sebagai Antikoagulan

Fukoidan telah dilaporkan mempunyai bioaktivitas dan memiliki nilai
potensial medis untuk digunakan sebagai antikoagulan. Antikoagulan secara luas
digunakan untuk mencegah pembekuan darah selama dialisis, bedah, mencegah
pembekuan pembuluh darah dijantung, thrombosis pada jenis-jenis penyakit dan

pengujian darah in vitro (Wang et al, 2010).
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Aktivitas antikoagulan bekerja melalui kofaktor plasma spesifik yaitu
antitrombin dan kofaktor heparin. Struktur spesifik dalam molekul heparin,
mengandung sekuens pentasakarida dengan komposisi gula dan sulfat yang
digunakan untuk menginduksi aktivasi antitrombin (Thunberg et al., 1982;
Lindahl et al.,1983). Kemampuan antikoagulan heparin ditentukan dari ukuran
dan strukturnya (Peirera et al, 2002).

Aktivitas fukoidan sebagai pencegah pembeku darah pertama kali
ditemukan pada tahun 1957. Penelitian ini dilakukan dengan harapan untuk
mensubtitusi antikoagulan alami heparin. Hal ini disebabkan karena diketahui
bahwa pemberian heparin sebagai antikoagulan memberikan efek negatif antara
lain : resistansi heparin, reaksi sistemik akut, heparin —induced skin lesion,
heparin —induced thrombocytopenia (HIT) dan osteoporosis (Rahayu, 2009).

Antikoagulan alami yang menjanjikan seperti fukoidan dari rumput laut
coklat telah diteliti untuk dapat digunakan sebagai bahan obat yang aman, karena
dianggap tidak mempunyai efek samping (Kim et al, 2007).

Hasil penelitian fukoidan sebagai antikoagulan yang dilengkapi dengan
metode ekstraksi dan struktur kimianya pertama kali ditemukan oleh Nagumo dan
Nishino (1991). Beberapa hasil penelitian yang sudah dipublikasikan
menggunakan fukoidan sebagai antikoagulan dari beberapa spesies rumput laut
coklat, antara lain : Ecklonia cava menunjukkan aktivitasnya sama dengan
heparin, melalui interaksinya dengan aliran pembeku darah dengan menghambat
bioaktivitas dari faktor pembeku darah FII, FX, dan FVII (Athukorala et al,
2006). Fukoidan dari Padina gymnospora dilaporkan menunjukkan aktivitas
antikoagulan hanya 2,5 kali lebih rendah dari LMW heparin yang diketahui
melalui uji APTT (Silva, 2005). Secara in vitro aktivitas antithrombin dan anti-
faktor X dari fukoidan lebih rendah dibandingkan heparin, namun secara in vivo
dengan menggunakan model thrombosit mencit menunjukkan aktivitas
antitrombotik fukoidan lebih kuat 2,3 kali dibandingkan heparin, hal ini
disebabkan karena ikatan fukoidan dengan kofaktor heparin lebih kuat
dibandingkan dengan antithrombin. Sedangkan secara in vitro aktivitas

antithrombin dan faktor X heparin meningkat karena affinitas ikatan heparin
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dengan antitrombin meningkat. Hal ini menunjukkan bahwa mekanisme
antitrombotik dari fukoidan berbeda dengan heparin (Kwak, 2010).

Heparin di isolasi dari jaringan hewan dalam bentuk polisakarida sulfat,
dimana rantai karbohidrat berbeda dari fukoidan. Pada kedua senyawa tersebut
mempunyai kandungan sulfat yang tinggi sehingga mampu sebagai antikoagulan.
Diketahui bahwa adanya sulfatasi dalam fukoidan menghasilkan aktivitas
antikoagulan lebih tinggi sebab ketika sulfat dihilangkan menyebabkan
polisakarida tidak aktif (Qui, 2006). Dalam waktu yang sama dilakukan penelitian
perbandingan aktivitas antikoagulan fukoidan dari spesies yang berbeda dan
jumlah sulfat yang berbeda. Diperoleh bahwa bioaktivitas fukoidan yang memiliki
sulfat lebih banyak lebih tinggi sifat antikoagulannya dibandingkan dengan
fukoidan yang memiliki sulfat lebih rendah. Hal ini menunjukkan bahwa
kandungan sulfat yang tinggi adalah penting dalam fungsi sebagai antikoagulan,
namun selain kandungan sulfat, struktur juga berperan (Usov dan Bilan, 2009).

Proses pembekuan darah dipengaruhi oleh banyak faktor diantaranya
interaksi melalui antitrombin III (AT-III) dan kofaktor heparin II (HC-II), dimana
thrombin menghambat terjadinya konversi fibrinogen ke fibrin. Fukoidan mampu
berinteraksi dengan antitrombin III (AT-III) dan kofaktor heparin II (HC-IT). Hal
ini mengakibatkan aktivitas antikoagulan fukoidan meningkat dibandingkan
dengan heparin yang mempunyai gugus aktif spesifik hanya mampu berinteraksi
dengan AT-III. Meskipun telah diteliti dan dibuktikan bahwa interaksi fukoidan
dengan AT-III, namun interaksi fukoidan sebenarnya lebih kuat berinteraksi
dengan HC-II sehingga hal ini menambah bioaktivitasnya (Usov dan Bilan, 2009).

Fukoidan dapat juga langsung berinteraksi dengan thrombin dan protease
lain untuk menginaktifkan enzim. Berat molekul fukoidan merupakan faktor
penting dalam kemampuannya sebagai antikoagulan. Struktur fukoidan yang
berbeda berpengaruh pada kemampuan sebagai antikoagulan, hal ini dibuktikan
pada fukoidan yang mempunyai kerangka fukosa terikat 2,3 desulfasi mempunyai
antikoagulan lebih tinggi dibandingkan dengan fukoidan yang mempunyai
kerangka fukosa memiliki cabang asam a-D- glukoronat (Moura, 2004; Jung et al,

2007).
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Banyak hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antikoagulan pada
fukoidan mungkin berhubungan dengan kandungan dan posisi sulfat, berat
molekul dan komposisi gula. Semakin tinggi jumlah gugus sulfat pada fukoidan
menunjukkan semakin tingginya aktivitas antikoagulan (E. kurome dan H.
fusiforme). Posisi gugus sulfat pada residu gula adalah sangat penting untuk
bioaktivitasnya sebagai antikoagulan. Aktivitas tersebut berhubungan pada C-2
sulfat dan C-2,3 disulfat, selebihnya residu gula 2,3 disulfat adalah sifat struktur
umum dalam fukoidan yang mempunyai aktivitas sebagai antikoagulan. Duerta et
al (2001), melaporkan bahwa sifat antikoagulan fukoidan ditentukan sebagian
besar oleh rantai fukosa sulfat, terutama oleh unit disulfat fucosyl. Silva et al
(2005), melaporkan bahwa sulfatasi 3-O pada C-3 dari unit 4-a-L-fukosil
mempengaruhi aktivitas antikoagulan fukoidan dari Padina gymnospora. Namun
Pereira (2002) menyatakan aktivitas antikoagulan fukoidan dan galaktan sulfat
tidak hanya pengaruh dari jumlah sulfat dan densitas muatannya tetapi juga
struktur yang spesifik dari antikoagulan tersebut untuk mampu berinteraksi
dengan kofaktor pembeku darah.

Melo et al (2003), melakukan penelitian tentang mekanisme aktivitas
antikoagulan menggunakan galaktan sulfat. Aktivitas antikoagulan polisakarida
sulfat dicapai terutama melalui potensi interaksinya dengan kofaktor plasma, yang
merupakan penghambat alami protease pembekuan. Hasil yang diperoleh adalah
sebagai berikut: 1) persyaratan struktural interaksi antara galaktan sulfat dengan
penghambat pembeku darah dan protease tidak hanya pengaruh dari kerapatan
muatan galaktan sulfat; 2) struktur dasar dari interaksi ini adalah kompleks karena
biasanya melibatkan polisakarida heterogen namun tergantung pada distribusi
gugus sulfat dan komposisi monosakaridanya; 3) galaktan sulfat membutuhkan
rantai lebih panjang daripada heparin untuk mencapai aktivitasnya sebagai
antikoagulan; 4) kemungkinan struktur galaktan sulfat adalah besar, bukan
komponen kecil seperti dalam heparin, namun yang menentukan adalah
interaksinya dengan antithrombin; 5) galaktan sulfat dengan berat molekul 15-45
kDa mengikat antithrombin namun tidak dapat mencapai penghambat plasma dan
trombin. Efek terakhir ini mengharuskan ukuran molekul di atas 45 kDa; 6)

galaktan sulfat dan heparin mengikat pada posisi ikatan yang berbeda di
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antithrombin; 7) galaktan sulfat kurang efektif dibandingkan heparin saat
mendorong aktivasi antithrombin melalui konformasi struktur.

Secara keseluruhan hasil pengamatan tersebut menunjukkan bahwa
mekanisme yang berbeda mendominasi aktivasi antithrombin melalui konformasi
struktur dalam memastikan aktivitas galaktan sulfat sebagai antikoagulan melalui
interaksinya dengan antitrombin. Galaktan sulfat kemungkinan menghubungkan
antithrombin dan thrombin dan membiarkan protease berada dalam bentuk yang
tidak aktif. Aktivasi antithrombin melalui konformasi struktur dan pembentukan
kompleks kovalen dengan trombin tampak kurang penting dalam aktivitas
antikoagulan galaktan sulfat. Hasilnya menunjukkan bahwa paradigma interaksi
antara heparin dengan antithrombin tidak dapat diterapkan pada polisakarida
sulfat yang lain. Target setiap jenis polisakarida sulfat adalah mampu membentuk

kompleks dengan plasma penghambat pembeku darah dan protease (Li Bo, 2008).

2.5. Metode Analisa untuk Fukoidan
2.5.1. Kromatografi Permeasi Gel atau Filtrasi Gel

Filtrasi gel adalah suatu teknik menguraikan campuran zat-zat sesuai dengan
ukuran molekulnya. Teknik ini didasarkan atas inklusi dan ekslusi zat terlarut
melalui suatu fase diam yang terbuat dari gel polimer yang berikat silang dan
berpori heterogen. Kromatografi eksklusi adalah pemisahan menggunakan
partikel berpori untuk memisahkan molekul-molekul berdasarkan perbedaan
ukuran molekul.

