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ABSTRAK  

 

 Alga Laut merupakan salah satu sumber daya hayati laut yang memiliki 

kandungan karbohidrat, protein dan berbagai vitamin.  Biota ini dilaporkan memiliki 

substans bioaktif yang mampu mengaglutinasi sel darah merah yang dikenal sebagai 

lektin.  Metabolit sekunder  yang dihasilkan oleh biota ini dapat diekstraksi dan diolah 

untuk dijadikan bahan baku obat-obatan. 

 Sampel alga laut Eucheuma sp diekstraksi mengikuti metode Bollag dan 

Edelstein (1991) yang dimodifikasi Tepung alga laut dilarutkan dalam fosfat buffer.  

Setelah diaduk dengan pengaduk listrik, campuran disaring dan filtrat yang diperoleh 

disentrifus.  Pada supernatan dilakukan proses salting out dengan penembahan 

amonium sulfat, lalu disentrifus.  Endapan protein yang diperoleh dimasukkan pada 

kantung dialisis dan diteteskan 0,002% NaN3.  Sebanyak 5 ml ekstrak kasar dimurnikan 

pada kolom Sephadex G – 100 dan diukur pada panjang gelombang 280 nm. Pengujian 

lektin dilakukan menggunakan suspensi eritrosit 1%. Puncak yang memiliki aktivitas 

dianalisa dengan Metode SDS – PAGE. 

 Hasil pemisahan lektin dengan metode SDS - PAGE, mendeteksi pita yang 

cukup tebal dengan berat molekul (BM) berkisar 28 kDa.   
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PENDAHULUAN  

Keanekaragaman alga laut yang tumbuh di perairan Indonesia serta alga laut 

yang sudah lama dikenal sebagai komoditi ekspor merupakan pertimbangan utama 

untuk melakukan penelitian dan pengembangan biota ini serta produk-produk yang 

dikandungnya. Manfaat alga laut sebagian besar bukan sebagai bahan pangan manusia, 

melainkan bahan baku dan bahan tambahan dalam industri makanan, obat-obatan dan 

kosmetika (Soegiarto, 1984). Alga laut juga sumber golongan senyawa eikosanoid, 

terpenoid dan polisakarida, dan  lektin (Hori dkk., 1986). 

Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa alga laut merupakan salah satu 

sumber lektin yang terdistribusi secara luas di alam dan diketahui sebagai protein atau 

glikoprotein yang dapat mengikat sakarida secara khusus. Lektin termasuk protein imun 

alami yang secara khusus berinteraksi dengan molekul gula tanpa memodifikasi gulanya 

(D’adamo, 2007). Substansi ini dapat digunakan untuk menentukan struktur gula pada 

permukaan sel (Menghi et al, 1986), mendeteksi perubahan permukaan sel dalam terapi 

tumor (Itoh et al, 1985), sebagai alat kontrasepsi (Olafsen, 1988) serta pertahanan 

terhadap mikroorganisme (Sharon and Lis, 1987 dalam Sharma and Sahni, 1993). 



  

 Aglutinasi sel darah merah oleh lektin dapat dihambat oleh jenis sakarida 

tertentu, yang merupakan gula spesifiknya. Interaksi lektin/aglutinin dengan gula yang 

spesifik, maka aglutinin dapat digunakan untuk menentukan jenis gula pada permukaan 

sel (Menghi dkk, 1986) dan setiap lektin mempunyai kemampuan yang berbeda dalam 

mengaglutinasi sel (Sharon  dan Lis, 1972). Selain sebagai pengaglutinasi sel, beberapa 

lektin memperlihatkan aktivitas mitogenik kuat sehingga lektin disebut sebagai molekul 

pengenalan sel.  Potensi lain dari lektin yang sangat penting dalam proses biologi seperti 

fertilisasi, embriogenesis, migrasi sel, formasi organ, sistem pertahanan imun dari 

infeksi mikroba.  

 Sodium Dodecyl Sulphate – Polyacrilamid Gel Elektroforesis (SDS – PAGE) 

merupakan suatu metode yang sangat baik  untuk mengenal dan memonitor protein 

selama pemurnian dan homogenitas pemurnian  (Garfin dalam Deutscher, 1990).   

Gel elektroforesis  sangat efektif untuk menganalisa substansi yang mempunyai berat 

molekul tinggi (seperti protein, DNA dan RNA).  Gel poliakrilamid terdiri dari 

hubungan silang rantai-rantai polimerik yang bersifat menyerap dan memiliki ukuran 

pori yang dapat diatur (Bohinski, 1987).  Ukuran pori dapat diatur konsentrasi akrilamid 

yang digunakan, makin tinggi konsentrasi akrilamid makin kecil ukuran pori.  

