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PENDAHULUAN

k-karagenan adalah nama umum polisakarida
yang diperoleh dari ekstraksi alga merah
(Rhodophyta). Struktur molekul wk-karagenan terdiri
dari ikatan berulang antara gugus galaktosa dengan
3,6-anhidrogalaktosa (3,6 AG). Keduanya baik yang
berikatan dengan sulfat maupun tidak, dihubungkan
dengan ikatan glikosidik o-(1,3) dan pB-(1.4). k-
karagenan disebut juga polisakarida galaktan sulfat
(Sulfated Galactans) karena mengandung gugus
galaktosa dan sulfat serta residu karbohidrat seperti
xylose, glukosa, asam uronic, kelompok metil eter dan
piruvat. x-karagenan memiliki ukuran berat molekul
yang tinggi, yaitu antara 400-600 kDa. Struktur
molekul k-karagenan disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur molekul x-karagenan Cdmpo dkk.,
2009)

K-karagenan digunakan secara luas dalam
industri makanan karena sifat fungsional yang baik
(thickening, gelling dan stabilizing), mengontrol
viskositas dan memperbaiki tekstur pada bahan
makanan, serta sebagai pengikat dan stabilisator dalam
industri pengolahan daging (Necas dan Bartosikova,
2013; Bixler dan Porse, 2010). Meskipun x-karagenan
mempunyai fungsi yang cukup banyak, namun berat
molekul dan viskositasnya yang tinggi membatasi
dalam penggunaan dan aplikasinya yang lebih luas.
Dengan mengubah k-karagenan berat molekul tinggi
(KBMT) menjadi k-karagenan berat molekul rendah
(KBMR) akan meningkatkan biocavailabilitas dan
memperluas aplikasi karagenan dalam bidang farmasi
dan biomedis (Pomin, 2010; Jiao dkk., 2011;
Wijesekara dkk., 2011).

K-karagenan berat molekul rendah memberikan
peranan vyang signifikan terhadap aktivitas biologi
diantaranya sebagai anti-coagulant (Silva dkk., 2010),
anti-tumor (Yuan dan Song, 2005; Haijin dkk., 2003),
anti-kanker (Raman dan Doble, 2015), anii-
angiogenic (Yao dkk., 2014; de Souza dkk., 2012),
anti-virus (Kalitnik dkk., 2013; Wang dkk.,, 2012;
Yamada dkk., 2000), dan antioksidan (Qi dkk., 2005).
Alasan utama penggunaan k-karagenan dalam bidang
biomedis adalah  x-karagenan memiliki  sifat
elektronegatif dengan kerapatan muatan yang tinggi
akibat adanya ester sulfat yang memungkinkan
terjadinya interaksi elektrostatik dengan protein
tertentu  yang menyebabkan munculnya fungsi
aktivitas biologi senyawa tersebut. Ukuran berat
molekul KBMR untuk anti HIV adalah 51-54 kDa,

anti tumor sebesar 12 kDa, promotor pada
pertumbuhan tanaman <10 kDa dan untuk anti bakteri
adalah 100-120 kDa (Abad dkk. 2010). KBMR
menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih kuat
dibandingkan KBMT, karena dapat berinteraksi
dengan sel lebih efisien dan efektif. Aktivitas biologi
dari KBMR tergantung pada ukuran berat molekul,
derajat sulfatasi, dan percabangan glikosida (Pomin,
2010; Wijesekara dkk., 2011).

Proses depolimerisasi  k-karagenan dapat
dilakukan  dengan  beberapa  metode,  yaitu
depolimerisasi thermal (Lai dkk., 2000), hidrolisis
dengan asam (Sun dkk., 2015; Wang dkk., 2012; Yuan
dan Song, 2005; Karlsson dan Singh, 1999; Singh dan
Jacobson, 1994), dan hidrolisis secara enzimatik
(Duan dkk., 2016; Raman dan Doble, 2015; Wu,
2012; Haijin dkk., 2003). Beberapa teknik
depolimerisasi yang lain adalah dengan microwave
(Zhou dkk., 2006), gelombang ultrasonik (Ratnawati
dkk., 2016; Taghizadeh dan Abdollahi, 2015; Yamada
dkk., 2000), perlakuan iradiasi (Abad dkk., 2010; Qi
dkk., 2005), dan oksidasi menggunakan H,O, (Sun
dkk., 2015; Zuniga dkk., 2006).