Dalam kromatografi elusi cair-padat, pemisahan terjadi antara fase cair di
dalam partikel gel dan di luar cairan yang mengelilingi gel. Akibat mekanisme
perbedaan laju permeasi masing-masing molekul zat terlarut ke interior partikel
gel sehingga pemisahan terjadi. Dengan aliran cairan, molekul akan berdifusi ke
seluruh bagian gel, hanya molekul yang berukuran besar yang tidak dapat masuk
ke daerah yang merupakan rongga-rongga gel. Akibatnya molekul dapat lewat
dengan tanpa rintangan sepanjang kolom sehingga memiliki waktu retensi lebih
cepat, sedangkan molekul kecil akan terpenetrasi secara dalam ke celah-celah
kecil gel sehingga lebih lama keluar dan waktu retensi menjadi panjang. Sudah

tentu molekul besar akan terelusi terlebih dahulu baru kemudian diikuti oleh

Isolasi dan karakterisasi..., Ellya Sinurat, FMIPAUI, 2011



molekul — molekul kecil yang masuk dulu ke rongga-rongga gel. Pemisahan ini

dimungkinkan akibat penahanan ukuran yang terjadi dalam partikel gel. (Khopkar,

1990).
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Gambar 2.10. Mekanisme kerja kromatografi permeasi gel

Pemisahan suatu tipe gel tertentu sangat tergantung pada ukuran molekul

dan sifat —sifat kimia dari zat yang akan dipisahkan. Misalnya pada biogel 0-10

digunakan untuk zat-zat yang mempunyai berat molekul yang berkisar antara

5000 — 17000 satuan. Molekul dengan berat molekul diatas batas ini, yaitu diatas

limit ekslusi akan lewat saja tanpa rintangan dari gel. Dibawah limit ekslusi, zat

tersebut akan terelusi pada volume elusi sesuai dengan volume gel total. Untuk

bekerja di alam medium yang tidak berair, gel yang tepat digunakan adalah

sephadex LH-20 (Khopkar, 1990). Prinsip pemisahan kromatografi permeasi gel

adalah bentuk pemisahan berdasarkan ukuran molekul bukan berat molekul.

Maksudnya bahwa berat molekul yang sama akan berbeda migrasi di dalam

kolom bila ada cabang dan kelipatannya. Jadi hanya nilai berat molekul relatif

yang bisa diperoleh dari sampel yang sama (Holtcam, 2009).
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Kromatografi permeasi gel ini sangat berguna untuk pemisahan spesies
dengan berat molekul tinggi (BM > 20000), terutama yang tidak terionkan,
campuran sederhana dapat dipisahkan dengan mudah terutama jika penyusun
campuran itu memiliki berat molekul yang berbeda. Kromatografi ini juga sangat
cocok digunakan untuk kerja awal, pemisahan eksplorasi dari cuplikan yang
belum diketahui, pemisahan ini memberikan gambaran isi cuplikan apakah
cuplikan tersebut memiliki berat molekul rendah atau berat molekul tinggi.

Pemilihan pelarut pada kromatografi permeasi gel bertujuan untuk
meminimumkan interaksi antara zat terlarut dengan permukaan zat penyangga,
karena interaksi apapun dengan permukaan tidak diinginkan. Persyaratan pelarut
pada kromatografi permeasi gel harus memiliki kemurnian tinggi, tidak bereaksi
dengan fase diam, dapat bercampur dengan komponen sistem pelarutnya baik
untuk cuplikan dan viskositas rendah. Jika kriteria tersebut terpenuhi, maka zat
terlarut dapat masuk ke pori dengan proses difusi. Untuk gel lunak pelarut harus
mengembangkan gel (swelling) karena porositas dipengaruhi jumlah pelarut,
misalnya untuk dekstran, pelarut yang biasa digunakan adalah air (Johnson dan

Stevenson, 1994).

2.5.2. Spektrofotometer Infra Merah

FT-IR adalah teknik yang digunakan untuk mempelajari perubahan
komposisi kimia dalam tumbuhan tingkat tinggi dan rumput laut (Sheng et al.
2004). Spektrum Infra merah merupakan metode yang umum digunakan untuk
menentukan posisi sulfat. Hasil spektrum IR memberikan informasi adanya sulfat
(S=0) pada fukoidan diperoleh dengan adanya pita serapan pada bilangan
gelombang 1260 -1240 cm™. Selanjutnya gugus sulfat dalam posisi aksial atau
posisi ekuatorial dilihat dari pita serapan pada bilangan gelombang 820-850 cm™,
dimana posisi sulfat aksial (C-O-S) ditentukan adanya pita serapan di bilangan
gelombang 842 cm-1 dan posisi ekuatorial (C-O-S) pada bilangan gelombang 820
cm™ (Li Bo, 2004).

Serapan di wilayah bilangan gelombang 3000 sampai 3300 cm™' adalah
vibrasi ulur dari C-C, C=C dan Ar-H, sedangkan serapan pada bilangan

gelombang 2700 sampai 3000 cm™ didominasi vibrasi ulur dari gugus fungsi C-H
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untuk CH3, CH,, dan CHO (Miller, 2003). Daerah serapan pada bilangan
gelombang 1200 sampai 900 cm™ adalah di dominasi ikatan vibrasi ulur dari C-

0, C-C, C-O-C dan C-O-P dari polisakarida (Wolker, 2004).
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BAB Il1

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan mulai bulan Juli 2010 sampai bulan April 2011 di
Laboratorium Balai Besar Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan

Perikanan dan Laboratorium Patologi Klinik Kedokteran Universitas Indonesia.

3.2. Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: labu ukur, gelas
ukur, pipet ukur, pipet tetes, beaker glass, batang pengaduk, corong gelas, tabung
sentrifuge, botol semprot, pipet mikro, propipet (bulb), tabung reaksi, blower,
blender, disk mill, alat sentrifuge, timbangan analitik, penyaring vakum,
penangas air, syringe, hot plate, indikator pH stik, Coagulometer.

Instrumen yang digunakan adalah: HPLC Shimadzu prominence 20 dengan
kolom Shimpack SCR-101 C, dan Detektor Refraktif Indeks (RID-10 A), pompa
LC-20AB, FT-IR, Elementer analyzer, HPLC TOSOH dengan kolom TSK Gel
G5000 PW dan RID-10A, Turbidimeter, spektrofotometer UV-VIS.

3.3. Bahan Penelitian

- Rumput laut Sargassum crassifolium diperoleh dalam bentuk basah dari
Binuangeun, Banten. Kemudian dikeringkan di laboratorium Pengolahan di
Balai Besar Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan,
Jakarta, kemudian di oven suhu 40-50°C dan ditepungin dengan mesin
penggiling.

- Plasma darah manusia diperoleh dari 5 orang donor, yang tidak diketahui
jumlah trombosit sebelumnya.

- Sephadex A-25 (Sigma), standar fukoidan (Sigma), standar Pullulan (Sigma)
serta bahan kimia lainnya seperti : CaCl,, TFA, CPC, etanol, methanol,
aseton, CHClj3, Pathrombin SL, HCI, NaOH, BaCl,, H,SO4, phenol, diperoleh
di Jakarta.
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3.4. Prosedur kerja

3.4.1. Isolasi fukoidan

Daun rumput laut basah 2 kg dikeringkan pada suhu kamar atau
dikeringkan dalam oven vacum (60 °C) lalu digiling dan disimpan dalam kemasan
plastik dalam keadaan vacuum sebelum digunakan. Tepung alga direndam dengan
campuran pelarut MeOH-CHCI; - H,O dengan perbandingan 4:2:1 pada suhu
ruang selama 3 jam lalu dibilas dengan aseton, kemudian dikeringkan. Tepung
alga direndam dengan HCI 0,1N (1:10) (b/v) lalu distirer selama 6 jam pada suhu
ruang. Disaring menggunakan planktonet 500 mesh, filtrat ditampung. Filtrat
dinetralisasi dengan menggunakan NaOH 0,5 M. Ke dalam filtrat ditambah
larutan CaCl, 4M (1:10) secara mekanik sambil diaduk selama waktu 30 menit
pada suhu ruang lalu disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit,
filtratnya diencerkan dengan penambahan air sampai konsentrasi CaCl, 0,5 M lalu
ditambah CPC 5% sampai terbentuk endapan. Ke dalam endapan ditambah CaCl,
3 M lalu disentrifuse kecepatan 3000 rpm selama 15 menit, ke dalam filtrat
ditambah etanol (1:2). Hasil endapan yang diperoleh dilarutkan dengan air dan
disentrifuse kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Larutan yang diperoleh di

dialysis dengan 0,5 M NaCl dan aquabides sehingga diperoleh ekstrak fukoidan
(F).

3.4.2. Pemurnian ekstrak fukoidan

1. Fraksinasi ini dilakukan dengan menggunakan kromatografi penukar
anion dengan DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia) dalam bentuk CI”

2. Esktrak fukoidan (1.1g dalam 50 mL) dimasukkan pada kolom (30 x
1,7 cm) dan dielusi dengan air diikuti dengan larutan natrium klorida
dengan peningkatan konsentrasi (0,5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.5 M NaCl)
sampai tidak adanya reaksi positif dari elute dengan fenol dan H,SO4

(cairan bening) dalam metode Dubois (1956).
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3.4.3. Karakterisasi fukoidan

3.4.3.1. Penentuan total karbohidrat dari fukoidan diukur dengan metode

Dubois et al 1956 dalam Duarte et al, 2001

Sampel fukoidan kering (10 mg) dimasukkan ke tabung. Ditambahkan 1
mL aquades ke dalam sampel dan di aduk. Kandungan total karbohidrat diukur
dengan menggunakan uji fenol-sulfat; dengan penambahan 5 mL fenol 0,5 % dan
2,5 ml H,SO4 pekat, ditambahkan ke sampel dan dibiarkan sampai dingin
(direndam dalam air es) selama 30 menit. Sampel diaduk dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 490 nm. Blanko diperlakukan sama
dengan sampel seperti di atas. Sebagai standar digunakan L-fukosa dengan variasi

(0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2) %.