Hubungan antara konsentrasi akrilamid dengan ukuran pori. 

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan : 

1. Mengekstrak lektin dari alga laut jenis Eucheuma Sp.  

2. Memurnikan ekstrak lektin dengan kromatografi filtrasi gel. 

3. Memurnikan dan menentukan berat molekul lektin dengan metode SDS – PAGE  

     

METODE PENELITIAN 

 Sampel yang digunakan merupakan stok sampel alga laut jenis Eucheuma sp 

yang dikoleksi dari Likupang dan disimpan dalam bentuk tepung alga di Laboratorium 

Kimia Bahan Hayati Laut. 

Ekstraksi Lektin 

Ekstraksi lektin dilakukan berdasarkan metode ekstraksi protein (Bollag dan 

Edelstein, 1991) dengan beberapa modifikasi.  Tepung alga ditambah fosfat buffer M/15 

pH 7, diaduk selama 24 jam, pada temperatur 5°C. Setelah itu protein diendapkan 

melalui cara salting out. Selanjutnya disentrifus dan endapan protein dimasukkan ke   

kantong membran lalu   di dialysis dengan larutan PBS.  

 



  

Kromatografi Filtrasi Gel 

Serbuk Sephadex G – 100  ditambah larutan buffer fosfat (M/15, pH 7), diaduk 

pada  temperatur 90°C selama 5 jam. Selanjutnya suspensi tersebut dituang dalam 

kolom (2,5 x 29 cm). Ekstrak kasar dimasukkan ke dalam kolom yang telah diisi dengan 

sephadex  dengan  eluen buffer fosfat (M/15, pH 7).  Hasil fraksinasi ditampung pada 

fraction collector dan dianalisa pada spektrofotometer (OD 280).  Tiap puncak 

digabungkan sehingga diperoleh fraksi-fraksi pemurnian.  Tiap puncak ditambah 

amonium sulfat, kemudian disentrifus. Endapan yang diperoleh dari tiap fraksi didialisis 

dengan buffer fosfat.  Selanjutnya diuji untuk menentukan fraksi mana yang memiliki 

aktivitas.  Puncak yang memiliki aktivitas dianalisa  dengan metode SDS – PAGE.   

Pengujian Aktivitas Lektin 

Aktivitas lektin diuji pada eritrosit 1%, dan penentuan aktivitas lektin dibuat 

pada mikrotiter plate (Greiner 650161).  Sebanyak 100 µl salin 0,85% dimasukkan ke 

cekungan  nomor     1 sampai 8.  Selanjutnya ekstrak lektin sebanyak 100 µl ditambah 

pada cekungan nomor 1 diaduk dengan pipetman Gilson kemudian  100 µl campuran 

tersebut dipindahkan ke cekungan ke-2 diaduk kembali, demikian dilakukan sampai 

pada cekungan ke-7 dan 100  µl campuran dari cekungan ke-7 dibuang, sehingga 

terbentuk suatu seri pengenceran 2 kali.  Pada cekungan ke-8 tidak ditambahi ekstrak 

lektin sehingga berlaku sebagai kontrol.  Dengan volume yang sama  (100 µl), suspensi 

eritrosit 1% (v/v) ditambahkan pada tiap cekungan (1 – 8).  Setelah pengadukan 

perlahan, plate ditutup dan diinkubasi selama dua jam pada temperatur ruang.  Titer 

aglutinasi ditentukan pada cekungan dengan pengenceran tertinggi yang masih 

menyebabkan aglutinasi positif.  Aktivitas lektin ditentukan melalui pengamatan secara 

makroskopis pada mikrotiter plate dan secara mikroskopis  melalui mikroskop.    

Pemisahan Lektin dengan Metode SDS-PAGE 

Pemisahan lektin dilakukan menurut metode SDS – PAGE (Bollag dan 

Edelstein, 1991).  Dua plat kaca disisipi spaser  pada sisi kanan, kiri dan bagian bawah.  

Campuran pembentuk separating gel disiapkan pada erlemeyer kecil Selanjutnya 

campuran ini segera diisi ke dalam ruang antara lempeng kaca menggunakan alat suntik.  

Dari tepi atas plat kaca disisakan ruang setinggi 1,5 cm untuk larutan stacking gel.  

