/7

&
Indonesian Journal of Biotechnology and Biodiversity P IJOBB
Volume 5, Issue 3 (2021) : page 78 - 83 a il it d

\’@

Synthesis of Alginate Oligosaccharide (AOS) Using Different Solvents

Nathaniel Nainggolan®, Seprianto’, Rinta Kusumawati®*

'Program Studi Bioteknologi, Fakultas llmu-ilmu Kesehatan, Universitas Esa Unggul, Jalan Arjuna Utara No.9, ,
Kebon Jeruk, Jakarta Barat, Indonesia

“Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan, Jalan KS Tubun, Petamburan VI,
Slipi, Jakarta Pusat, Indonesia

*Corresponding Author: tanjung.1979@gmail.com

ABSTRACT

Alginate oligosaccharide (AOS) is an oligosaccharide synthesized by depolymerizing alginate and has
various industrial applications. This research determines the best solvent and the optimal concentration
of the best solvent to produce AOS. Peroxides and hydrochloric acid can be used as solvents, but the
residue might cause some danger if the AOS extract is used for food or pharmaceutical purposes. Citric
acid can be used as a solvent, but it is necessary to determine the optimum concentration to synthesize
AOS. Citric acid concentration variations are 0.3 M, 0.5 M, and 0.7 M. After that, the type of solvent
varies, 3% (v/v) hydrogen peroxide, 0.3 M hydrochloric acid, and 0.3 M citric acid. AOS are measured
by measuring the amount of reducing sugar using the DNS colorimetric method. The results were then
submitted to a one-way ANOVA test followed by a post hoc Tukey Test (P < 0,05). The result of the
Tukey test shows that the 0.3 M citric acid treatment significantly has the highest reducing sugar
compared to the other solvents. The 0.3 M citric acid solvent also has the highest AOS yield compared to
the other solvents.
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ABSTRAK

Oligosakarida alginat (OSA) adalah polimer sederhana dari alginat yang dapat disintesis melalui proses
kimiawi yaitu hidrolisis. Penggunaan bahan kimia dalam produksi bahan pangan, kosmetik, dan
farmasetikal dimungkinkan selama dalam batas aman dan tidak meninggalkan residu yang melebihi batas
aman. Senyawa ini cukup luas pemanfaatannya untuk kebutuhan industri. Penelitian bertujuan untuk
mendapatkan jenis larutan yang dapat menghasilkan AOS melalui proses hidrolisis. Dalam penelitian
digunakan asam sitrat (0,3; 0,5, dan 0,7M), hidrogen peroksida (3%), dan asam Klorida (0,3 M). Hasil
konsentrasi gula pereduksi diolah menggunakan uji ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji post
hoc Tukey (P < 0,05). Hasil uji post hoc Tukey menunjukkan bahwa perlakuan B1 dengan asam sitrat 0,3
M secara signifikan memiliki kadar gula pereduksi tertinggi dari seluruh pelarut.Larutan asam sitrat 0,3 M
juga menghasilkan rendemen tertinggi dari seluruh pelarut.

Kata Kunci : asam klorida, asam sitrat, hidrogen peroksida, oligosakarida alginat, sintesis
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PENDAHULUAN

Alginat merupakan polisakarida asam
linear alami yang secara kimia tersusun oleh
asam uronat o-L-guluronat and B-D-
mannuronat [1-3]. Alginat dapat diekstraksi
dari semua spesies makroalga cokelat dari
genus Macrocystis, Turbinaria, Padina dan
Sargassum [4]. Alginat dan produk
derivatifnya memiliki karakteristik biologis,
kimiawi, dan fisik yang unik, seperti
memiliki viskositas yang tinggi, mampu
membentuk gel dengan ion kalsium, dapat
berfungsi sebagai immunomodulator, dan
dapat meregulasi pertumbuhan tumbuhan dan
mikroflora usus [1,5-7]. Dengan demikian,
peluang pemanfaatannya oleh banyak industri
seperti industri pangan dan pakan, medis,
kosmetik, tekstil, dan agrikultur sangat luas
[1,2,4]. Oligosakarida alginat (OSA) adalah
produk turunan alginat yang disintesis dengan
proses depolimerisasi. OSA dapat disintesis
secara enzimatis menggunakan enzim alginat
liase atau secara kimiawi menggunakan
metode hidrolisis asam atau degradasi
oksidatif [1-3]. OSA lebih unggul karena
memiliki kelarutan yang lebih baik dalam air
dan  bioaktivitas yang lebih  tinggi
dibandingkan dengan alginat [5]. Untuk itu,
perlu ditetapkan metode sintesis yang mudah,
biaya rendah, dan dapat diulang.

