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ABSTRACT 

Hyaluronic Acid (HA) is a high molecular weight and linear pobsaccltaride ~c.ltich is produced 
commercially for a wide range of use, such as pharmaceuticals, medical and costnetic irrdustries. HA, the 
cementing substances in connective tissue, can be extracted from rooster comb and unrbilical cord. More 
recently. production of HA has been developing by microbial cultivation to increase the yield of production. The 
purposes of this research are isolating HA from the fermentation broth by precipitation and crossflow 
microfltration, also comparing these methods. Precipitation uses etanol. isopropanol and CTAB as the 
solvents and this research, would seek the best solvent. physical and chetttical paranreters of the process. The 
other method, crossjlow microfltration uses a polysugone membrane tubular with nonritral pore sue O.lpm, 
diameter of tube 1.5 mm. The wriables examined were transmembrane pressure. crossjlow velocity and feed 
concentration. The results of precipitation process exhibited that etanol and isopropt~ol gave the optimum HA 
precipitate at 95 percent concentmtion with comparison I : 2 for supernatattt and solvent. The other method 
using crossflow microfiltmtion resulted that steady statejlux was achieved rapidly. suggestitrg that process was 
stable and no signifcant fbuling occured. In general, the flux increased with increasing transmembrane 
pressure difjhrences and crossflow velocity and decreased with increasing conce~~tratiorr c$ HA. Thus, 
micmjZtration can be used to concentrate HA broth cultivation . 

PENDAHULUAN BAHAN DAN METODE 

Asam hialuronat adalah polisakarida linear 
yang merupakan saiah satu pmduk fannasi yang 
dapat diperoleh melalui proses kultivasi mengguna- 
kan bakteri Streptocccnts (Gibbs, 1968). Hasil 
kultivasi memertukan pmanganan lebih lanjut 
(isolasi) untuk memperoleh produk akhir sesuai 
dengan spcsifikasi yang diinginkan dan memisahkan 
produk dari komponen-komponcn, sisa media dan 
senyawa pengotor lainnya (Belter et al, 1988). 

lsolasi asam hialuronat dapat dilakukan 
dengan proses presipitasi. Dengan proses ini akan 
dihasilkan konsentrasi dan kemurnian produk akhir 
yang cukup baik. Keuntungan dari presipitasi ada- 
lah lebih mudah digunakan untuk skala bcsar dengan 
peralatan yang sederhana dan menggunakan banyak 
altcrnatif pelarut dengmn h a r p  yang murah dan 
konsentrasi yang relatif rendah (Bailey dan Ollis, 
1986). Maode lain yang dapat dikembangkan ada- 
lah dengan filtrasi membran. Filtrasi ini mempunyai 
bebcrapa keuntungan antara lain merupakan tekno- 
logi yang sederhana, biaya operasi dan kapital yang 
m d a h  dan dan relatif mudah untuk meningkatkan 
skda operasinya (Wmkat, 1990). 

Tujuan dari penelitirn ini addah untuk meng- 
isolasi asam hialurorurt dengan tcknik presipitasi dan 
mikrofiltrasi crossfow schingga dapat dilihat per- 
bandingan antara kedua maode yang digunakan. 

Bahan dnn alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah asam hialuronat (BM 1.0 - 6,0.1$ Da) hasil 
kultivasi yang masih bercampur dengan kaldu fer- 
mentasinya. Sedangkan peralatan yang digunakan 
dibagi menjadi peralatan presipitasi don peralatan 
mikrofiltrasi crossflaw. 

Peralatan yang digunakan untuk presipitasi 
adalah spektrofotmaer GBC UVlVlS 91 1 A, 
vakum filter milipore sentrifuse Brookfield LVF, 
oven memmert, desikator Glaswer Westheim GL 
32, shaker suhu certomat B. Braun, shaker suhu 
ruang KS 501 D, pH-meter Hana-8519. vortex Maxi 
Mix 11-37600. ultrasentrifuse Sorvall RC 5B Plus, 
glucose analyzer YSI 2700 select, viscomtta 
Brookfield LVT, labu erlenmeycr dan alat-alat gelas. 
Sedangkan peralatan yang digunakan untuk mikro- 
filtrasi adalah modul capillary membran polisulfon 
(luas permukaan efektif sekitar 26 cm2 dan diameter 
tube 1.5 mm serta ukuran rata-rata pori O.lpm), 
penangas air, tennometer, alat-alat gelas, pompa, 
selang, fitting dan valve dengan rangkaian alat 
seperti pada Gambar I .  