Setelah penuangan separating gel selesai selanjutnya ditetesi isobutanol atau akuades, 

Separating gel dibiarkan terpolimerisasi dengan sempurna selama ± 60 menit.  Setelah 

separating gel mengeras,  isobutanol atau akuades dikeluarkan, selanjutnya ruang yang 

disisakan tadi diisi dengan campuran stacking gel.  Sebelum stacking gel mengalami 



  

polimerisasi, sisir disisipkan di atas stacking gel dan dibiarkan sekitar 1 jam.  Setelah 

polimerisasi stacking gel  selesai, sisir, klep dan spaser bagian bawah dilepas, dan 

sampel dimasukkan ke dalam sumur.   

 Sebelum dimasukkan ke sumur,  sampel (20 μl) dicampur dengan SDS – Buffer 

sampel (5 μl) dipanaskan pada suhu 100 
0
C  selama 5 menit.  Selanjutnya sampel (25 μl) 

dan protein marker (5 μl) dimasukkan ke sumur, kemudian plat gel dipasang pada alat 

elektroforesis  yang telah diisi dengan buffer elektroporesis lalu  dihubungkan ke 

sumber listrik.  Elektroforesis dijalankan dengan tegangan konstan 50 Volt dan 

kecepatan arus 25 mA  selama ± 2 jam.  Setelah elektroforesis selesai,  gel dikeluarkan 

dan direndam dalam larutan stain (pewarna) Coomasiie briliant blue (50 ml) selama 30 

menit sambil digoyang konstan, kemudian dicuci dengan larutan destain (pencuci) yang 

mengandung  metanol, asam asetat dan akuades selama 1 jam. 

Penentuan berat molekul dilakukan dengan membandingkan mobilitas protein 

sampel dengan mobilitas protein marker yang telah diketahui berat molekulnya.   

Standar protein yang     digunakan      dalam   penelitian ini adalah Phosphorylase b 

(BM 94 kDa), Albumin (BM 67 kDa), Ovalbumin (BM 43 kDa), Carbonic anhydrase 

(BM 30 kDa), Trypsin inhibitor (BM 20,1 kDa) dan  α-Lactalbumin (BM 14,4 kDa).    

Analisa Berat Molekul 

Berat molekul protein sampel ditentukan dengan membandingkan mobilitasnya 

mobilitas protein standar (marker) yang telah diketahui berat molekulnya.  Kurva 

standar protein marker dibuat berdasarkan pada sumbu X adalah mobilitas relatif (Rf) 

protein marker dan sumbu Y adalah berat molekul protein marker.  Mobilitas protein 

relatif ditentukan dengan mengukur jarak (cm) pita-pita protein dari batas atas 

separating gel  dibagi dengan jarak (cm) tracking dye.  

Protein sampel diukur dari batas atas separating gel sehingga didapat nilai 

mobilitas protein sampel (Rf sampel).  Dengan menggunakan kurva standar protein 

marker, berat molekul protein-protein sampel ditentukan dan langsung diplot pada 

kurva standar marker atau melalui persamaan linier kurva standar marker.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ekstrak Kasar Lektin 

Jenis rumput laut yang digunakan dalam ekstraksi lektin adalah alga laut jenis 

Eucheuma sp (Gambar 1) yang digolongkan ke dalam alga merah. Tepung alga laut 

(Eucheuma sp)  sebanyak 50 g menghasilkan filtrat sekitar 480 ml. setelah salting out  



  

dan disentrifus, presipitat yang diperoleh dimasukkan dalam kantung membran dialisis, 

sehingga menghasilkan ekstrak kasar lektin sebanyak 36 ml.  

           

Gambar 1. Eucheuma sp (Ayhuan, 1995) 

Hasil Pemurnian Lektin Melalui Kolom Sephadex G - 100 

Ekstrak kasar lektin sebanyak 5 ml dimasukkan ke dalam kolom, dengan larutan 

pengelusi Phospat Buffer (M/15, pH 7) dimana kecepatan perpindahan fraction 9 menit.  

Kurva hasil pemurnian lektin pada kolom Sephadex G -100 disajikan pada Gambar 2.  
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Gambar 2.  Kurva Hasil Filtrasi  Gel  Ekstrak   Eucheuma  sp  pada  Kolom Sephadex G 

– 100 (2,5 x 29 cm) dengan  eluen  buffer  phospat  (M/15, pH 7) setelah 

dianalisa dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 280 nm 

 
 Gambar 2 memperlihatkan 7 puncak fraksinasi yaitu fraksi nomor 6 -11 (P1), 12 

-15 (P2), 16 -17 (P3), 18 -19 (P4), 20 - 21 (P5), 22 - 27 (P6) dan 28 - 32 (P7).  Fraksi-

fraksi ini memiliki volume yang berbeda  (Lampiran 3).  Hasil fraksinasi ini 

memperlihatkan masih banyak puncak yang terdeteksi. Hal ini dapat menggambarkan 

bahwa pada ekstrak kasar lektin terdapat banyak protein selain lektin.                                                                                                                                                                                                                                                                         



  

Aktivitas Lektin 

 Aktivitas lektin ditentukan setelah inkubasi selama 2 jam pada temperatur ruang.  