3.4.3.2. Penentuan Estimasi Berat Molekul (Shiroma, 2008)

- Masing - masing sampel dan standar ditimbang (10 mg) lalu dilarutkan
dalam aquabides 10 mL kemudian dibiarkan selama semalam sebelum
dianalisa, sampai sampel benar-benar sudah mengembang atau minimal 6
jam dilarutkan sebelum digunakan

- Standar diinjek sebanyak 20 pL. dengan lama pemisahan dimulai 30 menit
(sampai peak kembali ke base line).

- Berat molekul standar pullulan yang digunakan dari (P5, P10, P20, P50,
P100, P200, P400 dan P40010) x 10* Dalton.

- Kemudian sampel diinjeksikan dengan volume yang sama dengan standar
(20 pl), dengan harapan waktur retensi sampel berada diantara waktu
retensi standar.

- Kolom yang digunakan TSK Gel G5000 PW dengan detektor RID-10A

- Untuk pengolahan data dilakukan dengan menggunakan garis regresi
linear.

3.4.3.3. Analisa FT-IR
Sebanyak 1 mg sampel digerus dengan 200 mg kalium bromide sampai

homogen. Selanjutnya serbuk sampel dibuat tablet tipis dan transparan pada
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tekanan 7000 Pa, lalu dimasukkan ke dalam simple pan untuk dibuat rekaman

spektrum infra merah pada bilangan gelombang 4000 — 500 cm™

3.4.3.4. Penentuan sulfat dengan menggunakan metode BaCl, —gelatin (Kim

et al, 2007)

a. Preparasi BaCl,—gelatin

Gelatin 2 g dilarutkan dalam 400 mL air panas (60 -70 °C) dan dibiarkan
sampai suhu 4 °C selama 6 jam lebih diutamakan dibiarkan semalam. Selanjutnya
BaCl, sebanyak 2 g dilarutkan dalam cairan gelatin. Larutan ini dapat disimpan
pada suhu 4 °C selama 1 minggu sebelum digunakan.

b. Preparasi sampel

Sampel 2 mg dilarutkan dengan 2 mL aquadest dalam tabung tertutup.
Kemudian ditambahkan TCA 4% sebanyak 5 mL lalu dipanaskan dalam
waterbath 100 °C selama 4 jam. Kemudian didinginkan sampai suhu ruang, 5
menit sebelum dibuka tabung digoyang-goyang. Hasil hidrolisis diambil 1 ml dan
ditambah larutan BaCl, . gelatin 1 mL serta TCA 1,4 mL lalu diaduk secara
mekanik selama 60 detik, langsung diukur pada A = 420 nm.

3.4.3.5. Penentuan Kadar Protein menurut metode Lowry - Folin
(Sudarmadiji at el, 1984):

Ditambahkan 0,1 mL sampel dan 0,9 mL pewarna Lowry. Sementara itu,
campuran blanko dibuat dari 0,1 mL akuades dan 0,9 ml pewarna Lowry pada
tempat yang terpisah. Sampel dan blanko di diamkan selama 15 menit. Pada
masing-masing sampel dan blanko ditambahkan 3 ml pewarna Folin kemudian di
diamkan selama 45 menit. Sampel dan blanko diukur nilai absorbansinya pada
panjang gelombang 540 nm. Pengukuran kadar protein menggunakan standar

BSA (bovine serum albumin) yang terdapat pada lampiran.

3.4.3.6. Hidrolisis fukoidan (Chandia & Matsuhiro, 2008)
Sampel (5 mg) dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
larutan TFA 4M kemudian ditutup lalu dimasukkan ke dalam waterbath

dipanaskan sampai suhu 100 °C selama 2 jam. Setelah itu hidrolisat dinetralisasi
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dengan NaOH 2 M untuk menetralkan asam TFA nya. Setelah itu hidrolisat
disaring menggunakan filter 0,45 mikron, lalu ditambah resin penukar kation
anion. Untuk menentukan jenis monosakaridanya dilakukan dengan menggunakan
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) shimadzu prominence-20
dengan kolom shimpack SCR-101C yang merupakan kolom penukar kation terdiri
dari kalsium dengan kopolimer stiren divinilbenzena. Volume sampel setiap injek

sebanyak 20 pL dan waktu pemisahan selama 20 menit.

Pembuatan larutan standar

a. Larutan standar fukosa

Larutan induk fukosa 1000 ppm dibuat dengan menimbang 100 mg fukosa
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, dan ditambahkan aquabides sampai
tanda batas. Larutan ini selanjutnya digunakan sebagai larutan induk untuk
membuat deret larutan standar fukosa berikutnya. Dengan variasi konsentrasi
sebesar 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm,80 dan 100 ppm. Deret larutan standar fukosa
ini dianalisis menggunakan HPLC dengan kondisi kecepatan alir 1 mL/menit,

suhu oven 80°C, dan fase gerak yang digunakan adalah aquabides.

b. Larutan standar glukosa
Larutan induk glukosa 1000 ppm dibuat dengan menimbang 100 mg glukosa
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, dan ditambahkan aquabides sampai

tanda batas.

c. Larutan standar galaktosa
Larutan induk glukosa 1000 ppm dibuat dengan menimbang 100 mg galaktosa
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, dan ditambahkan aquabides sampai

tanda batas.

d. Larutan standar xilosa
Larutan induk glukosa 1000 ppm dibuat dengan menimbang 100 mg xilosa
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, dan ditambahkan aquabides sampai

tanda batas.
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3.4.4. Uji aktivitas sebagai antikoagulan berdasarkan Uji APTT (activated

partial thromboplastin time) menggunakan modifikasi metode (Zoysa et

al, 2008)

a. Uji optimasi inkubasi fukoidan

Plasma darah manusia (100 pL) diinkubasikan selama (1, 5,15, 30, dan 60
menit pada suhu 37 °© C dengan 10 pL larutan fukoidan (konsentrasi 100 pg/mL).
Pathromtin SL (100 pL) ditambahkan ke campuran fukoidan dan diinkubasi
selama 2 min pada 37 ° C. Kemudian ditambahkan CaCl, 0,025 M sebanyak 100
uL dan dicatat waktu pembekuan darah.

b. Uji APTT pembekuan (APTT clotting) dengan metode yang sama dan
lama inkubasi dilakukan berdasarkan hasil uji optimasi dengan variasi
konsentrasi 100, 200, 300 dan 400 pg/mL menggunakan 5 donor plasma darah

manusia sebagai ulangan, berbadan sehat tanpa diketahui jumlah trombositnya.
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3.5. Diagram kerja

Tepung rumput laut

<+—— MeOH-CHCI; — H20 (4:2:1) 3 jam (1:10) ; w/v

<+— Disaring dengan planktonet 500 mesh

filtrat

residu

<4+— Direndam dgn HCI 0,1N ((1:10) ; w/v

<4— Di aduk selama 6 jam pada suhu ruang

residu

filtrat

«

-«
-«

NaOH 0,5N ; disentrifus 3000 rpm;

15 menit

Ditambah etanol (1:3)
Dilarutkan dengan aquabides

endapan

filtrat

<«— CaCl, 4M lalu; disentrifus 3000

rpm 15 menit

endapan

filtrat

<— Ditambah CPC 5 %

<— Ditambah aquabides

Lanjut....
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Lanjutan...

endapan

filtrat

+“— CaClz 3M

endapan

filtrat

<+—— EFEtanol 1:3

filtrat

endapan

<«— Dilarutkan dg DDW

<«— Dialysis 0,5 M NaCl dan H,O
(diganti 12 jam)

Endapan di liofilisasi sbg ekstrak kasar
fukoidan

Senyawa fukoidan murni

<— Fraksinasi kromatografi DEAE-
Sephadex A-25

Karakterisasi fukoidan menggunakan UV-VIS, FT- IR,
estimasi berat molekul, ester sulfat (SO,), analisa unsur
dan penentuan monosakarida (HPLC)

J

Uji antikoagulan
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3.5.1. Uji antikoagulan

Plasma normal 100 uL

Ditambah fukoidan 10 pL

Disentrifus 15 menit, 3500 rpm

Di inkubasi pada T: 37 °C (variasi 1, 5, 15, 30 dan 60) menit
Ditambah Pathrombin SL 100 puL

Setelah 2 menit ditambah CaCl, 100 uL

v

Nilai APPT (detik)
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Isolasi Fukoidan

Hasil rendemen ekstrak fukoidan yang diperoleh sebesar 1,46% (4,38 g) dari
berat kering tepung Sargassum crassifolium (300 g), setelah dimurnikan diperoleh
rendemen fukoidan sebesar 0,87% dari berat kering (2,628 g). Hasil pengukuran
absorbansi dari pemurnian fukoidan yang dilakukan dengan memasukkan
fukoidan ke dalam kolom yang berisi resin penukar anion, eluen NaCl dengan
konsentrasi meningkat (0,5 — 3,5 M) dengan interval 0,5 dapat dilihat pada
Gambar 4.1.

3.5
F5
3 >
£
£ 25
53
2 . F4
2 *
g
= F2
2
= 1
<c F1 F3
0.5
o
0O 0.5M 1.0mM 1.5M 2.0mM 2.5M 3.0M 3.5M
Konsentrasi Eluen NaCl (M)

Gambar 4.1. Profil fukoidan yang dimurnikan dengan eluen NaCl 0.5M — 3,5M
menggunakan resin Sephadex A-25. Fraksi tiap 10 mL diuji menggunakan fenol-
H>SO4.

Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh, fukoidan yang dimurnikan
dibagi ke dalam 5 fraksi. Penentuan fraksi ini berdasarkan nilai absorbansi dari
yang absorbansi naik kemudian turun kembali mendekati absorbansi blanko
secara fisik larutan (bening). Tiap hasil yang sudah dipisahkan melalui kolom
berisi resin anion DEAE Spehadex A-25 ditampung tiap tabung 7 mL. Hasil

penggabungan cairan yang ditampung ditambahkan etanol (Gambar 4.2).
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Gambar 4.2. Hasil fraksinasi dari kolom kromatografi

Setelah ditambah etanol diperoleh endapan, kemudian di liofilisasi. Dari

masing-masing fraksi diperoleh hasil rendemen seperti tertera pada Tabel 4.1.