Metodologi 

Presipitasi asam hialuronat dimulai setelah 
kaldu kultivasi mempunyai yield cukup besar. Sel 
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pada kaldu kultivasi dipisahkan dengan proses 
sentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama 30 
menit. pada suhu 4 ' ~ .  Pada supernatant ditambah- 
kan NaCI I persen (blv), kemudian dengan pelarut 
yaitu etanol, isopropanol, dan cetyl trimetil 
amonium bromide (CTAB). Konsentrasi etanol 
a n g  digunakan adalah 20 hingga 95 persen, 
sedangkan konsentrasi isopropanol pada konsentrasi 
40 hingga 90 persen, dan untuk CTAB digunakan 
konsentrasi 5 persen. Perbandingan volume antara 
supernatan dan pelarut adalah 1 : 1, 1 : 2, dan 1 : 3. 
Pencampuran clan pengadukkan dilakukan selama 24 
jam. Penyaringan asam hialuronat dilakukan dengan 
filter vakum selanjutnya asam hialuronat dikering- 
kan pada suhu 70°C selama 24 jam. 

Gambar I. Rangkaian alat proses operasi 
mikrofiltrasi crossfrow 

SebcIum tahap recovery dengan mikrofiltrasi, 
terlebih dahulu dilakukan pembunuhan sel dengan 
asam latu pemisahan biomasa dengan sentrifugasi 
pada kondisi seperti di atas. Pada mikrofiltrasi 
crosjrow. sebelum rnembran digunakan harus dil- 
akukan witasi dengan mengalirkan air dtstilat 
dengan suhu 4S°C selam) 30 rnenit untuk meng- 
hilangkan midu kimia dan dilanjutkan dengan pem- 
bilasan dengan sodium hipoklorit 440 ppm pada 
suhu 40°C d a m a  dua menit. Setelah itu dilakukan 
pcnentuan fluks air untuk menentukan kinerja 
membran. Pengamatan dilakukan terhadap pengaruh 
\$aktu, tdtanan transmembran, kecepatan crossfrow 
dan konscntrasi asam hialuronat terhadap fluks yang 
dihasilkan. Untuk mengetahui pengaruh waktu tw- 
hadap Ruks, operasi dilakukan pada kecepatan 
cro.q/rw 0.1 dan 0.1 8 mldetik dengm konsmtrasi 
asam hialwonat 1.4 dan 1.9 g/L dan tekanan 
transmcmbraa 1.2 atm. Sedangkan untuk mengarnati 
pengaruh tekanan transmanbran tahadap fluks, 
opcrasi dilakukan pada tekanan tmnsmmbran antara 
1.25 - 137 abn dan kecepatan c t w s s ~ ~ w  032 den 
0.86 mlddk. Pengamatan pengrwh kecepatan 
crc~~flow tahsdsp fluks dilakukan dengan cara 
mcngopcrnsikan prose pada kocepatan cmssj7ow 
0.34, 051, 0.83 dan 1 . I  2 d d a i k  dcngan tekanan 
transmanbran dipertahankan konstan antara 1.45 - 
1.6 atm. Pengamatan tcrakhir adalah pengaruh kon- 
sentrasi terhadap fluk~, dilakukan denWmengukur 

fluks pada berbagai konsentrasi asam hialuronat 
yaitu 0.9,O. 18 dan 2.8 g L  pada kecepatan crossjlow 
0.3, 0.55, 0.73 dan 0.91 rntdeiik dan tekanan 
transmembran dipertahankan konstan antara 1.45 - 
1.6 atm 

HASlL DAN PEMBAHASAN 

Presipitasi 

Presipitasi diawali dengan penambahan garam 
NaCl dengan konsentrasi 0.17 M. Pemilihan NaCl 
dipertimbangkan karena harganya yang relatif murah 
walaupun kekuatan ioniknya tergolong dalam sdang 
kekuatan ionik terbaik. 

