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Abstrak

Sargassum adalah produk hasil laut, sumber senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas biologi,
terutama sebagai antioksidan dan antikanker. Ekstrak maupun isolat Sargassum telah dimanfaatkan
sebagai produk kesehatan pada berbagai industri pangan, obat-obatan, dan kosmetik. Asam lemak (E)-11-
octyloxacyclododec-10-en-2-one, telah diisolasi dari fraksi etil asetat rumput laut cokelat S. crassifolium dan
menunjukkan aktivitas antioksidan. Tujuan penelitian yaitu mengisolasi senyawa asam lemak, mengukur
kadar pigmen, dan aktivitas antioksidan S. crassifolium. Metode pemurnian dan isolasi sebagai berikut:
Sargassum diekstraksi dengan metanol menggunakan kolom kromatografi (KK), kemudian dipartisi
dengan heksana, etil asetat, setelah itu dibilas dengan metanol. Fraksi etil asetat kemudian dimurnikan
dan diisolasi menggunakan KK dan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang digunakan untuk memonitor dan
mengobservasi kehadiran senyawa bioaktif. Isolat senyawa murni fraksi etil asetat S. crassifolium (FEtSar)
dikarakterisasi menggunakan NMR, FTIR dan ESMS dan dibandingkan dengan literatur terkini. Ekstrak,
fraksi dan isolat murni diuji kadar pigmen (karotenoid dan fuko-xantin) dan aktivitas antioksidan
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Hasil studi menunjukkan bahwa ekstrak, fraksi dan isolat murni (E)-
11-octyloxacyclododec-10-en-2-one (FEtSar). S. crassifolium mengandung senyawa antioksidan. Aktivitas
antioksidan tertinggi adalah fraksi heksana (IC,  2,657+0,338 mg mL") dengan kadar fuko-xantin dan
karotenoid masing-masing 33,04+3,348 dan 24,911+2,4231 pg g'. S. crassifolium potensial dimanfaatkan
sebagai sumber antioksidan alami dan di masa depan dapat dimanfaatkan sebagai produk kesehatan.

Kata kunci: antioksidan, asam lemak, isolasi, pigmen

Isolation of Fatty Acid and Pigment Content of Sargassum crassifolium as A Source

of Natural Antioxidant

Abstract

Sargassum is a marine product, source of bioactive compound with many divers biological
activity, especially as antioxidant and anticancer. The bioactive compound of Sargassum have been
utilized as health product in many industry such as food, medicine, and cosmetic. Fatty acids, (E)-11-
octyloxacyclododec-10-en-2-one were isolated from ethyl acetic fraction of brown seaweed Sargassum
crassifolium. The aim of the research is to isolate and purified the fatty acid compound and measure the
pigmen content and antioxidant activity of S. crassifolium. The method of reasearch as followed; Sargassum
extracted using methanol followed by partitioned with hexane and ethyl acetic and rinsed with methanol
using Colomn Chromatography (CC). Ethyl acetic was purificated and isolated using CC and Thin Layer
Chromatography (TLC) was using to monitored and observed the compounds. Isolate of pure compounds
of etil acetic fraction of S. crassifolium (FEtSar) was elucidated by basic NMR spectroscopy, FTIR and ESMS
and compared with previous literature. The extract, fractions and isolated compound were tested for their
pigment content (carotenoid and fucoxanthin) and antioxidant activity using DPPH. The result of study
shown, extract, fraction and pure compound of ethyl acetate fraction of S. crassifolium, (FEtSar), (E)-11-
octyloxacyclododec-10-en-2-one revealed have an antioxidant compound. Therefore S. crassifolium is
potencial as a source of natural antioxidant and in the future could be explored as health product.

Keyword: antioxidant, fatty acids, isolation, pigment
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PENDAHULUAN

Komoditas unggulan perikanan salah
satunya adalah rumput laut yang tumbuh
tersebar di perairan Indonesia, merupakan
komoditas  ekspor  potensial = untuk
dikembangkan sebagai pangan fungsional,
obat-obatan dan kosmetik. Salah satu jenis
rumput laut yang potensial adalah Sargassum
(Kementerian Kelautan dan Perikanan [KKP],
2017). Sargassum adalah satu genera terbesar
dari rumput laut cokelat, ditemukan paling
melimpah di  kawasan Indo-Pasifik dari
Jepang sampai Selandia Baru. Sargassum
tergolong ordo Fucales, kelas Phaeophyceae
dan suku Sargassaceae dan telah ditemukan
lebih dari 100 spesies Sargassum di seluruh
dunia (Praiboon et al., 2017).

Makroalga atau rumput laut mendapat
perhatian yang besar dari para peneliti dan
ahli nutrisi karena kandungan kalori yang
rendah dan tinggi vitamin, mineral dan
serat yang potensial untuk diolah menjadi
produk kesehatan. = Rumput laut adalah
sumber senyawa bioaktif yang potensial
yaitu karotenoid, asam lemak n-3, dan
polyunsaturated fatty acids (PUFA) yang
merupakan karakteristik unik dari lemak
organisme (Stengel et al., 2011). Kandungan
PUFA, terutama a-linolenat (18:3n3), asam
oktadekatetraenoat (18:4n-3), arakidonat
(20:4n-6), dan asam eikosapentaenoat
(20:5n3) alga laut telah menarik perhatian
yang penting  karena dianggap sebagai
senyawa nutrisi esensial untuk manusia dan
hewan.  Asam lemak ini penting dalam
mencegah penyakit kardiovaskular  dan
kanker, anti-athrogenic dan antitrombotik juga
mengontrol reumatoid artritis dan hipertensi
(Tsape et al., 2010; Bahkar et al., 2017).

Lemak rumput laut memiliki molekul
bioaktif asam lemak konjugasi, pigmen-
pigmen, dan terutama fukosantin yang
memberikan pengaruh pada pengobatan
tumor dan masalah kanker (Kohno et al.,
2004). Pigmen rumput laut mempunyai
nutraceutical penting termasuk antioksidan
dan respons kualitas Dbiologi. PUFA
menyumbang lebih dari 30% dari total asam
lemak di dalam diatom atau rumput laut
(Nomura et al., 1997).
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Asam lemak adalah sebuah komponen
struktur sel yang tersebar luas bagi banyak
reaksi biokimia di dalam tubuh termasuk
hormonal dan aktivitas energi. Selain
itu asam lemak berperan penting dalam
menyeimbangkan sebuah sawar lipid di dalam
kulit untuk menahan zat-zat iritan dan infeksi
yang memasuki tubuh. Beberapa jenis asam
lemak mempunyai pengaruh yang bermanfaat
untuk kesehatan manusia yaitu melindungi
jantung, sitotoksik, antimitotik, antikanker,
dan aktivitas antimutagenik (Prabhakar et al.,
2011; Freitas, 1995).