Gambar 4.3. Produk fukoidan yang sudah diliofilisasi (ada 5 fraksi)

Berdasarkan hasil rendemen dan produk yang mendekati warna fukoidan
komersil dari masing-masing fraksi serta rendemen tertinggi diperoleh pada fraksi

F2.
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Gambar 4.4. Produk fukoidan fraksi 2 (F2)

Tabel 4.1. Hasil rendemen fukoidan dari masing-masing fraksi melalui

penambahan eluen NaCl

Fraksi Konsentrasi NaCl (M) Rendemen (%); wiv
Fl 0,5-1 14
F2 1-1,5 32
F3 1,5-2,5 24
F4 2,5-3 16
F5 3-3,5 14

Total rendemen setelah dimurnikan adalah 60 % dari ekstrak fukoidan
(2.628 g) atau 0,87% dari tepung rumput laut. Hasil rendemen dari penelitian ini
masih rendah bila dibandingkan dengan hasil-hasil rendemen dari penelitian orang
lain yang sudah dipublikasikan. Hasil -hasil rendemen fukoidan yang sudah
diteliti antara lain dari spesies Nemacystus decipiens sebanyak 0,5% (w/w) berat
basah rumput laut (Masakuni, 1999), rendemen dari spesies Cladosiphon
okamuranus sebanyak 2,0% dari berat kering rumput laut (Takeshi, 2003),
rendemen ekstrak fukoidan dari rumput laut coklat spesies Hizikia fusiformis
sebesar 1,3% dari berat kering rumput laut (Shiroma, 2008). Perbedaan hasil
rendemen ini kemungkinan disebabkan karena metode ekstraksi dan jenis rumput
laut yang berbeda. Selain itu faktor umur dan iklim setempat juga mempengaruhi

rendemen dan struktur fukoidan (Franck et al, 2004).
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Menurut Kitamaro at el, (1991) kehilangan rendemen fukoidan yang
paling banyak terjadi adalah pada saat dialisis, karena lolosnya fukoidan melalui
membran dialisis yang digunakan. Oleh karena itu perlu dilakukan penggunaan
membran dialisis yang tepat sesuai dengan target fukoidan yang dinginkan.

Prosedur ekstraksi fukoidan harus disesuaikan dengan jenis spesies bahan
baku rumput laut coklat yang digunakan. Hal ini bertujuan untuk memperoleh
rendemen yang banyak dan aplikasi bioaktivitas fukoidan. Untuk itu diperlukan
modifikasi prosedur ekstraksi fukoidan dari rumput laut yang berbeda (Mori &
Nisizawa, 1982).

4.2. Karakterisasi Fukoidan
4.2.1. Total Karbohidrat

Hasil total polisakarida diperoleh dengan pengukuran absorbansi sampel
fukoidan yang sudah dimurnikan. Hasil pengukuran total polisakarida dihitung

dengan menggunakan fukosa sebagai standar. Dari hasil pengukuran absorbansi

diperoleh pada Tabel 4.2.
Tabel 4.2. Hasil analisis total karbohidrat dari masing-masing fraksi
Fraksi Konsentrasi NaCl (M) Karbohidrat (%)
Fl1 0.5-1.0 65.3
F2 1.0-1.5 78.3
F3 1.5-2.5 68.2
F4 25-3.0 Tl
F5 3.0-3.5 61.0

Semua fraksi menunjukkan karbohidrat yang dihasilkan masih dibawah
100%. Hal ini menunjukkan bahwa rumput laut mengandung senyawa lain
disamping karbohidrat, seperti : protein, lemak, pigmen dan unsur logam berat
yang masih tertinggal dalam fukoidan, walaupun dalam tahap ekstraksi sudah

berusaha dilhilangkan dengan menggunakan pelarut (Yunizal, 2004).
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4.2.2. Penentuan estimasi Berat Molekul

Hasil produk dari masing-masing fraksi dilanjutkan dengan penentuan
estimasi berat molekul menggunakan kromatografi permeasi gel dengan kolom
TSK gel G5000 PW. Standar polisakarida yang digunakan adalah Pullulan yang
memiliki berat molekul dari (0,59; 0,96; 2,11; 4,71; 10,71; 20; 34,4; 70,8) x 10*
dengan masing-masing kode (P5, P10, P20, P50, P100, P400, P800). Berdasarkan
hasil uji perhitungan regresi linear (ada di Lampiran), maka berat molekul
fukoidan hasil penelitian dapat ditentukan. Hasil berat molekul fukoidan dari
masing-masing fraksi diperoleh yaitu pada Tabel 4.3. Berat molekul
mempengaruhi mutu produk fukoidan terutama pada kemampuan bioaktivitasnya.
Salah satu yang menentukan tinggi rendahnya berat molekul dipengaruhi oleh
senyawa monosakarida penyusun fukoidan (Usov dan Bilan, 2009).

Tabel 4.3. Hasil analisis estimasi berat molekul dari 5 fraksi fukoidan yang
sudah dimurnikan

Fraksi Berat molekul x10* Dalton
F1 5.8
F2 7.71
F3 5.47
F4 5.44
F5 5.25
FK 7.64

Fukoidan dari masing-masing spesies rumput laut coklat berbeda-beda
jumlah berat molekulnya. Pada penelitian ini untuk menentukan berat molekul
fukoidan Sargassum crassifolium (diperoleh dari hasil penelitian) digunakan

fukoidan komersil (FK) sebagai pembanding yaitu Fucus vesiculosus.
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CHROHATOPAC C-R&A FILE @

FILE

SAMPLE NO 8 HMETHOD 41
REPORT NO 345780
EKNO TIME AREA MK IDHNO CONC NAHE

5.845 39661 67.920%

7.767 816 S.0969

14 917 16,9887
0TAL 58393 g

Gambar 4.5. Kromatogram fukoidan Fraksi 2 (F2)

Dari hasil yang diperoleh besarnya estimasi berat molekul fukoidan dari
Sargassum crassifolium berkisar pada (5,44 — 7,71)x10* berdekatan dengan
estimasi berat molekul fukoidan komersil (7,64x10"). Bentuk profil kromatogram
yang dihasilkan dari F2 mirip dengan fukoidan komersil (FK), sebagaimana

ditampilkan pada Gambar 4.5.

Sedangkan untuk profil kromatogram dari fraksi-fraksi lain (F1, F3, F4
dan F5) dapat dilihat pada Lampiran.

&8TD FC 2ouL
ERO
. TOP. TRCB3=15
START
pr1B-13 13153139
(i_:—' =
s 11,1
HRONATOPAC REA P
HPLE HO : 1ETHOT i
CPORT HO J 4
KHO T1 MK IDHD L ANE
1 5. 18 e9ze
116 2,345
0T AL 0o

Gambar 4.6. Kromatogram fukoidan komersil (FK)
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4.2.3. Analisis FT-IR fukoidan

Data spektrum infra merah bermanfaat untuk mengetahui jenis gugus fungsi
spesifik yang ada dalam molekul suatu senyawa. Pada penelitian ini data spektrum
infra merah untuk mengetahui adanya gugus ester sulfat dan posisi ester sulfat
yang ada (aksial atau ekuatorial). Dengan diketahui adanya gugus spesifik ini
akan menunjang data lainnya.

Untuk karakterisasi pendahuluan fukoidan salah satu metode fisikokimia yang
digunakan adalah spektroskopi IR. Hasil analisis posisi sulfat pada polisakarida
dianalisis menggunakan Pellet KBr dengan scanning antara 4000 dan 400 cm
(Duarte, 2001). Spektrum IR memberikan kemungkinan untuk membedakan sulfat di
atom O (4) dari sulfat di atom O(2) dan O(3) pada residu fukopyranosa. Hasil

intensitas absorbansi dari masing-masing fraksi dapat dilihat pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4. Hasil intensitas absorbansi infra merah fukoidan yang sudah

dimurnikan.
Absorbansi Absorbansi Indikasi
Kode Sampel 1 " "
spesifik (cm™) Umum (cm™) gugus/struktur
F1 816 1240-1272 Adanya ester sulfat
F2 1252; 820
F3 1255 ;822
F4 1255; 821
F5 1243;838
1259
FK Ester carbonil,
1730 1700-an menunjukkan
adanya asetat di
fukoidan

Catatan : FK = produk komersil fukoidan spesies Fucus vesiculosis

Pada serapan absorbansi 1240 — 1260 cm™ merupakan daerah pita serapan untuk

menunjukkan adanya ester sulfat. Namun berapa jumlah sulfat yang di dalamnya
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belum bisa dipastikan, harus ditambah dengan data dukung lain, seperti analisa
total sulfat atau analisis unsur S. Untuk mengetahui perbandingan sulfat dengan
unsur lain penyusun senyawa organik lain (C,H,0), maka dilakukan pengujian
unsur (C,H,N, S). Dari tiap fraksi diperoleh serapan absorbansi yang
menunjukkan bahwa tiap fraksi mengandung ester sulfat. Adanya serapan
absorbansi di daerah bilangan gelombang 840 cm™ menyatakan sulfat pada posisi
aksial dan serapan absorbansi pada bilangan gelombang 820 cm™' menyatakan
sulfat di posisi ekuatorial. Posisi ini akan menunjukkan kereaktifan senyawa
fukoidan bila dilakukan uji bioaktivitasnya (Usov & Bilan, 2009).

Berdasarkan hasil pengukuran FT-IR menunjukkan bahwa fraksi (F2- F5),
mengandung gugus sulfat, hal ini dibuktikan adanya pita serapan pada panjang
gelombang pada 1250-an. Posisi sulfat pada fukoidan yang diperoleh berada pada
ekuatorial dengan adanya serapan absorbansi di bilangan gelombang 821 cm™.
Pita serapan pada 3330 cm™ dan 1648 cm™' masing-masing menunjukkan adanya
korespondensi ke hidroksil dari golongan karboksil. Pita serapan di sekitar 1610
sampai 1620 cm™ indikasi eksistensi asam uronat. Selanjutnya pada hasil spektra
yang diperoleh tidak ditemukan pita serapan disekitar 1720 cm™ yang
mengindikasikan tidak ada gugus O-asetil. Bentuk serapan dari FT-IR pada fraksi
F2 dapat dilihat pada Gambar 4.7.