Dalam penelitian ini, sintesis OSA
dilakukan secara Kimiawi dengan
pertimbangan kemudahan dalam
mendapatkan bahan kimia dibandingkan jika
menggunakan enzim. Enzim alginatliase
cukup riskan untuk diproduksi sendiri dan
tidak efisien dalam hal biaya produksi jika
menggunakan enzim komersial. Metode
sintesis OSA secara kimiawi yang digunakan
dalam penelitian ini berdasarkan penelitian
Yamasaki et al. dan Mao et al. [1,3]. Pada
tahun 2011, Yamasaki et al. dan Mao et al.
mengembangkan  metode  depolimerisasi
alginat dengan menggunakan asam klorida
dan oksidator hidrogen peroksida untuk
menghidrolisis polimer alginat menjadi OSA
[1,3]. Tetapi penggunaan asam Kklorida [8]
dan hidrogen peroksida [9] dalam proses

produksi bahan pangan dan farmasetikal
dinilai membahayakan. Dalam penelitian,
kedua bahan ini tetap digunakan sebagai
pembanding.  Alternatif  lain  adalah
menggunakan asam lemah. Seperti yang
dilaporkan oleh Horst et al. pada tahun 2011
bahwa asam lemah seperti asam fosfat dan
asam asetat memiliki kemampuan untuk
menghidrolisis limbah lignoselulosa menjadi
D-glukosa dan memiliki efisiensi hidrolisis
yang sebanding dengan asam kuat [10].
Sehingga dapat diinferensi bahwa alginat,
yang merupakan polisakarida alami, dapat di-
depolimerisasi  menjadi OSA  dengan
menggunakan asam lemah antara lain asam
sitrat. Penggunaan asam sitrat untuk sintesis
OSA belum dilaporkan dan senyawa ini aman
untuk proses dalam produk pangan, non
pangan, dan farmasi [11-14]. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengoptimasi
pelarut yang digunakan untuk hidrolisis
alginat menjadi OSA.

METODE

Bahan

Penelitian ini menggunakan bahan sodium
alginat yang diekstraksi dari rumput laut
cokelat  Sargassum  crassifolium  yang
diperolen dari Yogyakarta. Sintesis dan
presipitasi oligosakarida alginat (OSA)
dilakukan secara Kimiawi dengan
menggunakan bahan-bahan kimia yang dibeli
dari Merck yang terdiri atas asam sitrat
(CeHsO7), asam Kklorida (HCI), hidrogen
peroksida (H,O,), dan sodium hidroksida
(NaOH). Uji kadar gula pereduksi dengan
metode DNS menggunakan bahan-bahan 3,5-
Dinitrosalisiklik (DNS), sodium hidroksida
(NaOH), fenol (CsHsOH), sodium bisulfat
(NaHSOs), dan Potasium natrium tartrat
(KNaC,H,0¢-4H,0).

Sintesis OSA Secara Kimiawi

OSA kimiawi disintesis dengan
menggunakan metode Yamasaki et al.
modifikasi dengan menggunakan hidrolisis
asam dan degradasi oksidatif Mao et. al.
[1,3]. Sintesis OSA dari sodium alginat
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berlangsung karena adanya reaksi hidrolisis
yang dapat memotong ikatan glikosidik
sodium alginat dan mengurangi berat
molekulernya [1,3]. OSA Dalam proses
sintesis OSA kimiawi yang dikembangkan
Yamasaki et al., sodium alginat diinkubasi
dalam 200 ml pelarut asam dengan
konsentrasi sodium alginat sebanyak 1% dari
jumlah larutan dalam suhu 121°C selama 80
menit. Metode ini juga menjadi acuan untuk
penggunaan asam sitrat. Konsentrasi asam
sitrat divariasi 0,3 M, 0,5 M, dan 0,7 M.

Tabel 1. Kode pelarut sodium alginat

Hidrogen peroksida dengan konsentrasi 3%
digunakan sebagai pelarut untuk degradasi
oksidatif ~ [3]. Berdasarkan  penelitian
pendahuluan, suhu inkubasi larutan sodium
alginat perlu dimodifikasi menjadi 100°C dan
untuk mengkompensasi berkurangnya suhu
inkubasi sodium alginat maka waktu inkubasi
diperpanjang menjadi 160 menit. Larutan
alginat yang terhidrolisis didinginkan hingga
suhu ruang dan dinetralisasi dengan NaOH
dengan konsentrasi 1 M hingga mencapai pH
7.0.