Rumput laut cokelat  teridentifikasi
mengandung berbagai jenis pigmen (klorofil,
karotenoid, fukosantin, pikoeritrin dan
pikosianin (Sanger et al., 2022) dan polifenol
(asam fenolik, flavonoid, tanin). Kandungan
metabolit  sekunder rumput laut cokelat
terdiri atas alkaloid, glikosida, tanin, dan
steroid yang berfungsi sebagai antioksidan,
antimutagenik, anti koagulan, antitumor, dan
metabolisme lipid, yang bermanfaat untuk
pengobatan dan industri farmasi (Jeeva et al.,
2012).

Penggunaan antioksidan sintetis dalam
produk pangan telah terbukti memberikan efek
samping yang membahayakan bagi kesehatan.
Oleh karena itu pemanfaatan produk alami
menjadi perhatian besar saat ini. Berbagai
hasil penelitian menunjukkan rumput laut
cokelat berpotensi sebagai antioksidan alami
(Edison et al., 2020, Nurjanah et al., 2019;
Dolorosa et al., 2019; Yanuarti et al., 2017;
Nurjanah et al., 2016; Ganapathi et al., 2013;
Firdaus et al., (2012); dan Foon et al., 2013).

Sargassum dilaporkan memiliki
metabolit sekunder vyaitu phlorotannin,
fukosantin, fukoidan, dan meroterpenoid
dengan aktivitas biologi, yaitu antioksidan
(Nurjanah et al, 2017; Costa et al,
2010;), antikanker (Praiboon et al., 2017 ;
Murphy et al, 2014; Padua et al, 2015;
Mehdinezhad et al., 2016); antiinflamasi
(Dar et al., 2007; Joung et al, 2017),
antijerawat (Kok et al, 2016), antikoagulan
(Zoysaetal.,2008),antibakteri(Zubiaetal.,2008;
Vijayabaskar et al., 2012; Sidauruk et al.,
2021).
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Fukosantin tergolong xantofil yang
termasuk famili karotenoid adalah pigmen
utama mempunyai aktivitas antiproliferasi
yang kuat melawan berbagai jenis kanker,
(Miyashita, 2006; Hosokawa et al., 2004;
Padua et al., 2015), antiobesitas (Miyashita,
2006; Maeda et al, 2005) dan antidiabetes
(Maeda et al., 2007). Fukosantin dilaporkan
berfungsi melalui penguatan docosahexaenoic
acid (DHA, C22:6w3) (Tsukui et al., 2007).
Banyak penelitian menunjukkan bahwa
berbagai jenis polisakarida yang diisolasi dari
rumput laut cokelat menunjukkan aktivitas
antikanker (Ko et al, 2012; Murphy et al.,
2014; Padua et al., 2015). Fukoidan yang
diisolasi dari Spiraea thunbergii mempunyai

aktivitas  antikanker  dan antitumor
(Moghadamtousi et al., 2014)
Isolasi tentang senyawa aktif rumput

laut cokelat S. crassifolium yang tumbuh
di perairan Indonesia belum ditemukan
terutama tentang komponen asam lemaknya.
Sebab itu dalam penelitian ini dipelajari proses
ekstraksi pemurnian dan isolasi senyawa aktif,
kadar pigmen, dan kapasitas antioksidannya,
dengan tujuan untuk dimanfaatkan sebagai
sumber antioksidan alami bagi kesehatan di
masa depan.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan  yang  digunakan  adalah
S. crassifolium, metanol, heksana, etil asetat,
etanol (Merck), 93 uM DPPH (1,1-difenil-

2-pikrilhidrasil) (Sigma Aldrich), 0,1 M
bufer fosfat (Merck), 1% K ,Fe(CN), (Merck),
10% TCA (Merck), 0,1% FeCl, (Merck) dan
akuabides.

Alat-alat yang digunakan terdiri dari:
spektrofotometer ~ UV/Visible  (Shimadzu
tipe 1240, Jepang), mikropipet 1 mL dan 0,5
mL (Jerman) dan peralatan gelas (Pyrex).
MercK’s gel silika 60 No.7734 dan ODS
(oktadesil silika) digunakan untuk absorben
kolom kromatografi. Gel silika 60 F254,
0,25 mm untuk TLC (Merck), NMR (Bruker
spektrofotometer 400 MHz, untuk 1H NMR,
dan 100 MHz, untuk 13C NMR), FTIR
(Fourier Transform Infra Red) (Shimadzu,
Jepang) dan ESMS (Electro Spray Mass
Spectra) menggunakan instrumen ACQ-
TOD, Water TQ detector Tune mass lynx 4.1
Scn 714, PHOMO Microplate reader, Autobio
model SPR-960, Lampu UV 254 and 365 nm,
dan evaporator vakum putar (Buchi, Jepang).

Metode
Ekstraksi dan isolasi

Rumput laut dikeringkan di tempat
terbuka, tanpa sinar matahari langsung
selama dua hari, setelah itu digiling sampai
halus. Sampel kemudian diekstraksi dengan
MeOH (1:2 b/v) sebanyak tiga kali ekstraksi
(satu hari untuk setiap ekstraksi). Ekstrak
metanol kemudian dipartisi dengan partisi
kolom, dengan fase diam silika G 60 F254
(200 g) dan fase gerak : n-heksan-EtOAc
(sebanyak 600 mL) dan dibilas dengan

Tabel 1 Partisi kolom ekstrak metanol rumput laut S. crassifolium menggunakan berbagai pelarut

Volume pelarut (mL)