Asam hialuronat standar pada pH 6.62 meng- 
hasilkan fraksi terlarut asam hialuronat yang paling 
kecil, sehingga diperkirakan pH 6.62 merupgkan 
titik isodektrik asam hialuronat. Dari hasil yang 
dipaolch, diketahui nilai pH larutan yang dipresipi- 
m i  dengan etanol 95 persen adalah 6.60, dimana 
nEIai pH ini sangat dekat deagan pH pada titik iso- 
elektrik, sdringga pelarut etanol 95 persen meng- 
hasilkan tiaksi asam hialuronat yang tertinggal 
dalam kaldu kultivasi paling kecil. Untuk supematan 
yang ditambahkan pelarut etanol 20,40,60, dan 80 
persen menghasilkan nilai pH yang jauh dari titik 
isoelektrik, sehingga diduga asam hialuronat masih 
banyak yang tertinggal dalam katdu kultivasi setelah 
prom presipitasi. Sedangkan nilai pH supernatan 
sesudah ditambah dengan pelarut etanol pada per- 
bandingan 1 : 2 mendekati nilai pH dari titik iso- 
elektrik, yaitu 6.6. Dengan demikian perbandingan 
supernatan dan pelarut etanol 1 : 2 adalah yang 
paling baik untuk presipitasi, karena pH-nya men- 
dekati pH titik isoelektrik. 

Pada perbandingan volume supernatan dan 
pelarut I : 1, diperoleh hasii presipitasi flok yang 
terbentuk dan mengendap setelah supernatan ditam- 
bah dengan etanol 20 persen adalah yang paling 
sedikit, sedangkan flok yang terbentuk dan mengen- 
dap setelah penambahan etanol 95 persen adalah 
yang terbesar. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 
asam hialuronat yang dipaoleh semakin meningkat 
dengan meningkatnya konsentrasi pefarut. Hal ini 
sesuai dengan Kastner dan Golker (1987), yang 
menyatakan bahwa m a k i n  besar konsentrasi 
pelarut akan menyebabkan penurunan konstanta 
dielektrik dan meningkatkan gaya tarik Coulomb, 
sehingga kefarutan akan turun. 

Dua jenis petarut yang digunakan secara 
-a-sama yaitu etanol dan CTAB, manperlihat- 
kan bahwa CTAB rnenghasilkan cndapan asam 
hialuronat yong kurang baik pada konsartrasi 5 
persen. CTAB mernpunyai rumw kimia CIPHUB~N. 
Kwilnya endapan asam hialuronat yang terbentuk 
diduga karena konsentrasi CTAB yang digunakan 
relatif kecil, yaitu 5 persen. Hal ini mengingat 
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::-.bahwa penggunaan CTAB dalam konsentrasi yang 
m,besar sangat tidak efisien, karena CTAB mempunyai 

harga yang sangat mahal dibandingkan dengan 
pelarut etanol dan isopropanol. Grafik presipitasi 
pelarut pada berbagai konsentrasi disajikan pada 
Gambar 2 ,3 ,  dan 4 dibawah ini. 

E40% EO% EBO% E95% CTAB 
5% 

KonHnbrsl pdarut 

Gambar 2. Variasi konsentrasi pelarut etanol dan 
CTAB pada presipitasi dengan per- 
bandingan supernatan dan pelarut 1 : 1 

E20% E4CPrb E6Q% EK% E95% CTAB 
E:Ebnd 5% 
P :kapropand wml -+- ET-t- -~ -+ 

L - -  -.+, 

Gambar 3. Variasi konsenwsi pelarut etanol, 
CTAB, dan isopmpanol pada pre- 
sipitasi dmgan pabandingan super- 
natan dan petarut 1 :2 

Penentuan konsmtrasi pelarut terbaik pada 
pwipitasi menggunakan etanol pada perbandingan 
supanatan dan pelarut 1:3, memberikon kecen- 
denmgan perolehan endapan asam hialuronat yang 
sam8 dmgan pmipitasi sebelumnya, yaitu stmakin 
tinggi konscntrasi pelarut etanol yang digunalran 
a h  mmghasilkan endapan asam hialumnat yang 
d i n  tinggi pula Hasil prcsipitui ini mcnghasil- 
kan asam hialuronat tabesPr psda pelerut etanol 
konsmtrasi 95 petsen, ysitu sebesu 7.35 g/L. 