Sampls Name : F-2

;_iﬂ

ey

o AV

ERe o e e = i o 150

F-2ul.l, 1 des 2010.pk

F-2UL1~1.SP 3551 400000 450.00 2.60 63.35 4.00 %T 128 0.20

REF 4000 22.81 2000 60.21 600

3434.92 2.60 1845.01 63.02 1631.08 22.94 1555.86 51.35 1421.29 47.58
1252.05 33.62 1141.42 37.60 1056.40 29.75 103545 29.15 966.73 49.59
900.73 5B8.07 B20.79 4853 669.95 3577 601.37 31.04 58478 31.23
END 15 PEAK(S) FOUND

Gambar 4.7. Spektrum hasil analisis FT-IR pada fraksi 2 (F2)
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4.2.4. Analisis uji sulfat

Hasil analisis ester sulfat menggunakan metode metode BaCl,.gelatin
setelah dimurnikan diperoleh seperti dalam Tabel 4.5. Hasil uji sulfat ini sangat
penting untuk mengetahui penyusun fukoidan dan sifat aktifnya. Salah satu
penentu sifat aktif fukoidan adalah jumlah sulfat dan posisi sulfat. Analisis sulfat
yang diperoleh adalah bentuk BaSOj (larutan keruh). Larutan keruh ini sangat
mudah diganggu stabilitasnya, sehingga dalam analisanya dilakukan secara cepat
dan diperlakukan sama untuk semua sampel, untuk mengurangi faktor kesalahan
dalam analisa. Sulfat dalam fukoidan membuatnya menjadi aktif. Hasil yang
diperoleh kadar sulfat tertinggi diperoleh pada fraksi kedua dengan eluen NaCl
pada konsentrasi 1-1,5M.

Tabel 4.5. Hasil analisis ester sulfat dari fukoidan yang sudah dimurnikan

Kode sampel Hasil (ppm) (Solfitt;r( S/L:)Ifgl'\[/ =
Fl 0.962 2.02
F2 4.071 855
F3 1.147 2.40
F4 1.255 263
FS 1.280 2.69
FK 1.294 271

4.2.5. Analisis protein fukoidan

Hasil analisis protein menggunakan metode Lowry-Folin diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A 546 nm, dapat dilihat pada Tabel
4.6. Hasil analisis protein ini menunjukkan bahwa fukoidan berasal dari
rumput laut coklat masih kontaminan dengan protein hal ini menunjukkan
bahwa fukoidan mempunyai ikatan yang kuat dengan protein, walaupun pada

prosedur ekstraksi sudah dihilangkan dengan penambahan cetyl piridium
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klorida. Tetapi protein yang diperoleh termasuk rendah, hal ini dilakukan
untuk mendapatkan fukoidan murni (polisakarida).

Tabel 4.6. Hasil analisis protein dari kelima fraksi fukoidan

Kode sampel Protein (ppm)
Fl1 0.04
F2 0.10
F3 0.02
F4 0.05
F5 0.06
FK 0.06

4.2.6. Analisis unsur organik (C, H, N, S) fukoidan

Hasil analisis unsur C,H,N,S dari fukoidan yang dimurnikan dapat dilihat
pada Gambar 4.8. Pada analisa unsur organik dari fukoidan (C,H,N,S) digunakan
standar BBOT dengan (2,5-Bis (5-tert-butyl-2-benzo-oxazol-2-yl) thiophene
dengan formula C,sH26N2O,S, bahan ini adalah standar analisa mikro yang biasa
digunakan. Berdasarkan hasil puncak kromatogram diperoleh persentasi sebagai
berikut : karbon (22,98%), hidrogen (4,40%), nitrogen (0,18 %) dan sulfur
(0,78%).

Dari hasil persentasi analisa unsur C, H, N, S diatas bila dibuat dalam
bentuk perbandingan mol antara karbon dengan sulfur maka diperoleh
perbandingan yaitu 78:1. Bila dianggap satu monomer 6 karbon maka tiap 13
monosakarida terdapat 1 sulfur. Hasil analisis unsur dilakukan untuk memperkuat
hasil sulfat yang sudah dilakukan dengan metode turbidimeter. Pengujian unsur
hanya dilakukan pada fraksi kedua, karena hasil analisa sulfat yang tertinggi
diperoleh pada fraksi kedua. Hasil analisa unsur sulfur yang diperoleh mempunyai

korelasi dengan hasil sulfat yang diperoleh pada penentuan uji sulfat dengan
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turbidimeter. Sulfat yang terikat pada polisakarida mampu membuat polisakarida
tersebut menjadi aktif. Sifat aktif pada polisakarida ini memberikan fungsi seperti
antikoagulan (mampu mempercepat interaksi sulfat dengan antitrombin III atau
AT-III) dalam Jung et al, 2007. Selain unsur sulfat ditemukan, diperoleh juga
unsur nitrogen (N) yang merupakan identifikasi adanya protein. Kemungkinan
adanya protein dalam bentuk glikoprotein Hal ini ada korelasi dengan

diperolehnya protein yang dilakukan dengan metode Lowry-Folin.
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Gambar 4.8. Hasil analisis unsur organik (C,H,N,S) fukoidan

4.2.7. Hidrolisis Fukoidan

Standar karbohidrat yang digunakan adalah larutan standar fukosa, galaktosa,
glukosa, dan xilosa murni. Masing-masing larutan standar tersebut diukur dengan
menggunakan HPLC Shimadzu Prominence-020 dengan kolom SCR-101 C
Shimadzu Shim-pack untuk karbohidrat dengan detektor refraktif indeks (RID-
10A). Larutan standar ini digunakan untuk mengukur hasil hidrolisis dan hasil

hidrolisis secara kualitatif dan kuantitatif. Pengukuran secara kualitatif diketahui

Isolasi dan karakterisasi..., Ellya Sinurat, FMIPAUI, 2011



dengan melihat waktu retensi yang muncul dari setiap larutan standar, sedangkan
pengukuran secara kuantitatif diketahui dengan adanya luas puncak area setelah
dibandingkan dengan larutan standar.

Penentuan waktu retensi dari tiap puncak ini berdasarkan pada interaksi gugus
hidroksil pada masing-masing gula karbohidrat dengan kolom kalsium. Waktu
retensi fukosa 8,299 menit, galaktosa 7,291 menit, glukosa sekitar 7,192 menit
dan xilosa 7,186 menit (Gambar 4.9). Berdasarkan hasil hidrolisis yang diperoleh
dari fukoidan ada 2 jenis monosakarida yang ditemukan yaitu fukosa dan
galaktosa, dan pada waktu retensi 10,692 menit diduga fukosa sulfat. Berdasarkan
perbandingan molaritas fukosa, diperoleh bahwa perbandingan fukosa dan
galaktosa yaitu 1 : 1,5. Berdasarkan hasil uji literatur bahwa jenis monosakarida
penyusun fukoidan dari masing-masing spesies rumput laut coklat berbeda-beda

(Bo 1i, 2008).
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Gambar 4.9. Hasil hidrolisis fukoidan yang dimurnikan (F2)
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Gambar 4.10. Hasil hidrolisis fukoidan komersil

Berdasarkan hasil hidrolisis fukoidan yang diperoleh terdapat tiga puncak
hasil hirolisis asam yang dilakukan dan ada satu puncak yang mendekati standar
yaitu fukosa pada waktu retensi 8,298 dan kemungkinan fukosa sulfat pada waktu
retensi 10.687 sedangkan puncak pada waktu retensi 6.110 tidak diketahui.
Berdasarkan literatur di dalam fukoidan komersil diperoleh hanya satu
monosakarida yaitu fukosa dan fukosa yang mengandung sulfat (Rez et al, 2002).
Berdasarkan informasi tersebut ada korelasi antara literatur dengan hasil hidrolisis

yang diperoleh.

4.3. Bioaktivitas Fukoidan sebagai Antikoagulan

Hasil uji analisis bioaktivitas fukoidan sebagai antikoagulan dilakukan
menggunakan metode modifikasi Zoysa et al (2008). Untuk mendapatkan waktu
optimum inkubasi fukoidan dilakukan dengan memvariasi waktu inkubasi (1,
5,15, 30, dan 60) menit pada suhu 37 °© C dengan konsentrasi fukoidan 100
pg/mL. Hal ini dilakukan karena pengujian inkubasi bahan antikoagulan secara
normal dari beberapa metode pengujian adalah 1 atau 2 menit (Kwak, 2010).
Hasil APTT yang diperoleh dari variasi inkubasi tersebut dapat dilihat pada
Gambar 4.11.
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Gambar 4.11. Nilai APTT dari variasi inkubasi fukoidan (1, 5,15, 30, dan 60)
menit.
Keterangan : kontrol adalah pengujian APTT plasma darah tanpa fukoidan

Berdasarkan hasil nilai APTT yang diperoleh terjadi kenaikan APTT
setelah di inkubasi dari variasi waktu inkubasi yang dilakukan. Kenaikan yang
signifikan mulai terjadi setelah 30 menit, sedangkan sebelum 30 menit belum ada
kenaikan yang signifikan. Untuk melihat profile nilai APTT maka dilakukan uji
optimasi berikutnya dengan menaikkan waktu inkubasi yaitu (1, 2, 3, dan 4) jam
pada suhu 37 ° C dengan konsentrasi fukoidan 100 pg/mL. Hasil yang diperoleh
dari variasi waktu inkubasi fukoidan diperoleh perpanjangan nilai APTT yang
signifikan pada waktu inkubasi 2 dan dan 4 jam. Hasil nilai APTT ini diperoleh
dari satu donor plasma darah manusia tanpa mengetahui jumlah trombositnya

sebelumnya, namun berbadan sehat.