Fraksi Heksana  EtOAc  MeOH Massa (g) Total massa (g)
1 600 0 0 0,611 Fraksi heksana (0,6424)
2 600 0 0 0,027
3 600 0 0 0,0043
4 0 600 0 1,8276 Fraksi etil asetat (2,1591)
5 0 600 0 0,2255
6 0 600 0 0,1060
7 0 600 7,3519 Residu metanol (14,0027)
8 0 600 4,3679
9 0 600 2,2829
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metanol, (perbandingan pelarut dapat dilihat
pada Tabel 1. Semua ekstrak dan fraksi
dipekatkan menggunakan evaporator vakum
putar dengan suhu 40°C. Fraksi etil asetat
kemudian dimurnikan dengan kromatografi
kolom sebanyak tiga kali sampai mendapatkan
senyawa murni. Kolom kromatogafi 1:
fraksi etil asetat (2,1591 g) dimurnikan
menggunakan silika G 60 F254 (20 g), fase
gerak n-heksana:EtOAc (35 mL, gradien 2,5%).
Kolom kromatografi 2: Sub fraksi F5 (294,5
mg) hasil kolom kromatografi 1 dimurnikan
menggunakan fase diam: ODS (2,945 g)
gradien 2,5%, m fase gerak H,0 : MeOH
(10 mL). Kolom kromatografi 3: Sub Fraksi
F25 (80 mg) dari kolom kromatografi ke-2
dimurnikan menggunakan ODS (1 g) gradien
5% H,0 : MeOH (9 mL). Proses ekstraksi dan
Isolasi dapat dilihat pada Gambar 1. Fraksi
yang dihasilkan dengan massa yang besar dan
terdeteksi ada senyawa dari setiap pemurnian
dalam kolom kromatografi dimonitor dengan
TLC. Keberadaan senyawa diamati di bawah
sinar pada 254 dan 365, serta TLC yang
disemprot dengan H,SO,. Penyemprotan TLC
dengan DPPH untuk mendeteksi keberadaan
senyawa antioksidan. Karakterisasi senyawa
murni menggunakan FTIR, ESMS san NMR.

Analisis kadar pigmen

Kandungan pigmen ekstrak metanol
fraksi heksana dilakukan menggunakan UV-
visible spektrofotometer melalui pembacaan
pada panjang gelombang spesifik sesuai
jenis pigmen. Metode analisis karotenoid
menggunakan panjang gelombang 480 dan
510 nm dan analisis fukosantin mengunakan
panjang gelombang 470, 631, 581, dan 664
nm, mengacu pada Sudhakar et al. 2013;
Sanger et al. 2019. Perhitungan kadar masing-
masing pigmen mengikuti formula sebagai
berikut:

Karotenoid (ug/g) = [7,6 (A480) - 1,49 (A510)
V] /(1000xW)

Fuko-xantin(mg/g) = A470 —1,239
(A631+A581-0,3 xA664) — 0,0275xA664 /141
Keterangan:

A = Absorbansi pada panjang gelombang
spesifik

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia

Karotenoid (ug/g) = [7,6 (A480) - 1,49 (A510)
V]/ (1000xW)
Fuko-xantin(mg/g) = A470 —1,239

Analisis aktivitas peredam radikal
DPPH

Uji aktivitas antioksidan menggunakan
radikal bebas DPPH dilakukan secara
kualitatif dan kuantitatif. Analisis kualitas
mengacu pada metode Laponik et al. 2004
dengan sedikit modifikasi. Prosedurnya
sebagai berikut: fraksi etil asetat setelah
dimurnikan dengan kolom kromatografi (KK)
kemudian di-KLT menggunakan fase diam:
gel silika G 60 F254; fase gerak: n-heksan-
EtOAc (9:1) dan metanol: H,O (9:1) setelah
itu KLT disemprot dengan larutan 0,05 mM
DPPH dalam metanol. Uji positif yang bersifat
anti radikal bebas hasil KLT menghasilkan
bercak (spot) kuning.

Analisis kuantitatif DPPH dilakukan pada
ekstrak metanol, fraksi heksana dan etil asetat
mengacu pada Sanger et al. (2019) dengan
modifikasi. Prosedurnya sebagai berikut:
ekstrak rumput laut sebanyak 0,5 mL (0,2-8
mg/mL) ditambahkan 2 mL larutan DPPH
dalam metanol (93 uM), dihomogenkan
menggunakan vortex, diinkubasi dalam
ruangan gelap selama 30 menit. Kontrol
positif menggunakan BHT (0,05-0,2 mg/mL).
Pengukuran absorbansinya dilakukan dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang
517 nm. Aktivitas antioksidan menggunakan
rumus sebagai berikut:

% Penghambatan = [A Kontrol - A sampel / A
Kontrol] x 100%

Keterangan:
A = Absorbansi

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan
ulangan sebanyak tiga kali pada setiap
parameter pengujian. Data yang diperoleh
dipresentasikan dalam nilai rata-rata dan
standar deviasi (+SD) dalam bentuk Tabel
atau Gambar. Data diolah menggunakan
Microsoft Excel 2010.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Ekstraksi dan Isolasi

Rumput laut S. crassifolium 4 kg diekstrak
menggunakan metanol.  Ekstrak metanol
sebanyak 20 g setelah dipartisi menghasilkan
fraksi n-heksana (0,6424 g), etil asetat (2,1591
g) dan residu ekstrak metanol (14,0027
g). Proses pemurnian (Gambar 1) sebagai
berikut: kolom kromatografi 1 berupa fraksi
etil asetat F1 (2,1591 g) dimurnikan dengan
silika gel dielusidasi dengan sistem gradien
2% menggunakan heksana: etil asetat (mulai

35: 0 sampai 14:21) menghasilkan 25 fraksi
(F1-F26). Fraksi (F1-F8) yang dihasilkan
dimonitor melalui analisis TLC (Gambar 2).
Kolom kromatografi 2 dilakukan pada F5
(361,2 mg) dimurnikan menggunakan ODS
gradien 2,5% H,0 : MeOH (dimulai 7:3
sampai 0:10) menghasilkan 29 fraksi (F1-F29),
kemudian F21-27 dimonitor dengan TLC
(Gambar 3). Kromatografi kolom 3 dilakukan
pada F25, dimurnikan menggunakan ODS
gradien 5% H,0 : MeOH (mulai 0:9 sampai
9:0) (Gambar 4) menghasilkan 21 fraksi (F1-

Ekstrak metanal
(20 gr)