Kode Keterangan

A Sodium alginat sebagai kontrol

B1  Sodium alginat dihidrolisis dengan asam sitrat (CsHgO7) 0,3 M
B2  Sodium alginat dihidrolisis dengan asam sitrat (CsHgO7) 0,5 M
B3  Sodium alginat dihidrolisis dengan asam sitrat (CsHgO7) 0,7 M

C  Sodium alginat dihidrolisis dengan asam klorida (HCI) 0,3 M

D  Sodium alginat dihidrolisis dengan hidrogen peroksida (H,O,) 3%

Presipitasi dan Pengeringan Larutan OSA
Kimiawi

OSA vyang telah dinetralkan selanjutnya
dipresipitasi dengan menggunakan etanol
absolut mengacu pada proses penanganan
ekstrak probiotik dari sumber gula lain dalam
penelitian Widarnani et al. [15]. Presipitasi
menggunakan perbandingan etanol dan OSA
2:1 (v/v). Etanol yang telah di presipitasi
disentrifugasi dalam kecepatan 5000 rpm
selama 15 menit. OSA hasil sentrifugasi
dikeringkan dengan konsentrator hingga
kering. OSA bubuk diperoleh dengan
penepungan OSA kering.

Uji Kadar Gula Pereduksi OSA dengan
Metode DNS

Pengujian mengacu pada penelitian Garriga
et al. [16]. Sebanyak 1 ml larutan OSA 0,1%,
ditambahkan 1,5 ml reagen DNS, hal yang
sama dilakukan terhadap larutan alginat
0,1%. Sampel uji dalam tabung tertutup
kemudian diinkubasi pada 100°C selama 5
menit dan didinginkan hingga mencapai suhu
ruang. Pengukuran absorbansi dilakukan pada
panjang gelombang 550 nm. Persamaan

regresi linier dari kurva standar glukosa
digunakan dalam menetapkan konsentrasi
gula reduksi pada sampel.

Analisis Statistik

Kadar gula  pereduksi  sampel
selanjutnya  dianalisis gsecara  statistik
ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji
Tukey (p< 0,05) menggunakan perangkat
lunak pengolah data SPSS (Versi 24
IBM®SPSS® Statistics, USA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen OSA

Hasil akhir dari proses secara kimiawi
yang diperoleh dari setiap perlakuan adalah
berupa padatan granuler kering kecoklatan.
Berat OSA  kering ditimbang dan
dibandingkan dengan berat bahan baku yaitu
sodium alginat untuk menghitung rendemen.
Nilai rendemen tertinggi dapat digunakan
untuk menandai jenis pelarut mana yang lebih
berpeluang digunakan untuk sintesis OSA.
Rendemen yang dihasilkan ditunjukkan
dalam Tabel 2.
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Tabel 2. Rendemen OSA kering tersebut bahwa ada perbedaan yang nyata
Kode Berat Berat Rendemen bahwa perlakuan dengan asam sitrat
Awal (g) Akhir (g) (%) menghasilkan rendemen yang jauh lebih
B1 2,00 1,06 53 tinggi dari perlakuan dengan peroksida dan
B2 2,00 1,02 51 asam klorida. Hidrolisis glikosida dalam
B3 2,00 1,96 98 suasana asam dilaporkan berhubungan erat
C 2,00 0,34 17 dengan ikatan manuronat (M) — guluronat (G)
D 30,00 0.46 23 dan stabilitas gugus karboksil yang tidak
terdisosiasi. Pada suasana yang asam, ikatan
Perlakuan beda konsentrasi asam sitrat G-M  proses degradasi cepat terjadi
menunjukkan OSA kering dengan rendemen dibandingkan pada ikatan M-G [17]. Hal
tertinggi pada perlakuan B3 dengan tersebut dapat menjelaskan pada perlakuan
rendemen sebanyak 98%. Hasil perhitungan dengan konsentrasi asam yang lebih tinggi
rendemen dari perlakuan beda jenis larutan memberikan hasil rendemen yang juga lebih
menunjukkan  rendemen terendah pada tinggi, namun demikian perlu dipelajari lebih
perlakuan C. Dapat diketahui dari Tabel 2 lanjut.
Tabel 3. Hasil uji ANOVA satu arah kadar gula pereduksi OSA
Kode Jenis Perlakuan Kadar Gula Pereduksi (%)
A Sodium Alginat (Kontrol) 0,007 + 0,003
B1 Hidrolisis asam sitrat (0,3 M) 0,088 + 0,0042
B2 Hidrolisis asam sitrat (0,5 M) 0,046 + 0,0057
B3 Hidrolisis asam sitrat (0,7 M) 0,039 + 0,0028
C Hidrolisis asam klorida (0,3 M) 0,063 + 0,0071
D Degradasi Oksidatif dengan Peroksida (0,3 M) 0,06 + 0,0099