Isolasi dan karakterisasi..., Ellya Sinurat, FMIPAUI, 2011



Nilai APTT fukoidan

65
60 S

o //
50
/ === Kontrol
45

/ —— Fukoidan

40

Waktu Pembekuan (detik)

35

30 T T T T T 1

Waktu inkubasi fukoidan (jam)

Gambar 4.12. Nilai APTT dari variasi inkubasi fukoidan (0, 1,2, 3, dan 4) jam.
Keterangan : kontrol adalah pengujian APTT plasma darah tanpa fukoidan

Waktu optimasi inkubasi perlu diketahui untuk mengetahui waktu kerja
fukoidan dalam tubuh, jika fukoidan akan digunakan sebagai terapi antikoagulan.
Sehingga diketahui jarak waktu pemberian (konsumsi) bahan antikoagulan
(fukoidan) tersebut (Rahayu, 2009).

Tabel 4.7. Hasil uji antikoagulan fukoidan dari Sargassum classifolium

Konsentrasi fukoidan Nilai APTT (detik)
(ng/mL) 2 jam 4 jam
100
46.1 + 5.0 482 +£4.5
200
483 +54 549+5.8
300
533 +£7.5 61.8+6.6
400
569 +7.7 64.7+8.6
Kontrol 35.1 +4.5 36.1+4.5

Keterangan : kontrol adalah pengujian APTT plasma darah tanpa fukoidan
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Berdasarkan hasil uji optimasi waktu inkubasi fukoidan diperoleh
perpanjangan nilai APTT pada jam ke 2 dan 4 secara signifikan. Selanjutnya
dilakukan uji variasi konsentrasi fukoidan dari (100, 200, 300 dan 400) pg/mL
dengan menggunakan plasma darah dari 5 orang donor dengan tanpa mengetahui
jumlah trombositnya sebelum diambil plasmanya namun berbadan sehat. Hasil
rata-rata nilai APTT dari 5 orang donor tersebut untuk uji variasi konsentrasi
fukoidan dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Berdasarkan uji statistik metode Duncan’s diperoleh bahwa antara
perlakuan variasi konsentrasi fukoidan dengan kontrol mempunyai perbedaan
yang signifikan. Sedangkan antar perlakuan variasi konsentrasi fukoidan yang
dilakukan tidak ada perbedaan yang signifikan terhadap nilai APTT. Hal ini
menunjukkan bahwa pemakaian fukoidan sebagai antikoagulan memberikan
pengaruh pada nilai APTT nya tetapi variasi konsentrasi fukoidan (100 — 400)
pg/mL menunjukkan tidak ada perbedaan pada perpanjangan nilai APTT .
Semakin panjang nilai APTT dari sesuatu produk maka semakin tinggi peluang
produk tersebut sebagai antikoagulan (Usov dan Bilan, 2009). Kemampuan
produk ini (fukoidan) berpotensi sebagai antikoagulan bila nilai APTTnya
minimal 1,5 kali dari nilai APTT kontrol (Rahayu, 2009).

Bila dibandingkan antara fukoidan dari rumput laut Sargassum
crassifolium dengan fukoidan komersil, waktu pembekuan darah yang dihasilkan
fukoidan komersil masih lebih tinggi dibandingkan dengan fukoidan fukoidan dari
rumput laut Sargassum crassifolium. Hal ini disebabkan kemungkinan karena
fukoidan dari rumput laut Sargassum crassifolium masih belum murni, hal ini
dibuktikan adanya unsur nitrogen dari hasil analisis elementer, selain itu
kemungkinan perbedaan kelarutan fukoidan, serta kandungan sulfat yang masih
rendah (0,78%) sedangkan pada fukoidan komersil memiliki jumlah sulfat lebih
tinggi (berdasarkan penelitian Nishino (2004) bahwa jumlah sulfat pada Fucus
vesiculosus sebesar 26,3%) faktor-faktor tersebut mengakibatkan aktivitas

fukoidan yang diperoleh dari hasil penelitian lebih rendah dari fukoidan komersil.
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Gambar 4.13. Perbandingan aktivitas antikoagulan dengan konsentrasi 400 pg/mL
Keterangan : kontrol pengujian APTT plasma darah tanpa fukoidan

Penelitian fukoidan komersil ini (Fucus vesiculosus) sebagai antikoagulan
sudah pernah dipublikasikan oleh Springer et al., (1957) dengan menggunakan
heparin sebagai pembanding. Springer et al., menyatakan bahwa aktivitas
antikoagulan dari Fucus vesiculosus lebih besar dari aktivitas heparin. Sementara
Adams dan Thorpe pada 1957 menyatakan bahwa aktivitas Fucus vesiculosus
sebagai antikoagulan bernilai 8,9 dan heparin 9 units/mg (Shanmugan dan Mody,
2000).

Pemakaian konsentrasi fukoidan (100 — 400) pg/mL dihitung berdasarkan
volume darah manusia yaitu untuk laki —laki 4,5 L. dan perempuan mencapai 3,6
L. Sekitar 66-85% dari darah tersebut berbentuk plasma (fase cair darah) yang
berfungsi untuk sebagai system imun homoral, mempertahankan tekanan koloid
osmotik yang menjaga agar volume darah selalu konstan, mentranspor zat yang
tidak larut dalam air. Ikatan hormon , obat dan racun dengan protein plasma darah
akan mempengaruhi kinerjanya. Secara umum kadar bahan aktif untuk obat herbal
sekitar 500 pg/mL. Pemakaian jumlah bahan aktif ini harus melalui uji toksisitas
dan uji in vivo terlebih dahulu sebelum digunakan ke manusia (Wahyono, 2009;

Silbernagl, 2006), sehingga dalam penelitian ini pemakaian variasi konsentrasi
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fukoidan digunakan mendekati nilai maksimal pemakaian senyawa bioaktif (500
pg/mL).

Faktor yang mempengaruhi fukoidan mampu bertindak sebagai
antikoagulan karena mempunyai gugus sulfat sebagai gugus aktif dari fukoidan.
Gugus sulfat ini akan berinteraksi dengan antitrombin III (AT-IIT) dan heparin ko-
faktor (HC — II). Trombin dapat menghambat konversi fibrinogen ke fibrin.
Antitrombin juga menghambat koagulasi serine protease (Usov dan Bilan, 2009).
Interaksi langsung fukoidan dengan antitrombin dan serine-protease akan
mengakibatkan enzim menjadi tidak aktif. Efek antikoagulan ini disebabkan oleh
2,3 disulfat dari fukosa yang dimiliki oleh fukoidan (Chevolot, 1999). Sehingga
semakin banyak gugus sulfatnya maka semakin tinggi sifat antikoagulannya.
Namun berat molekul yang semakin tinggi tidak menjadi jaminan semakin tinggi
sifat antikoagulannya. Jika fukoidan memiliki kerangka a-D- asam glukoronat
dapat menurunkan sifat antikoagulannya (Ushakova et al, 2008).

Pembekuan darah adalah serangkaian reaksi enzimatik dimana proenzim
yang belum aktif diubah ke bentuk enzim yang aktif; kebalikannya, merubah
enzim yang aktif ke bentuk tidak aktif, pada tahap selanjutnya adalah konversi
fibrinogen ke fibrin dan polimerisasi ini ke bentuk ikatan silang dan selanjutnya
terjadi pembekuan ( Isassi,et al 2004).

Jalur eksternal dari pembekuan terjadi ketika faktor plasma berinteraksi
dengan jaringan protrombin dan jalur internal terjadi ketika faktor plasma
berinterkasi dengan phosolipid, pertemuan kedua jalur ini akan mengubah
fibrinogen ke fibrin melalui trombin. Melalui kejadian ini fukoidan dapat bekerja
pada kedua jalur ini, pengaruh aliran pembekuan dari titik pertemuan kedua jalur
tersebut mentransformasi fibrinogen ke fibrin. Selain itu kemungkinan fukoidan
dapat berinteraksi pada banyak enzim atau substrat penghambat transformasi
prototrombin ke trombin atau proses aktivasi fibrinogen ke fibrin ( Girard &

Broze, 1993).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Total rendemen fukoidan yang diperoleh sebesar 0,87% dari berat kering
(2,628 g).

2. Berat molekul fukoidan yang diperoleh berada di sekitar (5,8 —7,71) x 10*
Dalton, sementara mendekati berat molekul fukoidan komersil 7,64 x10*
Dalton

3. Hasil analisis FT-IR menunjukkan adanya gugus sulfat pada fukoidan
dengan adanya pita serapan pada panjang gelombang 820 — 837 cm’'.

4. Perbandingan molar antara karbon dengan sulfur 78:1. Bila dianggap satu
monomer 6 karbon maka tiap 13 monomer terdapat 1 sulfur.

5. Monosakarida penyusun fukoidan yang berhasil ditemukan adalah fukosa
dan galaktosa dengan rasio 1:1,5.

6. Hasil nilai APTT fukoidan terhadap plasma darah menunjukkan fukoidan
berpotensi sebagai antikoagulan, minimal konsentrasi 100 pg/mL setelah
inkubasi 2 atau 4 jam.