Untuk mengetahui efisicnsi jumlah pelarut 
yang digunakan dalam presipitud, mlkP dilakukan 
presipitasi pada b e r w i  perbandingan supematan 
dm pelarut yaitu 1 : 1, 1 : 2, dan 1 : 3 dari kaldu 

kultivasi yang sama, yang mempunyai nilai visko- 
sitas 20 centipoise. 

Gambar 4. Variasi konsentrasi pelarut ctanol dan 
CTAB pada presipitssi dmgan 
perbandingan supernatan dan pelarut 
1 :3 

Presipitasi mmggunakan etanol konsentrasi 
95 persen pads pabandingan supematan dan polarut 
1 : 1 hanya menghasilkan endapan asam hialuronat 
1.34 g/L. Hasil ini sangat kecil bila dibandingkan 
dengan endapan asam hialuronat yang diperoll 
pada perbandingan 1 : 2, yaitu sebcsar 5.90 g L ,  dan 
untuk perbandingan 1 : 3 sebesar 5.92 g5. Psda 
perbandingan 1 : 2 dengan 1 : 3, perbalm endapan 
asam hialuronat yang diperoleh kecil sdrrrli, yaitu 
0.02 gJL. Hal ini diduga pada perbandingan 
supematan : pdarut etanol 95 persen 1 : 2, jumlah 
pelarut etanol yang digunakan sudah optimum, se- 
hingga harnpir sanua asam hialuronat dalam super- 
natan dapat diendapkan. P d a  perbandingan super- 
natan dan pelarut etanol 95 perscn 1 : 3, jumlah 
pelarut etanol 95 petsen yang digunrrlran sud.h ber- 
lebih sehinggs tidak banyak berpenguuh tamodap 
penarnbahan peroleturn endapan asam hialuronat. 

M p i t a s i  pnds perbandingan supematan dan 
pelarut isoprop~nol90 persen 1 : t memberikon kc- 
cmderungan yang sama dengan presipitasi m a g -  
gunakan pelanit etanol 95 persen. Pada kondisi ter- 
sebut diperoleh endapan asam hialuronat 2.49 g/L, 
sedangkan pmh perbandingan 1 : 2 diperoleh endap- 
an a s m  hialuronat 6.90 glL, clan untuk perbanding- 
an 1 : 3 diperoleh hasil endapan amm hialuronat 
sebesar 7.06 g/L. Dari hasil ini &pat dikeWhui 
bahwa antam perbandingan supematan : pelarut 
isopropanol 90 persen sebesar 1 : 2 dengan 1 : 3 
memberikon hasil yang tidak berbeda nyata. 
Scdongkan perbedoan perolehan endapan asam 
hialuronat pada presipitasi mmggunakan ctanol 95 
perm dengan presipitasi menggunakan isopropanol 
90 persen, diduga karena variasi kaldu kultivasi 
yang digunakan. 

Dmgan demikian untuk efisimsi jumlah 
pelarut pada presipitasi asam hialuronat dengan 

J. Tek. Ind. Pert. Vol. 1 l(3). 125 - 130 



menggunakan pelarut etanol 95 persen ataupun 
isopropanol 90 persen sebaiknya digunakan pada 
perbandingan supernatan dan pelarut 1 :2 

Gambar 6 juga menggambarkan kecenderung- 
an paolehan asam hialuronat yang sebanding 
dengan konsentrasi pelarut etanol yang digunakan 
dalam presipitasi. Perolehan endapan asam 
hialuronat ini dapat dibagi menjadi tiga bagian, yaitu 
(1) pada konsentrasi etanol antara 100 g/L sampai 
350 g/L, perolehan endapan asam hialuronat 
mengalami peningkatan yang lambat. Hal ini karena 
pada konsentrasi etanol 100 g/L sampai 350 g/L 
diduga asam hialuronat yang terdapat dalam su- 
pernatan hanya sebagian kecil saja yang dapat 
terendapkan; (2) konsentrasi etanol 350 g/L sampai 
500 g/L, perolehan endapan asam hialuronat pada 
selang ini mengalami peningkatan yang tinggi; (3) 
konsentrasi etanol 500 g/L sarnpai 600 g/L, terlihat 
bahwa perolchan asam hialuronat mulai lambat 
kcmbali (stasioner), ha1 ini diduga pada konsentrasi 
aPnol500 g/L yang set- dengan etanol konsentrasi 
95 penm pada perbandingan supematan dan ptlarut 
1 : 2 sudah merupakan konsentrasi yang optimum 
untuk pregipitasi asam hialuronat. Penggunaan 