PR e shotboa sl Tt gl L LU

Dipekatican mengggunakan rotary evaporator pada suhu $0°C
Dipisahkan dengan kromatografi kolom parisi

fraksi etil asetat
(2.1591 g)

]
residu ekstrak methanol
(14,0027 g)

Dirmurnikan meng gunakan kromatografi
kolom silika gradien 5% (Hx:EA)

F5 (361,2 mg)

Dimurnikan menggunakan kromatografi kolom 0D gradien
2.5% (dimyinigari perbandingan 7.3) (H.0 - MeOH)

F.[25826)

F.(27-29)
Dimurnikan menggunakan kromatografi

F.20

Gambar 1 Proses ekstraksi dan isolasi senyawa murni fraksi etil asetat S. crassifolium

LA 254 nm Ut 345 i

Hy$43, 10% [E30H)

B

Gambar 2 Analisis TLC pada kromatografi kolom (F1-F8); fase diam: silika G 60 F254, fase gerak

n-heksana:EtOA (9:1) diobservasi

dibawah lampu UV 254 and 365 nm sesudah

disemprot dengan H_SO, (dalam metanol 10%) dan DPPH (dalam metanol 0,05%)

Whs' 365 rem

Y 254 0m

o

Gambar 3 Analisis TLC pada kromatografi ko

lm

501, 20% PERCHD (]

(F1-F8); fase diam: silika G 60 F254 S , fase

gerak n-heksana:EtOA (9:1) diobservasi dibawah lampu UV 254 and 365 nm sesudah
disemprot dengan H_SO, (dalam metanol 10%) dan DPPH (dalam metanol 0,05%)
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L 254Am L 385Am

H50y L0% [EvDH]

Gambar 4 Analisis TLC pada kromatografi kolom (F1-F8); fase diam: silika G G 60 F254S, fase
gerak : n-heksana-EtOAc (9:1) diobservasi dibawah lampu UV 254 dan 365 nm,
sesudah disemprot dengan H,SO, (di dalam metanol 10%)

F21). Kemudian F15-F21, dimonitor dengan
TLC, pada F20 terdeteksi terdapat senyawa
murni sebanyak 5,4 mg. Senyawa murni fraksi
etil asetat Sargassum (FEaSar) kemudian di
karakterisasi menggunakan FTIR, MS dan
NMR.

Penentuan Struktur Senyawa
Analisis inframerah

Pengukuran serapan gelombang
inframerah dalam suatu penentuan struktur
bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi
yang terdapat pada suatu molekul. Identifikasi

Berdasarkan Gambar 5, terdapat serapan
pada bilangan gelombang 3.002,81 cm’
menunjukkan adanya regang C-H ikatan
rangkap sedangkan bilangan gelombang
2.921,87 dan 2.852,65 cm’! membuktikan
adanya gugus CH ikatan tunggal. Kemudian
bilangan gelombang 1.741,63 merupakan
ciri khas dari karbonil. Tafsiran secara
keseluruhan dari spektrum inframerah dapat
dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2 Tafsiran spektrum infra merah

murni (FEaSar))

gugus fungsi tertentu ditunjukkan oleh serapan Bilangan Dugaan
. Bentuk . struktur/
khas pada bilangan gelombang tertentu, gelombang Intensitas
. . . 0 puncak gugus
yang merupakan hasil transisi antara tingkat (cm™) funosi
energi vibrasi (getaran) dari setiap interaksi . gz
atom-atom dalam suatu molekul, baik 3.002,81  tajam rendah CH sp
berupa bending ataupun stretching. Spektrum 2.921,27  tajam tinggi CH sp’
iinlfr}e:meraclll senyaLwa murni (FEaSar) dapat 2.852,65 tajam tinggi CH sp?
ilihat G 5.
fihat paca Lambat 1.741,63 tajam tinggi ~ CH=O
s FhE
C-H sp?
a -
£3
8
R
E
2’4
£
$ o C=0
2 C-H sp*
L I Bl
g5y 5 SRI gEREESSSTLNE o
s S I¥n G--ooonEIEN B
3500 3000 2600 2000 1500 1000 500
Wavenumbsr cm-1
Gambar 5 Spektrum infra merah senyawa murni (FEaSar)
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Menurut Supratman (2010) dan Socrates
(1994), serapan karbonil pada gugus fungsi
aldehid 1.740-1.720 cm’', asam karboksilat
1.705-1.725 cm’!, keton 1.705-1.725 cm’!,
ester 1.740-1.710 cm’™.

Analisis Nuclear Magnetic Resonance
(NMR)

Senyawa murni (FEaSar) berupa padatan
amorf berwarna putih yang larut dalam
kloroform. Berdasarkan data spektrum "C-
dan 'H-NMR, FEaSar memiliki 19 atom
karbon, 36 atom hidrogen dan 2 atom oksigen
dengan rumus molekul C/H, O, Dengan
mengetahui dugaan rumus molekul tersebut,
maka dapat diperoleh dugaan nilai atau harga
(double bond equivalen) DBE dari senyawa 1
dengan rumus sebagai berikut:

C- YatomH Xhalogen ¥atomN

DBE=Yatom . > :

1

Berdasarkan perhitungan rumus DBE
tersebut, diperoleh harga DBE senyawa murni
yaitu tiga, artinya senyawa diduga memiliki
satu buah karbonil, satu ikatan rangkap dan
satu siklik.

FEaSar diukur menggunakan
spektrometer NMR untuk mengetahui jumlah,
jenis, dan lingkungan proton/hidrogen

dan untuk mengetahui jumlah, jenis serta
pemecahan sinyal karbon yang tergantung
dari jumlah proton yang terikat (metin,
metilen, metil dan karbon kuarterner).

Data spektrum "“C-NMR pada Gambar
6, memperlihatkan adanya 19 sinyal karbon,
yang terdiri dari enam belas karbon ikatan
tunggal (Csp3) pada daerah pergeseran kimia
di bawah 100 ppm dan tiga karbon rangkap

2-3
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dua (Csp2) pada daerah pergeseran kimia
di atas 100 ppm yang merupakan ciri khas
karbonil. Dari data tersebut telah diketahui
jumlah dan jenis karbon-karbon yang terdapat
pada senyawa.