5.2. Saran

Untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan validasi dari berbagai metode

ekstraksi dan pemurnian fukoidan disertai variasi resin penukar ion untuk

mendapatkan fukoidan yang lebih murni dari hasil penelitian.
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LAMPIRAN 1

Kurva kalibrasi standar fukosa

Absorbansi pada A 490 nm

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Persamaan garis regresi linear L-fukosa

/

4

== Absorbansi

Linear (Absorbansi)
y =0.300x + 0.083

nR2 Nn-004
N =U.JJ1

T T T T T 1

02 04 06 08 1 1.2

Konsentrasi L-fukosa (%)

LAMPIRAN 2

Profil kromatogram penentuan berat molekul
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Standar Pullulan

1.1. Kromatogram P10

STOP.TMCGE> 15

STD F 10

ZERD

ETART

19-10-13 11:106:28

? s.5

CHROMATOPAC C-R&A FILE c]
SAMPLE NO @ METHOD 41
REPORT MO 34564
PENO TIHE ARER MK I1DHOD CONC HAME
1 9.5 E2885 100
TOTAL 62803 188
ZERD

1.2. Kromatogram P20

STD P28 EBUL

ZERD
STOP.TH(B)=12
START
l8-/10/13 11:23:49
9.0867
CHRONATOPAC C-Ré&A FILE 8
SAMPLE NO e HETHOD a1
REPORT HO 34565
PKND TInE AREAR NK IDNO CONC NAME
1 9.867 61639 1ee
TOTAL 61639 1ea

1.3. Kromatogram P50
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?STD PS5O 20UuL

ZERO
START
10-16-13 11:37:51
8.485
11.1725
CHROMATOPAC C-Ré&A FILE
SAMPLE MO @ METHOD
REPORT HNO 34566
FKND TIHRE ARER MK 1DNC CONC
1 8.4835 S8077 94.1433
=4 11.175 3613 S.856&7
TOTAL eEles@ 100
1.4. Kromatogram P100
STD Fioe gauL
ZERO
START
10-10-13 11151146
7.B08
11.157
CHROMATOPAC C-RE&A FILE a
SAMPLE HNO o METHOD 41
REPORT NO 24567
FKNO TIHE AREA HE IDHD CONC MAHE
i 7.808 J4307 84,8598
= 11.157 9689 15.1402
TOTAL £3996 100

1.5. Kromatogram P200
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STD F EBB zEUL

ZERD
START v
1818713 14: 09133

> 7.193

=
CHROHATOPAC C-R&A FILE ]
SAMPLE HNO o HETHOD 41
REPORT NO 34575
PKNO TINE AREA MK 1DNO CONC NAME
1 7.193 52415 199
TOTAL s2415 108

1.6. Kromatogram P400

7STD 400 20UL

ZERO %
START
10718713 14:26:082
6.998

CHROMATOFAC C-R6&6A FILE [E]
SAMPLE HNO o] HETHOD 41
REPORT HNO 34576
PKNO TINE AREA MK IDHO CONC NANE

1 6.558 44236 100

TOTAL 44236 100

1.7. Kromatogram P800
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7STD PEEEO 2OUL J

EERRr

18-168-13 14142112

T

CHROMATOPAC C-Re&R FILE
SAMPLE NO e METHOD
REPORT NO 34577
PKNO TIHE AREA MK IDNOD CONC
1 5.9 843892 109
TOTAL 64892 1@

2. Kurva kalibrasi standar Pullulan

41

NAME

Penentuan Berat Molekul
12

w0 \
8

y=-0.573x +10.61
4 R2=0.989

Waktu retensi (Rf)
[e)]

o T T T T T T T 1
0.59 0.96 2.11 4.71 10.7 20 34.470.8

Berat Molekul Pullulan

—— Waktu Retensi (Rf)

—— Linear (Waktu Retensi

(Rf)

3. Fukoidan dari masing-masing fraksi

3.1. Kromatogram fraksi 1 (F1)
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ZFCTH F1 egauL

ZERO
START
10-10-13 18:35:582
=392
11.14

CHROMATOPAC C-R&A FILE c]
SAHPLE HNO @ METHOD 41
REFORT HO 24569
FEKHO TIHE AREA MK IDNOD CONC HAHE

i 8,392 9826 59.2836

4 11.14 6199 40.7164

TOTAL 15224 109

3.2. Kromatogram fraksi 3 (F3)

7CTH F3 2euL

2ERO
START
10,160,153 13:04:39%2
457 4%s
11.133
CHROMATOFAC C-R&RA FILE L]
SAMPLE HO a METHOD 41
REFORT HO 34571
PKNO TIHE ARER MK IDND CONC NAHE
1 4.7217 4775 11.1876
2 5.188 2388 ¥ 21.6761
3 8.957 19691 45.8838
4 11.133 9146 21.3125
TOTAL 42914 100

3.3. Kromatogram fraksi 4 (F4)
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CTH F4 20UL

ZERD
START
10-10-13 13:19: 32
4.823
CHROMATOPAC C-REA FILE e
SAHNPLE HNOD 2] METHOD 41
REFORT HNO 34572
PKNO TIHE RAREA MK I1DND COMC MAME
1 4.823 2BE3 7.6817
2 9.017 I4650 92.3183
TOTAL - 37533 ioo
3.4. Kromatogram fraksi 5 (F5)
7CTH FS gevuL
ZERD 4
START
10-18-132 13:38:51
4.675
TS
CHROMATOFPAC C-R&A FILE ]
SAMPLE HNO c] METHOD 41
REFORT NO 234573
FKHO TIME ARERA MK IDNO COMC MNAME
1 4.675S 6582 10.6193
2 9.z242 55396 89.3807
TOTAL 61927 100

LAMPIRAN 3
Spektrum masing-masing fraksi dari analisis FT-IR

1. Spektrum Fraksi 1 (F1)
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Sample Name : F-2

e

e

T e
[
nsaani

MM

a

s

g

! s |
mama

anep w0 208

F-2ul.l, 1 des 2010.pk

F-2UL1~1.8P 3551 4000.00 450.00 2.60 63.35 4.00 %T 128 0.20

REF 4000 22.81 2000 60.21 600

343492 2.60 1845.01 63.02 1631.08 22.94 1555.86 51.35 1421.29 4738
1252.05 33.62 114142 37.60 1056.40 29.75 103545 29.15 966.73 49.69
900.73 38.07 820.79 48.53 669.95 35.77 601.37 31.04 584,78 31.23
END 15 PEAK(S) FOUND

1o wn

2. Spektrum Fraksi 3 (F3)

Sample Name | F-3

i
]

o |

AT

s

iw

F.3.1 fuccidan, 1 des 2010,pk

F-31FU~18P 3551 4000.00 450.00 12.18 82.09 4.00 %T 128 (.50

REF 4004 70.55 2000 80.34 600

3759.84 70,12 354935 23.26 3468.56 14.76 3415.20 12.18 2929.25 68.73
205236 7940 1636.76 37.70 1618.08 30.11 1419.73 59.21 1336.72 6B.26
125573 €2,64.1033.29 4596 965.18 69.34 89333 7307 822.74 67.03
619,78 4240 48296 4730

END 17 PEAK(S) FOUND

un

am

3. Spektrum Fraksi 4 (F4)
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Sample Name : F-4

T

nJ

w4

.18 T

e

AR

E] ML
|

PLEE- ]
s

Lot

F-4.1 fucoidan, [ des 20100k

F-41FU~1.8P 3551 4000.00 450.00 22.44 76.22 4.00 %T 128 0.20

REF 4000 40.13 2000 73,72 600

346620 22,82 3417.91 2244 2933.75 60,19 1633.87 50,17 1620.64 49,02
1417.57 65.73 1255.99 6191 1059.63 59.59 1034.85 58.57 966.39 71.09
B99.60 75,38 B21.69 71.17 60733 60.10 487.29 6032

END 14 PEAK(S) FOUND

3000 £ e e 1w 1un

16m 1%

4. Spektrum Fraksi 5 (F5)

Sample Name : F-5
o

——

[ILEE

1o

ETT

k| AT
ki

wd BIALA

]
e -
E Lt

sTamn

4

F-5 fueoidan, 1 des 2010.pk
F-3FUC~1,5P 3551 4000.00 430.00 1.43 §2.01 4.00 %T 128 0.50
REF 4000 57.66 2000 78.21 600

353201 6.78 347844 295 341346 142 3238.09 39.64 203135 75.17
1637.53 28.60 1617.97 13.93 1243.92 63.57 1133.72 70.18

105331 66,55 838.13 76.85 620.74 30.71 477.28 28.77

END 13 PEAK(S) FOUND

] m b 120

5. Spektrum Fukoidan komersil (FK)
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Sample Name : Standar Fuzoidan

N

e 2R

L)

8 131 T TR b
it
I
Siaae
o AT .\ L \v

A l}

stanchir fucridar, 9 Nov 2010.pk -
STE919~15P 2551 400000 43000 28.54 75.73 400 %T 64 1.00
Fucwidan
REF 4000 65,35 200¢ 70.87 600
346725 3074 298735 6428 2941.72 G185 1730.07 5798 1638.17 44.26
155951 60.87 125908 28.54 116817 44.17 1133.93 4494 1028.53 3008
843,55 4352 67208 4787 52266 3973 474.57 43.%1
END 14 PZAK(S) FOUND

LAMPIRAN 4

Penentuan kadar sulfat menggunakan turbidimeter
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Preparasi sampel yang mau diukur:

1 mL sampel + 1,4 mL TCA 4% + 1 mL BaCl, — gelatin, langsung diukur

pada A= 420 nm.

Blank : 1 mL aquabidest + 1,4 mL TCA 4% + 1 mL BaCl, — gelatin

Pembuatan larutan baku Na,SO4 1000 ppm
Dilarutkan 0,1479 g natrium sulfat (Na;SO,) anhidrat dalam aquabides dan
diencerkan sampai 1000 mL.

Untuk pembuatan larutan standar diencerkan dengan variasi konsentrasi (5,10, 15,

20, 25) ppm.
Kurva kalibrasi standar Na,SO,
0.088
0.087 y-=0.000x+0.083 ¥ 0.087
_ R?=0.939
< 0.087 0/0/
T 0.086 @ 0486 0.086
©
o
§ 0.086 & Absorbansi
o
< 0.085 i ;
% 0.085 Linear (Absorbansi)
0.085 #°0.084
0.084 T T )
0 10 20 30
Konsentrasi Na,SO,(ppm)

LAMPIRAN 5

Penentuan Kadar Protein menggunakan Uji Lowry — Folin

1. Pembuatan larutan Lowry — Folin

Pewarna Lowry :
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Larutan A : Na,CO3 10 % dalam NaOH 0,5 M

Larutan B : Na K-tartrat 5 g dalam 25 ml H,O

Larutan C : CuSO4. 5H,0 0,25 g dalam 25 ml H,O

Pewarna Lowry : 15 ml larutan A + 0,75 ml larutan B + 0,75 ml larutan C (20:1:1)
Pewarna Folin : 5 ml pereaksi Folin komersil (E.Merck) + 50 ml H,O

Perwarna Folin mengandung phenol 2N

Blanko : 0,1 ml H,O + 0,9 ml Lowry

2, Kurva kalibrasi standar BSA (bovine serum albumin)

Persamaan garis regresi linear standar BSA
0.045

0.040 Y= 0.362x+0.002

R?=0.981
0.035 /
0.030

0.025 /

0.020

0.015

0.010 /

0.005

0.000 / T T T T T )

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Absorbansi (A)