Uji ANOVA Satu Arah (p=0.000)

0.100—

0.080—

0.060—

0.040—

Mean % Gula Pereduksi

0.020-]

1

T T T T T T
Sodium Alginat A, Sitrat (0,3 M) A, Sitrat (0,5 M) A Sitrat (07 M) A, Klorida  Peroksida (0,3%)
(Hontraly (0,3 M)

0.000

Jenis Pelarut

Gambar 1. Kadar Gula Pereduksi Hasil Perlakuan

Kadar Gula Pereduksi tidak mengurai gugus karbonil ikatan polimer

Kadar gula pereduksi yang paling tinggi dalam molekul glikosidik yang dimiliki alginat.
dapat ditemukan pada pelarut asam sitrat 0,3 M. Hidrolisis ikatan glikosidik sodium alginat
Hasil tersebut menunjukkan masih banyak secara kimiawi menyebabkan aldehida dapat
alginat yang tidak terhidrolisis  karena direduksi oleh reagen DNS, jika reaksi ini tinggi
diperkirakan proses perlakuan yang diberikan maka kadar gula pereduksi dikuantifikasi oleh
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spektrofotometer sebagai tingginya jumlah OSA
yang tersintesis[16].

Dengan menggunakan ANOVA satu arah
(F(5,6) = 41,467, p = 0,000) diketahui adanya
perbedaan yang signifikan antara konsentrasi
gula pereduksi sodium alginat dan OSA yang
disintesis secara kimiawi.Sodium alginat yang
dihidrolisis dengan pelarut asam sitrat 0,3 M
menghasilkan kadar gula pereduksi yang
tertinggi dari seluruh perlakuan secara signifikan
berdasarkan uji post hoc Tukey (0,088%z
0,0042, p = 0,000). Hal ini menandakan bahwa
pelarut tersebut berpotensi dapat mensintesis
OSA dalam jumlah yang lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan lain.
Konsentrasi gula reduksi terendah terdapat pada
perlakuan B2 (0,046%z 0,0057, p= 0,003) dan
B3 (0,039%= 0,0028, p = 0,001). Berkurangnya
kadar gula pereduksi dengan meningkatnya
konsentrasi  larutan asam  sitrat  dapat
menjelaskan meningkatnya rendemen seiring
meningkatnya konsentrasi pelarut asam sitrat.
Hasil uji post hoc Tukey yang menunjukkan
adanya perbedaan signifikan antara perlakuan
B1, B2, dan B3yang menunjukkan bahwa
peningkatan konsentrasi asam sitrat dapat
mengurangi jumlah OSA yang tersintesis.

Selain adanya perbedaan kadar gula
pereduksi yang signifikan antara konsentrasi
pelarut asam sitrat, ditemukan pula adanya
perbedaan kadar gula pereduksi signifikan antar
setiap jenis pelarut. Hasil uji post hoc Tukey
menunjukkan perbedaan signifikan antara kadar
gula pereduksi OSA yang disintesis dengan
larutan asam sitrat 0,3 M dengan OSA yang
disintesis dengan asam klorida 0,3 M (0,063% *
0,0071, p = 0,04) dan hidrogen peroksida 3%
(0,06% = 0,0099, p =.0,024). Hasil uji Tukey
tersebut menunjukkan bahwa walaupun larutan
asam sitrat belum dilaporkan digunakan untuk
sintesis OSA,namun asam sitrat dapat digunakan
untuk  menghidrolisis  polisakarida  [10].
Kemampuan asam sitrat untuk menghidrolisis
OSA lebih efektif dari asam Kklorida dan
hidrogen peroksida, hal ini menunjukkan asam
sitrat berpotensi untuk digunakan untuk sintesis
OSA dan didukung dengan sifatnya yang ramah
lingkungan dibandingkan dengan menggunakan
asam Klorida atau asam kuat lain [18]. Penelitian
lebih lanjut perlu dilakukan terutama untuk
melakukan optimasi suhu dan waktu pemanasan.

Degradasi oksidatif juga dapat dioptimasi lebih
lanjut untuk menghasilkan konsentrasi OSA
yang lebih tinggi dengan menggunakan katalis
Fe?* dan pemberian pra-perlakuan asam pada
sodium alginat karena dilaporkan memiliki
kemampuan sinergisitk dan meningkatkan
efisiensi dalam proses degradasi  oksidatif
menggunakan hidrogen peroksida [18].

KESIMPULAN

Perlakuan sintesis OSA dengan menggunakan
asam sitrat 0,3 M merupakan perlakuan terbaik
dengan kadar gula pereduksi tertinggi 0,088%
dan rendemen OSA 53%.
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