Umumnya sinyal karbon FEaSar adalah
karbon ikatan tunggal (C sp®) kecuali sinyal
karbon pada 6C 174,2 (C-1) merupakan ciri
khas dari karbon karbonil (C=0) dan dua
sinyal yang berhimpit pada pergeseran kimia
129,4 yang merupakan karbon ikatan rangkap
(C sp?). Semua sinyal karbon ikatan tunggal
FEaSar (Gambar 7) merupakan karbon
metilena kecuali karbon pada ppm 6C 13,1
(C-19) merupakan ciri khas dari karbon metil
(CH,). Sedangkan lima belas sinyal karbon
pada daerah 22-51 ppm merupakan karbon
metilena (CH,) yaitu: 50,6 (C-4), 33,4(C-
5); 31,7(C-6); 29,4(C-7 & C-8); 29,3(C-9
& C-10); 29,1(C-11 & C-12); 29,0(C-13 &
C-14); 28,9(C-15); 26,8(C-16); 24,7(C-17) dan
22,4(C-18) ppm.

Spektrum 'H-NMR menginformasikan
jumlah, jenis dan lingkungan dari setiap
proton-proton yang terdapat pada suatu
senyawa. Pada Gambar 8 dapat diilihat
jumlah dan jenis hidrogen yang terdapat
pada senyawa murni. Jumlah proton atau
hidrogen ditentukan dengan nilai integrasi,
sedangkan jenis lingkungan ditentukan oleh
nilai pergeseran kimia dan multiplisitasnya.
Multiplisitas  singlet menunjukkan tidak
adanya proton tetangga, doblet menunjukkan
memiliki satu proton tetangga, triplet
menunjukkan memiliki dua proton tetangga,
kuartet menunjukkan memiliki tiga proton
tetangga dan multiplet menunjukkan memiliki
lebih dari empat proton tetangga.
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Gambar 7 Spektrum *C-NMR senyawa-senyawa murni (125 MHz dalam metanol-D4)
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Gambar 8 Spektrum 'H-NMR senyawa senyawa murni (500 MHZ dalam metanol-D4)

Gambar 8 menunjukkan bagaimana
jenis dan lingkungan proton/hidrogen
pada senyawa murni. Sinyal hidrogen pada
pergeseran kimia 0,88 (3H, f) merupakan
hidrogen metil yang bertetangga dengan
metilena. Hal ini ditunjukan dengan sinyal
triplet yang berarti tiga hidrogen metil ini
memiliki dua buah hidrogen tetangga yaitu
hidrogen pada metilena. Sinyal hidrogen
dengan intensitas tinggi pada 1,29(42H;s)
merupakan ciri khas dari sinyal hidrogen
asam lemak. Hal ini disebabkan banyaknya
hidrogen metilena yang memiliki lingkungan
yang sama sehingga sinyalnya menumpuk
(bertumpang tindih). Interpretasi dari sinyal
ini ditunjukan dengan fragmen berwarna
hitam (rantai 12 karbon metilena).

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia

Sinyal hidrogen 1,57(2H;q) merupakan
hidrogen metilena yang diapit karbon metilena
dan metin. Hal ini diduga karena bentuk
sinyalnya kuartet yang berarti hidrogen ini
memilki tiga buah hidrogen tetangga. Sinyal
hidrogen pada pergeseran kimia 2,00(2H;t)
yang juga merupakan sinyal dari metilena
(CH,). Karena bentuk sinyalnya triplet, diduga
hidrogen pada metilena ini memiliki dua buah
hidrogen tetangga yang berasal dari hidrogen
metilena dan karbon yang di sisi lainnya
adalah karbon kuarterner. Sinyal hidrogen
yang berbentuk triplet juga terdapat pada 2,29
dan 5,32 ppm. Sinyal pada 2,29 (2H, t) diduga
adalah metilena yang terikat pada karbon
kuarterner dan metilena lainnya sedangkan
sinyal hydrogen pada 5,32 (1H, t) ppm adalah
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metin yang bertetangga dengan metilen dan
karbon kuarterner (bukan karbonil) pada sisi
lainnya. Sinyal hidrogen yang terakhir adalah
sinyal pada pergeseran 3,62 (2H, s) merupakan
hidrogen dari metilena teroksigenasi yang
diapit oleh suatu karbon kuarterner. Tabel 3
menyajikan fragmen-fragmen (Gambar 9)
yang dimiliki senyawa murni.

Hz
HOOC’C\/. ./\\/\//\/\//\//\\.

0

H, NP
Gambar 9 Fragmen-fragmen FEaSar

Berdasarkan data IR dan NMR yang
telah diuraikan, didapat dugaan strukur dari
senyawa murni (FEaSar) berupa senyawa
golongan asam lemak yang ditunjukkan pada
Gambar 10.

o

D

Gambar 10 Dugaan senyawa murni (FEaSar)

Data perbandingan nilai pergeseran kimia
'"H- dan “C-NMR senyawa murni (FEaSar)
dengan senyawa pembandingnya yaitu metil
oleat (Ruksilp, 2020) dapat dilihat pada Tabel
4 dan gambar senyawa pembanding dapat
dilihat pada Gambar 11.

\OJK/\/\/VZ\/\/\/\/\
Gambar 11 Fragmen-fragmen FEaSar

Data pergeseran kimia senyawa murni
mirip dengan data pergeseran kimia metil
oleat. Adapun perbedaan pergeseran kimia
ini disebabkan oleh perbedaan adanya gugus
metilena teroksigenasi yang menggantikan
metoksipadametiloleat. Kareanadaperbedaan

Tabel 3 Data pergeseran kimia 'H-, ?C- dan 2D-NMR senyawa (FEaSar)

Posisi ~ Nomor karbon §_.125 MHz (ppm) 6, (Int., mult., J=Hz) 500 MHz (ppm)

1 1 174,0 -
2 5 33,4 2,29 (2H; t)
3 17 24,7 1,57 (2H; q)
4 13 29,0 1,29 2H; s)
5 15 28,8 1,29 2H; s)
6 16 26,8 1,29 (2H; s)
7 29,3 1,29 2H; s)
8 29,4 2,00 (2H; 1)
9 129,4 :
10 129,4 5,32 (1H; £)
11 10 29,3 1,29 (2H; 5)
12 8 29,4 1,29 (2H; 5)
13 11 29,1 1,29 (2H; s)
14 6 31,7 1,29 (2H; s)
15 14 29,0 1,29 (2H; s)
16 12 29,1 1,29 (2H; s)
17 18 22,4 1,29 2H; s)
18 19 13,1 0,88 (3H; t)