Aktivitas lektin dari ekstrak kasar dan ke-7 puncak hasil filtrasi gel alga laut jenis 

Eucheuma sp diuji terhadap eritrosit manusia. Pengujian dilakukan pada mikrotiter plate 

dan pengamatan aglutinasi dilakukan secara makroskopis.  Hasil pengamatan 

makroskopis diperlihatkan pada Tabel 1 

 

Tabel 1.  Hasil Pengamatan Makroskopis Aktivitas Lektin  

Ekstrak Kasar dan Hasil Filtrasi Gel 

Ekstrak Alga Laut 

 

Aktivitas 

 

Ekstrak Kasar 

Puncak 1 

Puncak 2 

Puncak 3 

Puncak 4 

Puncak 5 

Puncak 6 

Puncak 7 

4 

- 

2 

1 

- 

- 

- 

- 

 
*) : nilai seri pengenceran 2x yang masih memberikan aglutinasi positif 

Pada Table 1 ternayata, aktivitas lektin setelah filtrasi gel pada kolom Sephadex 

G – 100  mengalami penurunan aktivitas.  Hal ini mungkin disebabkan oleh sifat dari 

protein yang mudah terdenaturasi sehingga aktivitas biologi khususnya akan menurun 

atau hilang sama sekali.Protein akan mengalami danaturasi oleh pengaruh panas dan 

mekanik (Vinesian, 2010).   Denaturasi protein dapat diakibatkan oleh panas, pH 

ekstrim dan atau pengguncangan intensif larutan protein sehingga bersinggungan 

dengan udara (Lehninger, 1990).  

Pemisahan Lektin Dengan Metode SDS – PAGE 

 Analisa terhadap lektin dari alga luut jenis Eucheuma sp dengan metode SDS – 

PAGE menggunakan gabungan dari puncak P2 dan P3 menghasilkan pita yang cukup 

tebal dengan berat molekul yang terdeteksi berkisar pada 27,976 Da ≈ 28 kDa (Gambar 

3). 

 

 



  

 

 

  

14,4 

20,1 

30 

43 

67 

94 

M Lektin kDa 

- 

+ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3.  Analisa Elektroforesis pemisahan Lektin dengan Coomassie Briliant   

                      Blue R – 250. 

 Penggabungan 2 puncak aktif pada pemisahan ini diharapkan akan 

menghasilkan 2 pita dengan berat molekul yang berbeda. Pada 

kenyataannya hal ini tidak terjadi.   Walaupun konsentrasi protein lektin tidak diukur, 

tetapi dugaan kuat penyebab tidak terdeteksinya salah satu pita adalah rendahnya 

konsentrasi protein pada puncak tersebut.  Penyebab lain diduga karena berat molekul 

dari dua puncak tersebut relatif sama atau berhimpitan. Pewarna Coomassie Briliant 

Blue R-250 yang digunakan memiliki tingkat sensitivitas berkisar pada 0,1 μg – 1 μg 

protein per pita sehingga kemungkinan tidak dapat mendeteksi protein lektin yang 

diduga konsentrasinya lebih kecil dari kisaran tersebut.  Hal ini dapat diatasi dengan 

penggunaan pewarna logam seperti perak  (sensitivitas 10 – 100 ng protein per pita) dan 

tembaga (Garfin dalam Deutscher, 1990).   

Berat molekul suatu senyawa dapat menjadi patokan dalam melakukan analisis 

terhadap senyawa tersebut.  Analisa komposisi dan urutan asam amino dapat dilakukan 

sampai pada tingkat selluler sehingga bila diperlukan maka produksi senyawa lektin ini 

memungkinkan untuk dilakukan dengan metode rekayasa genetika. 

 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan:  

Pemurnian lektin dengan kromatografi filtrasi gel, menghasilkan 7 puncak, dimana dua 

diantaranya (puncak 2 dan 3) memiliki aktivitas aglutinasi. Lektin dari alga laut jenis 

Eucheuma sp terdeteksi keberadaannya dengan Metode SDS-PAGE memperlihatkan 

berat molekul (BM) ≈ 28 kDa 



  

Saran yang diajukan yaitu: Analisa terhadap struktur dan urutan asam amino 

perlu dilakukan untuk memungkinkan produksi senyawa ini dengan metode rekayasa 

genetika. 
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