. pcluut etanol pada konsentrasi etanol 95 persen 
dengan perbandingan supernatan dan pelarut 1: 2, 
memberikan hasil yang optimum. 

kemumian 46.3 persen, isopropanol 80 persen 58.1 
persen, dan isopropanol90 persen 63.2 persen. 

Asam hialuronat murni yang dihasilkan pada 
beberapa perbandingan supernatan dan pelarut 
etanol (1 : 1, 1 : 2, 1 : 3) terbesar dihasilkan oleh 
etanol konsentrasi 95 persen yaitu 4.05 g/L, 
sedangkan etanol 80 persen menghasilkan asam 
hialuronat murni 1.24 g/L. Presipitasi dengan etanol 
60 persen menghasilkan 0.06 g/L asam hialuronat 
mumi. Presipitasi menggunakan pelarut isopropanol 
menghasilkan asam hialuronat murni terbesar pada 
konsentrasi 90 persen, yaitu 4.43 g/L. 

Pelarut etanol memiliki harga lebih rendah 
daripada isopropanol sehingga untuk proses 
presipitasi asam hialuronat sebaiknya digunakan 
jenis pelarut etanol dengan konsentrasi 95 persen 
pada perbandingan supernatan dan pelarut 1 : 2. 

Pada mikrofiltrasi asam hialuronat ini, operasi 
dengan tdtanan tinggi menghasilkan fluks yang 
relatif tidak dipengamhi oleh perbedaan tekanan 
transmembm. Fluks yang dihasilkan oleh m u a  
perlakuan yang diamati mengarah pada kondisi 
limitting flux yaitu kondisi saat fluks tidak lagi 
dipagaruhi oleh tekanrm transmembran. Kwva 
hubungan antara fluks dengan tekanan trans- 
membnrn dapat dilihat pada Gnmbar 7. 

Gambar 6. Pengamh konsentrasi pelanrt mulol 
terhadap perolehan endapan asam 
hialuronat. 

Dari uji vronic acid assay diketahui nilai 
kemumian dari perbandingan supematan dan pelartst 
am01 95 pmen  1 : 2 dan 1 : 3 masing-masing 
adalah 54.6 persen, dan 56 persen. Dengan 
drmikian, asam hialuronat mumi yang dihasilkan 
&I& 3.22 &L untuk perbandingan 1 : 2, dan 3.31 
glL+ unnik perbandingan 1 : 3. Hasil ini sebagai 
panunctcr bahwa umuk p e l m t  etanol, perbandingan 
supernotan dan pelarut 1 : 2 akan lebih efisien 
daripada 1 : 3 untuk skala yang lebih besar. 

Penggunaan pelam etanol 95 persen meng- 
hasilkan kemumian yang paling tinggi, yaitu 
mencapai niiai kemurnian 60 pasen. Sedangkan 
presipitasi isopropanol 60 persen menghasilkan 

Gambar 7. Kurva hubungan antara fluks ~ s a m  

hialuronat dengan tekanan transmcm- 
bran 

Dari Gambar 7 dapat dilihat bahwa pada 
tdranan h m g  dm. 1.5 atm, fluks dipenganrhi oleh 
tdrcman tnnsmtmbran. Semakin besar tekanan 
tmmmmbran remakin tinggi pula fluks yang 
dipaoleh. Sedangkan pada tekanan lebih dari 1.5 
a m ,  peningkatan tekanm transrnernbran relatif tidak 
mcmpcngaruhi fluks don fluks cendcrung konstan. 
Wilayah tekanan dengan fluks tidak dipengamhi lagi 
oleh tekanan transmembran disebut pressure 
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