-CH,-O 4 50,6 3,62 (2H; s)
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gugus ini menyebabkan bentuk struktur
senyawa murni dan metil oleat berbeda.
Selain itu pelarut yang digunakan pada saat
mengukur NMR dan daya alat spektroskopi
NMR yang digunakan juga berbeda. Semakin
besar daya alat yang digunakan, semakin
sensitif data yang diberikan. Sehingga diduga
senyawa murni (FEaSar) termasuk golongan
ester oleat. (Gambar 12)

(E)-11-octyloxacyclododec-10-en-2-one

Gambar 12 Struktur senyawa murni
(FEaSar) S. crassifolium

Analisis Spektrum Massa

Untuk memperkuat dugaan struktur,
maka senyawa murni (FEaSar) dikarakterisasi
dengan menggunakan spektroskopi massa.
Terlihat adanya puncak m/z 295 yang diduga
merupakan bobot molekul senyawa murni
(FEaSar) (Gambar 13). Hal ini sesuai dengan
dugaan struktur senyawa isolat fraksi etil
asetat yakni asam ester oleat yang memiliki
rumus molekul (E)-11I-octyloxacyclododec-10-
en-2-one.

Rumput laut mengandung lemak yang
rendah dan bukan sumber energi utama.
Komposisi asam lemak paling banyak rumput
laut kaya akan PUFA (Nomura et al., 2013).
Komposisi kimia asam lemak S. wightii yang
tertinggi adalah asam oleat (27%) asam
arakidonat (17%), asam linoleat (11%), asam
miristat (9%) dan asam palmitat (5,67).
Asam arakidonat adalah komponen utama
membran sel dan berperan penting dalam

Tabel 4 Data 'H-, *C-NMR senyawa 1 (FEaSar) dan metil oleat

Nomor . (ppm) d,, (Int., mult., J=Hz) 500 MHz (ppm)

karbon  *metil oleat  "Senyawa 1 *metil oleat *Senyawa 1
1 173,9 174,0 - -
2 34,1 334 2,30 (2H) 2,29 (2H; £)
3 25,1 247 1,60 (2H) 1,57 (2H; q)
4 29,2 29,0 1,29 (2H; ) 1,29 (2H; s)
5 29,2 28,8 1,29 (2H;s) 1,29 (2H; s)
6 29,2 26,8 1,29 (2H; s) 1,29 (2H; s)
7 29,8 293 1,29 (2H; s) 1,29 (2H; s)
8 29,9 294 1,90 (2H) 2,00 (2H; 1)
9 130,0 129,4 5,25 (1H) ;
10 129,7 1294 5,25 (1H) 5,32 (1H; t)
11 29,8 293 1,90 (2H) 1,29 (2H; 5)
12 29,9 294 1,29 (2H; s) 1,29 (2H; 5)
13 29,5 29,1 1,29 (2H; s) 1,29 (2H; s)
14 32,1 31,7 1,29 (2H;s) 1,29 (2H; s)
15 29,4 29,0 1,29 (2H;s) 1,29 (2H; s)
16 29,8 29,1 1,29 (2H;s) 1,29 (2H; s)
17 22,8 22,4 1,29 (2H;s) 1,29 (2H; s)
18 14,2 13,1 0,80 (3H; r) 0,88 (3H; 1)

-CH -O 51,3 50,6 3,50 (3H;s) 3,62 (2H; s)

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia
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Gambar 13 Spektrum massa senyawa murni (FEaSar) S. crassifolium

produksi prostagladin. Eikosanoid dari asam
arakidonat dapat meningkatkan aktivitas
platelet dan respons imun (Knothe, 2005).

Hal ini berbeda dengan penelitian yang
dilaporkan oleh Praiboon et al. 2017 bahwa
asam lemak utama S. oligocystum asam
lemak jenuh yaitu hampir 50% dari total asam
lemak. Hal ini juga sama dengan S. polycystum
dari Malaysia yang dilaporkan (Matanjun
et al., 2009) dan S. muticum dari Spanyol
(Conde et al., 2015). Kandungan asam lemak
rumput laut bervariasi baik oleh karena
lingkungan maupun genetik yang berbeda
(Nomura et al., 2013). Balboa et al. (2016)
melaporkan bahwa tingkat ketidakjenuhan
terutama tergantung pada temperatur air.
Rumput laut yang dipanen pada daerah dingin
mempunyai kandungan PUFA dan tingkat
kejenuhan lebih tinggi daripada yang dipanen
pada perairan tropis.

Kandungan PUFA S. binderi dan
S. duplicatum lebih tinggi (33-37%) dari SFA
(29-31%), dan kandungan MUFA yang rendah
(13-15%). Konsentrasi omega-3 (n-3) PUFA
S. binderi (20%) dan S. duplicatum (12%).
Tetapi omega-6 (n-6) PUFA S. binderi (17%)
lebih rendah dari S. duplicatum (21%). PUFA/
SFA S. binderi (1.2%) hampir sama dengan
S. duplicatum (1.1%). Rasio PUFA/SFA 1:1
sampai 1:2. merupakan suatu perbandingan
yang baik  karena banyak asosiasi gizi
merekomendasikan rasio 1:1. PUFA, terutama
n-3 dan n-6 PUFA, yang dikenal sebagai asam
lemak esensial dan memberikan pengaruh
pada penyembuhan dan pencegahan penyakit
kardiovaskular, perkembangan saraf bayi,
kanker = dan mengontrol glikemik lemak
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(Corner, 1997). S. duplicatum dan S. binderi
mengandung komponen lemak fungsional
seperti fukosantin, masing-masing sebesar
0,73+0,39 1,01+0,10 (mg/g berat kering)
(Noviendri, 2011).

Produk rumput laut adalah sumber
penting akan omega 3 dan 6 yang
merupakan komponen utama pembentukan

lipid struktural penting dan elemen
membran sel (Dawczyski et al, 2007;
Sénchez-Machado et al., 2004). Rasio

sebesar 1 untuk n6:n3 bermanfaat untuk
kesehatan. Jumlah n-6 PUFA yang tinggi dan
sangat tingginya rasio n6:n3 mengakibatkan
patogenesis banyak penyakit kardiovaskular,
kanker, peradangan, dan penyakit autoimun
(Simopoulus, 2002). Konsumsi makanan kaya
n-3 PUFA memberikan pengaruh yang positif
pada komposisi lemak darah karena dapat
mencegah aterosklerosis (Murata et al., 2002).