Konsentrasi BSA (ppm)
LAMPIRAN 6

Kromatogram dari Analisis Unsur Organik (C, H, N, S)

1. Gambar kromatogram blanko (tanpa sampel)
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Eager 300 StripChart

lﬂJTr
| Carbon
9249
TE61 -
(mWolt) -
60.74 -
44 86 |
Nitrogen
y Hydrogen
Sulphur
2898 50 44,0 2380 4320 T 720.0
Time (sec)
F T el methods\ S d 1L.DAT
Sample name :Standar | Analysed :04/1372011 11:56
2. Gambar kromatogram standar BBOT ((2,5-Bis(5-tert-butyl-2-benzo-
oxazol-z-yl) thiophene dengan formula C,cH26N,0,S
Eager 300 StripChart
32.4T0S
32.3489
32.22T2 i
(mWVelt) - :
32.1056 - '}-'L
31.9839 '!,
[ :.". f“.‘ — it
3BE23 00 144.0 2880 3320 576.0 — T20.0
Time (sex)

O X methods\Blank DAT
Sample name :Blank Analysed :04/13/2001 11:43

LAMPIRAN 7

Kromatogram larutan standar monosakarida

1. Larutan standar fukosa 1000 ppm
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uRIu
4 . Det.A Ch1
e
5-0_ ! Ilm
I
1 o
[
|
4 [
| [
| [
|I |
2.5 | ||
1 i |
{ \
4 / \
! |
4 I,' 1
.'ll II|
'
0.0 - — —;Z S N S—
, , , | , , , , | , , , | , , , | , , , ,
0.0 25 50 7.5 10.0
min
1Det. A Ch1/
Results>
PeakTable
Detector A Chl
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %%
1 8299 190515 5538 100.000 100.000
Total 190515 5538 100.000 100.000
2. Larutan standar galaktosa 1000 ppm
uRIU
B .- Det A Ch1
] { 'l-rj
4 /|
b [
b |
] [
] [
3+ | II
] |
] [
] f I
2 | |
] | l
- I| ]
] .'I \
13 I."I II|I
E /__.-’ "..‘.
0 - *_‘**r/ — —
. . . T . . . T . . . . T . . . T . . .
0.0 25 50 75 10.0
min
1Det A Ch1/
Results>
PeakTable
Detector A Chl
Peals Ret. Time Area Height Area % Height %
7.291 153752 4511 100.000 100.000
Totall 153752 4511 100.000 100.000

3. Larutan standar glukosa 1000 ppm
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uRIU

4_— "hr% Det. A Ch1
] {1 )
- |I I|I
3] [
] [
] i
] i
4 | |
5] f |I
4 | |
1 | \
] | I|I
I_ III II
; .l'llI III'.
o -~/ -
0 —— 2?5 T — 5]0 — ??5 ———— 'IUI_C —
min
1Det. A Ch1/
<Results>
PeakTable
Detector A Chl
Peak# Ret. T:me Area Heizht Area % Height %a
1 7.192 47672 4084 100.00C 100.000
Total 147672 4084 100.00C 100.000
4. Larutan standar xilosa 1000 ppm
uRil §
4] ,--.E D=t Chi
] |I \‘_
i [
E |
H I
] [
] II |
2] | II
] | |
] | |
- II II
b .'I |
4 i |
] S \
o - - —— 5 — —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
oo 25 50 75 0.0
min
10et.4 Chid
‘Resulte>
PeakTable
Dietactor A Chl
Pazks Bzt Time Area Haiz Area %
1 T.186 142496 100,000 00
Total] 142496 100000 100,00
LAMPIRAN &

Kromatogram variasi larutan standar fukosa

1. Larutan fukosa 20 ppm
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uRIu

Det A Ch1

1Det.A Ch1/
:Results>
PeakTable
Detzctor A Chl
Peal# Ret Time Area Height Area % Height %
1 3961 7438 192 32046 56 048
2 8389 £171 150 67.954 43.952
Total| 609 342 100.0C0 100.000
2. Larutan fukosa 40 ppm
uRlld .
-] ] CetA Chi
i <]
| "o
4 f |
] [
0.2+ o i
i m I| |
i " |
| |
] |I| |I I|
01 | /
4 II | ! I|
] f { _."I III
u ._l—- P e | S — «"‘\ \ s
] N T
] .\' II
] ~y
—— T 7T T 7T — T
0.0 20 2.0 7o 10.0 .
min
104 Chl
‘Results>
Detactor A Chl
Paaks Bat Trmia Area Heauphit 24
3031 TTH 33.161
3 el 10555 54.550
Cotal TITIT 100000
3. Larutan fukosa 60 ppm
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Cet & Chi

uRil

=1

=1

]

R T T R .

I {
I _,_.--""'\____ s — -._‘ [
e T — e
0 R\RH\\Q“:{
— T T — T T T T T T T — T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
1D0etA Ch!
Results>
PeakTable
Detechor A Chl
Paak# Bt Tima Area Heidsht Aren % Hetehit %3
1 E BiEx] E¥EE] 378 15517 J3.053
3 E3EE TIT5R 303 FERE:E S0.957
it 53R L] T T TIE1 T
4. Larutan fukosa 80 ppm
ukRIl
0.8 & DeiA Chi
4 | pc
II 1
_ il
i
i {1
0.2 [
i | |
’ |
] g [
b il I:'I I|
_ II|I | /
|
ooH—— e \ N
_ / ~\ ~
""\-\._\wu
— T — — T — T — T — T T
0.0 25 50 75 10.0
min
1D0etA Chl
‘Results>
PeakTable
Dietector A Chl
Paak# Bzt Tima Area Height Aren % Hetehit %3
1 3847 JEDE] 115 TI57 19.553
3 503 15104 515 T B0.HT
Tota] ToeE GE TO0.000 T

5. Larutan fukosa 100 ppm
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uRiL
] 9 Ot A Chi
15 lf:
] | &
i o
i f M
0.5 | [
] | / \
T |
1 i / "-
oH— e ALY I o ., _—
0.0 WA . —
— — T — — — T — — T — T
0.0 25 5.0 75 10.0
min
10et4 Chll
<Results>
PeakTable
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LAMPIRAN 9

Kromatogram gabungan standar monosakarida
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1. Perbandingan campuran larutan standar (fukosa-galaktosa-glukosa-xilosa)
1:1:1:1
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<Results>
PeakTable
Dresactor A Chl
2zk® Bat Tima Area Heizht Area % Heighit %
T3X7 T16852 3108 [ G1.500
2 0% SOIET E3] 30. 301 32184
Cota] MG T J5E3 100000 T00.0T0
2. Kaurva kalibrasi standar fukosa berdasarkan tinggi puncak
Persamaan garis regresi linear standar fukosa
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=
00 y = 6.794x + 2.435
[T =0. .
é" 300 R?=0.990
200 /
100 re
O T T 1
0 50 100 150
Konsentrasi fukosa (ppm)
3. Data hasil pengukuran tinggi puncak kromatogram
Konsentrasi fukosa (ppm) Tinggi puncak Waktu retensi
20 150 8,292
40 296 8,292
60 393 8,288
80 515 8,302
100 707 8,299
sampel F2 267 8,297
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Fukoi

dan komersil

548

8,298

Rangkuman hasil analisis dari masing-masing fraksi

LAMPIRAN 10

Kode | Berat molekul Karboohidrat (SEOS?r) Sklj/lf’f)at Protein

sampel | 0% Dalton g (wiw) (ppm)
F1 53 65.3 2.02 0.04
F2 7.71 Fa i i
F3 5.47 g2 - o
F4 5.44 ! oA St
Fs 595 61.0 2.69 0.06
FK 7.64 i 2.71 0.06

LAMPIRAN 11

Hasil Uji Statistik Antikoagulan Menggunakan Metode Duncan’s
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a
Dunc an

2 jam

Subset for alpha = .05
sampel N 1 2
ko ntrol 5 35.520
100 pg/mL 5 45.380
200 pg/mL 5 45.7 20
300 pg/mL 5 49.300
400 pg/mL 5 52.480
Sig. 1.000 .091

Means for groups

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

Descriptives

iNn homogeneous subsets are displayed.

95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum Maximum
2 jam kontrol 5 35.520 .3899 1744 35.036 36.004 35.1 36.1
100 pg/mL 5 45.380 5.4177 2.4229 38.653 52.107 39.3 52.7
200 pg/mL 5 45.720 5.2175 2.3333 39.242 52.198 40.1 54.2
300 pg/mL 5 49.300 7.4883 3.3489 40.002 58.598 41.6 57.6
400 pg/mL 5 52.480 7.5596 3.3807 43.094 61.866 43.6 60.6
Total 25 45.680 7.8875 1.5775 42.424 48.936 35.1 60.6
4 jam kontrol 5 41.560 5.6345 2.5198 34564 48.556 36.1 49.1
100 pg/mL 5 51.820 6.5903 2.9473 43.637 60.003 46.1 61.3
200 pg/mL 5 50.760 6.8427 3.0602 42.264 59.256 46.2 62.8
300 pg/mL 5 55.980 8.6004 3.8462 45.301 66.659 475 65.4
400 pg/mL 5 60.160 8.2667 3.6970 49.896 70.424 52.1 70.0
Total 25 52.056 9.1790 1.8358 48.267 55.845 36.1 70.0
ulangan  kontrol 5 3.00 1.581 .707 1.04 4.96 1 5
100 pg/mL 5 3.00 1.581 .707 1.04 4.96 1 5
200 pg/mL 5 3.00 1.581 .707 1.04 4.96 1 5
300 pg/mL 5 3.00 1.581 .707 1.04 4.96 1 5
400 pg/mL 5 3.00 1.581 .707 1.04 4.96 1 5
Total 25 3.00 1.443 .289 2.40 3.60 1 5
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square = Sig.
2 jam Betw een Groups 813.308 4 203.327 5.982 .002
Within Groups 679.792 20 33.990
Total 1493.100 24
4 jam Betw een Groups 964.870 4 241.217 4.563 .009
Within Groups 1057.232 20 52.862
Total 2022.102 24
ulangan Betw een Groups .000 4 .000 .000 1.000
Within Groups 50.000 20 2.500
Total 50.000 24
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