Proses depolimerisasi molekul x-karagenan
dengan hidrolisis kimiawi memiliki  beberapa
kelemahan diantaranya menggunakan bahan kimia
konsentrasi  tinggi yang residunya mencemari
lingkungan.  Depolimerisasi  dengan  gelombang
ultrasonik dan microwave membutuhkan peralatan
dengan spesifikasi tertentu dan biaya operasi mahal.
Hidrolisis enzimatik memiliki kelemahan, yaitu reaksi
cukup kompleks dan enzim yang spesifik
(carrageenase) tidak sesuai pertumbuhannya pada
iklim tropis. Proses radiasi mengakibatkan terjadinya
perubahan  struktur  kimia  dan  cenderung
menghilangkan gugus sulfat pada KBMR yang
diketahui memiliki peranan signifikan dalam aktivitas
biologi (Relleve dkk., 2005).

Beberapa penelitian  terbaru  menunjukkan
potensi  ozon  pada  proses  depolimerisasi
makromolekul polisakarida diantaranya depolimerisasi
starch (Sandhu dkk., 2012), kitosan (Kabal'nova dkk.,
2001), tepung cassava (Klein dkk., 2014). Reaksi
ozonasi pada wk-karagenan dapat menurunkan berat
molekul tetapi tidak mengubah gugus fungsionalnya
(Prasetyaningrum dkk., 2017a). Konstanta laju reaksi
depolimerisasi k-karagenan dengan ozonasi cukup
tinggi dan setara dengan depolimerisasi secara thermal
(Prasetyaningrum dkk., 2017b). Ozon adalah oksidan
kuat yang tidak meninggalkan residu pada bahan,
sehingga aman digunakan untuk pengolahan bahan
makanan dan obat-obatan. Kelebihan ozon adalah
ozon akan terurai dengan cepat menjadi oksigen dan
tidak meninggalkan residu pada bahan, schingga
proses ozonasi sering disebut sebagai “green
technology” (Seydim dan Greene, 2004).
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Pada reaksi ozonasi, tingkat depolimerisasi k-
karagenan  dipengaruhi oleh  beberapa faktor
diantaranya adalah laju alir gas ozon, waktu reaksi,
pH, suhu, dan konsentrasi polisakarida (Loures dkk.,
2013; Lemeune  dkk., 2000). Mekanisme
depolimerisasi larutan polisakarida dengan ozonasi
dapat dijelaskan melalui tiga tahapan reaksi, yaitu: 1)
depolimerisasi ozonolitik ikatan p-D-glikosida, 2)
depolimerisasi oksidatif oleh radikal hidroksil yang
terbentuk dalam air, dan 3) hidrolisis pada kondisi
asam. Reaksi depolimerisasi oleh radikal hidroksil dan
hidrolisis asam terjadi secara nonselektif, sedangkan
pada reaksi langsung yaitu depolimerisasi ozonolitik
terjadi secara selektif. Diantara ketiga reaksi tersebut
mekanisme depolimerisasi polisakarida yang paling
dominan adalah reaksi pertama, yaitu depolimerisasi
selektif ikatan B-D-glikosida dengan ozon (Wang
dkk., 1999). Secara umum, pemutusan ikatan
glikosida pada k-karagenan disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Pemutusan ikatan glikosida pada «-
karagenan dengan reaksi ozonasi (Abad dkk., 2010)

Modifikasi dan pengembangan proses ozonasi
yang efektif dan efisien perlu diteliti untuk
menghasilkan produk KBMR. Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan kondisi optimum proses ozonasi
(waktu, pH dan suhu ozonisasi) terhadap
depolimerisasi k-karagenan. Optimasi menggunakan
metode respon permukaan dengan rancangan model
statistika Box-Bhenken Design (BBD) dan desain
eksperimen menggunakan perangkat lunak statistika 6.
1
gAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan baku yang digunakan untuk penelitian
ini adalah commercial w-karagenan dari CV. Karagen
Indonesia. k-karagenan yang berbentuk serbuk
dimurnikan terlebih dahulu dengan cara melarutkan
dalam air distilasi dan dipanaskan sampai suhu 70°C.
Selanjutnya dilakukan penyaringan dengan pompa
vakum untuk memisahkan larutan karagenan dan
pengotor. Larutan hasil filtrasi diendapkan kembali
dengan isopropil alkohol sehingga diperoleh refined «-
karagenan. Selama proses ozonasi kondisi pH diatur
pada pH 3, 7, darff 1 dengan menambahkan larutan
HC1 kadar 37% (E. Merck Cat. No. 100317) atau
larutan NaOH (E. Merck Cat. No. 104698). Larutan
penyangga buffer solution pH 7 ditambahkan untuk
menjaga kestabilan larutan x-karagenan dan mencegah
supaya tidak terjadi penggumpalan atau agregasi
selama proses ozonasi.