Spesies makroalga laut umumnya
mengandung zat gizi yang penting yaitu
C18 dan C20 PUFA termasuk juga n-3
PUFA yang penting sebagai antiarrhythmic,
anti peradangan, dan anti trombotik
(Kumari et al., 2013; Gillies et al., 2011).
Mohammed et al. (2004) melaporkan bahwa
asam oleat memiliki pengaruh melawan
komplikasi kardivaskular dan diabetes karena
dapat mengontrol kadar glutation (GSH), total
lipid, triasilgliserol (TAG) dapat terkontrol.
Asam lemak dapat melindungi jaringan
dari risiko trombosis (Alturfan et al., 2002).
Alga laut juga kaya akan sumber PUFA dan
asam lemak ini yang berfungsi menghalangi
pertumbuhan penyebaran sistemik kanker
payudara (Deveri et al., 2001).
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Tabel 5 Kadar fuko-xantin dan karotenoid serta aktivitas antioksidan (DPPH) S. crassifolium

Fuko-xantin

Karotenoid  Aktivitas antioksidan

Sampel (kg g") (ngg") (DPPH) mg/mL
Ekstrak Metanol 37,74£2,407  54,49+3,092 4,587+0,386
Fraksi heksana 33,04+3,348  18,37+1,695 2,657+0,338
Fraksi etil asetat 14,65+1,002  43,23+3,254 5,246 +0,423
BHT - - 0,6721+0,0572

Kadar Pigmen

Hasil analisis kadar pigmen ekstrak
metanol, fraksi heksana dan etil asetat
dapat dilihat pada Tabel 5. Ekstrak metanol
mempunyai kadar fukosantin dan karotenoid
tertinggi, masing masing 37,74+2,407 dan
54,493+3,0921 pg/g. El-Din & El-Ahwany
2016 menyatakan bahwa karotenoid Pyropia
yezoensis sebesar 1,44+0,03 mg/g . Karotenoid
berperan penting sebagai photo-protection dari
kerusakan ROS di bawah energi cahaya yang
kuat. Karotenoid mempunyaiberbagai manfaat
untuk kesehatan manusia, misalnya sumber
B-karoten, o-karoten, dan p-cryptosantin.
Lutein dan zeasantin  menurunkan
risiko penuaan dini degenerasi otot
(Koizumi et al., 2018). Senyawa-senyawa yang
mempunyai daya reduksi mengindikasikan
fungsi donor elektron dan dapat mereduksi
intermediat teroksidasi dari proses peroksidasi
lipida. Senyawa tersebut dapat berfungsi
sebagai antioksidan primer dan antioksidan
sekunder.

Fukosantin adalah salah satu karotenoid
yang melimpah pada rumput laut cokelat
misalnya wakame (Undaria pinnatifida) dan
kombu (Laminaria japonica). Fukosantinol
merupakan bentuk aktif  fukosantin dan
mempunyai aktivitas penghambatan yang
kuat terhadap lini sel kanker manusia yaitu
sel kanker kantong kemih dan kanker serviks
(HeLa). Fukosantin memperbaiki efikasi
kemoterapi  dengan memperkuat induksi
apoptosis (Ecorlanoetal.,2019).S. olygocystum
mempunyai kandungan fukosantin dan fenol
masing-masing 1,84+0,28 dan 4,97+1,21
(mg g' dw) dengan aktivitas antikanker
melawan adriamycin-resistant carcinoma sel
kanker paru manusia dengan ekstrak etanol
dan ekstrak lipolitik masing-masing sebesar
(GLC4/Adr) 92,06+0,83d 31,14+0,83 ug mL™"
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(Praiboon et al., 2017). Ekstrak heksana, etil
asetat, kloroform dan etil asetat S. polycystum
mengandung metabolik sekunder steroid,
tanin, alkaloid, triterpenoid, glikosida, dan
menunjukkan sitotoksisitas melawan sel
kanker kolon HCT, paru A549 dengan nilai
IC,, 21,3-33,4 pg/mL (Arsianti et al., 2019).

Aktivitas Antioksidan DPPH

Aktivitas  antioksidan DPPH ekstrak
metanol, fraksi heksana dan etil asetat masing-
masing IC,, 4,587+0,386; 2,657+0,338
dan 5,246+0,423 mg mL' (Tabel 5).
Aktivitas DPPH S. angustifolium 0,23 mg/L,
S. oligocystum 0,61 mg/L dan S. boveanum
0,49 mg/L (Mehdinezhad et al, 2016).
Aktivitas antioksidan rumput laut cokelat
disebabkan oleh senyawa polifenol terutama
florotanin  serta mempunyai  aktivitas
biologi melawan kanker. Florotanin adalah
kelompok senyawa fenolik yang dibentuk
oleh polimerasi unit monomer floroglusinol
(1,3,5 trihidroksibenzena) dan disintensis
dalam jalur asetat malonat dalam makroalga
(Arnold & Target, 2000).  Koivikko et al.
(2005) membagi florotanin ke dalam tiga
bagian,florotanin terlarut dari matriks alga
atau florotanin sitoplasma; florotanin yang
berikatan dengan dinding sel; dan florotanin
yang melekat pada membran dinding sel dan
dapat terlepas dan terbawa oleh air laut.

Beberapa hasil penelitian menunjukkan
bahwa kadar total fenol sangat bervariasi.
S. mangarevense dari Tahit ~2,85% dw
(Zubia et al., 2008), S. vulgare (0,56- 3,61%
dw) dari Brazil (Plouguerné et al., 2012)
S. muticum (1,15 mg g™' dw) dari Denmark
(Farvin & Jacobsen, 2013). Kadar total fenol
bervariasi tergantung pada musim, habitat,
geografi dan talus yang ada di dalam rumput
laut (Plouguerné et al., 2012; Tanniou et al.,
2014).

486



JPHPI 2022, Volume 25 Nomor 3

Isolasi asam lemak dan kadar pigmen rumput laut cokelat, Sanger et al.

Ekstrak etil asetat S. polycystum
mengandung total fenol sebesar 548,61 pg/
mL, diikuti oleh ekstrak etanol sebesar
123,21 pg/mL. Sedangkan kadar flavonoid
sebesar 14,456 ug/mL pada ekstrak etanol
dan etil asetat sebesar 40,06 pug/mL. Ekstrak
etil S. polycystum dan etanol masing-masing
mempunyai aktivitas DPPH IC, ~ 298,32
dan 624,76 pg/mL Hal ini menunjukkan
bahwa aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat
mempunyai hubungan dengan kandungan
fenolik dan flavonoid. Ekstrak S. polycystum
menunjukkan aktivitas antikanker serviks
yang kuat dengan kisaran IC, | 38,3-112,8 ug/
mL (Arsianti et al., 2020).

Sifat  antioksidan  fenol  adalah
kemampuannya bekerja sebagai senyawa
pereduksi, donor hidrogen, dan peredam
radikal bebas (Devi et al., 2008). Fenolik
juga dapat berperan sebagai pengkelat logam.
Terdapat beberapa jenis hidrofilik polifenol
misalnya epigallo katekin, epikatekin galat
dan florotanin (Boonchum et al, 2011).
Aktivitas antioksidan daya reduksi S. swartzii
dan Cystoseira myrica pada fraksi metanol
yaitu 73,92+12,36 dan 50,95+4,33 mmol
Fell/100 g ekstrak kering pada konsentrasi 10
ppm mempunyai aktivitas yang paling tinggi
dibandingkan dengan fraksi heksan, etil asetat
dan kloroform, yang sejalan dengan kadar
total fenol tertinggi yaitu sebesar 12,00+0,55
dan 10,08+1,13 (g asam galat/100 g ekstrak)
(Sadati et al., 2011). Kandungan total fenol
Sargassum polycystum yaitu 8.287,18 mg
GAE/g. Aktivitas antioksidan DPPH dengan
nilai IC,, 1,9-9,6 3,4 mg/L, FRAP 105,357
umol troloks/g dan CUPRAC (Cu reduction
antioxidant capasity) 201 umol troloks/g
ekstrak (Diachanty et al., 2017).

Beberapa rumput laut cokelat seperti
S.  kjelmanianum, S. siliquastrum, dan
S. microcantum mempunyai kemampuan

dalam menghambat peroksidasi  dengan
mendonorkan protonnya sehingga
mempercepat proses terminasi radikal

bebas (Wei et al., 2003; Firdauz et al., 2012,
Raghavendran et al., 2005). Heo et al. (2005)
melaporkan  bahwa ekstrak rumput laut
cokelat dapat mencegah kerusakan LDL,
DNA, dan peroksidasi lemak pada sel hati.
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Aktivitas antioksidan  S. crassifolium
dianalisis secara kualitatif dapat dilihat
pada Gambar 2 dan 3. Isolat senyawa di
KLT kemudian disemprot dengan 0,05%.
DPPH yang terbentuk berwarna kuning,
hal ini menunjukkan bahwa isolat asam
lemak S. crassifolium  terdapat senyawa
antioksidan. Asam oleat, ester oleat dan
metil oleat yang diisolasi dari Millettia utilis
Dunn menunjukkan aktivitas antioksidant
antioxidant DPPH sebesar IC_ >50 dan

ABTS sebesar IC,,39,50+1,57 pg/mL. Asam
palmitat menunjukkan aktivitas yang tinggi
melawan sel kanker payudara (MCF-7),
kanker hati (WRL-68), dan kanker kolon
(Caco-2), dengan aktivitas masing-masing

IC,, 0,55; 1,0; 0,75 dan 0,35 pug/mL (Sasena
et al., 2007). Asam oleat aktif melalui 5a

reduktase dengan nilai IC, 54,50+3,0 pg/
mL (Abe et al., 2009). Turunan rantai cabang
(metil, n-butil, fenil) dari metil oleat diuji in-
vitro untuk aktifitas antiproliferatif melawan
dua jenis lini sel MCF-7 (payudara manusia)
dan HT-29 (kolon manusia). Turunan rantai
cabang fenil turunan asam oleat menunjukkan
aktivitas dengan nilai IC, 48 ppm melawan
baik MCEF-7 dan HT-29 (Dailey et al., 2011).

Rumput laut cokelat mengandung
pigmen P-karoten, violansantin  dan
fukosantin Alga cokelat juga mengandung
berbagai jenis sterol, fukosterol dan kolesterol.
Kolesterol banyak terdapat pada rumput laut
cokelat. ~Senyawa-senyawa ini mempunyai
aktivitas melawan berbagai jenis kanker
(Majunder et al., 2015). Beberapa peneliti
melaporkan bahwa asam lemak alga laut
yang mempunyai kemampuan mengkelat
ion bersifat sebagai antikanker. Asam lemak
sebagai molekul bioaktif yang mempunyai
tingkat sitotoksik yang berbeda terhadap sel
kanker (Kim et al., 2006). Kriteria pengkelat
logam berat adalah dapat memasuki sel
dengan mudah, dengan cara mengkelat logam
dari kompleksnya dengan metalotionin atau
protein lain dan meningkatkan ekskresi logam
tanpa redistribusi pada organ atau jaringan
lain. Jika antioksidan memiliki kriteria-
kriteria ini maka senyawa pengkelat logam
yang digunakan untuk terapi tidak akan ada
efek samping (Swaran, 2009).
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KESIMPULAN
Isolasisenyawaasamlemakfraksietilasetat
S. crassifolium tergolong ester oleat dengan
rumus molekul (E)-11-octyloxacyclododec-
10-en-2-one. S. crassifolium  mengandung
fukosantin  dan karotenoid yang tinggi.
Ekstrak metanol, fraksi heksana dan fraksi
etil asetat S. crassifolium mempunyai aktivitas
antioksidan. ~ Sebab itu perlu dilakukan
penelitian di masa depan pada isolat murni
fraksi heksana dan mengetahui aktivitas
biologi dari isolat murni S. crassifolium, agar
dapat dimanfaatkan sebagai produk kesehatan.
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FIGURE AND TABLE TITLES

Figure 1 ~ The process of extraction and
isolation of pure compounds
of ethyl acetate fraction of

S. crassifolium

Figure 2 Analysis on column
chromatography (F1-F8);
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