Proses Ozonasi

Reaksi ozonasi dilakukan dengan melarutkan
refined w-karagenan dalam air distilasi dengan
konsentrasi 1% (berat/volume). Proses ozonasi
dilakukan pada reaktor gelas dengan volume 2000 ml
yang dilengkapi spager untuk mendistribusikan gas
ozon. Laju alir gas ozon dijaga konstan dengan
kecepatan 3 L.menit'. Gas ozon dihasilkan dari
peralatan pembangkit ozon yang diproduksi oleh PT.
Dipo Teknologi Indonesia, dengan spesifikasi
tegangan +30 k'V dan konsentrasi ozon terlarut sebesar
80+2 mg.L". Percobaan dilakukan dengan variabel
waktu ozonasi (5, 10, dan 15 menit), pH awal reaksi
(3, 7, dan 11), serta suhu larutan x-karagenan selama
ozonasi (20, 30, dan 40°C). Pengukuran pH reaksi
menggunakan pH meter (Hanna Instruments HI
98107). Selanjutnya k-karagenan yang telah diozonasi
diendapkan dengan alkohol dan dikeringkan pada
suhu 60°C selama 8 jam sehingga diperoleh produk
KBMR. Produk KBMR tersebut ditentukan ukuran
berat molekulnya untuk menentukan  derajat
depolimerisasi selama reaksi ozonasi.

Penentuan Ukuran Berat Molekul

Penentuan ukuran berat molekul rata-rata dari
produk KBMR dilakukan dengan metode pengukuran
viskositas intrinsik, seperti dijelaskan pada persamaan
Mark Houwink (persamaan (1)).

[ = kyuM* (1)
dimana konstanta kg dan @ untuk k-karagenan adalah
= 0,00598 dan a= 0,90 (Lii dkk., 1999).

Viskositas intrinsik ([5]) dihitung dari nilai
viskositas spesifik (#,,) menggunakan Persamaan (2).
Alat yang digunakan untuk mengukur nilai viskositas
spesifik adalah viskosimeter kapiler Ubbelohde (tipe
531 030c Schott-Gerate, Germany). Pengukuran
viskositas dijaga pada suhu 45,0+0,1°C. Viskositas
intrinsik merupakan nilai infercept dari persamaan
Huggins dan Kraemer (persamaan 2).

=2 = [n] + ku[n]%c 2)

dimana ng, [n], ku. dan ¢ masing-masing adalah
viskositas spesifik, viskositas intrinsik, konstanta
Huggins dan konsentrasi larutan k-karagenan.
Viskositas spesifik (ng) dan konstanta Huggins (ki)
adalah tidak berdimensi. Sedangkan viskositas
intrinsik ([n]) memiliki satuan mL g' dan konsentrasi
larutan k-karagenan (c) memiliki satuan g mL-'. Nilai
ki untuk larutan k-karagenan adalah 035 (Vreeman
dick., 1980).

Depolimerisasi  (DP)  dinyatakan  sebagai
penurunan nilai berat molekul k-karagenan setelah
ozonasi dibandingkan dengan berat molekul awal, dan
dapat dihitung menggunakan persamaan (3):

DP (%)=(Mi-M)/M; x 100 (3)
dimana M; adalah berat molekul k-karagenan pada saat
awal dan M, adalah berat molekul x-karagenan setelah
ozonasi selama (t) menit.
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Analisis Data

Rancangan  percobaan didasarkan  pada
konstruksi model Box-Behnken, yang terdiri dari 3
faktor, 1 blok dan 15 run. Jenis variabel proses dan
rancangan  percobaan  dengan metode respon
permukaan seperti disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rancangan penelitian dengan metode respon

permukaan
Kode Faktor Respon
Run Xi Xa Xs \:Vzlklljl pH Suhu DP (%)
/menit °C

1 -1l 0 5 3 30 Y
2 1 -1 0 15 3 30 Y2
3 -1 1 0 5 11 30 Y3
4 1 1 0 15 11 30 Y4
5 -1 0 -1 5 7 20 Ys
6 1 0 -1 15 7 20 Yo
7 -1 0 1 5 7 40 Y7
8 1 0 1 15 7 40 Ys
9 0 -l -1 10 3 20 Yy
10 ] 1 -1 10 11 20 Yio
11 0 -l 1 10 3 40 Y
12 ] 1 1 10 11 40 Yiz
13 ] 0 0 10 7 30 Yis
14 0 0 0 10 7 30 Yi4
15 0 0 0 10 7 30 Yis

Y=16,94+4,59X,-1,00X,+2,88X:+0,21X Xa
£0,01X,X3+0,01X:X3-0,15X,2-0,42X,2-0,07X5> (6)

Koefisien (R?) merupakan salah satu parameter yang
digunakan untuk mengetahui keakuratan model atau
kedekatan nilai data eksperimen dan prediksi (Aksoy
dan Sagol, 2016; Regti dkk., 2017). Tabel 3
menunjukkan kedekatan nilai prediksi dengan data
cksperimen yang diperoleh. Berdasarkan analisis
varian nilai koefisien R? yang diperoleh adalah 0,98.
Hal ini menunjukkan bahwa terdapat 98% kesesuaian
antara data eksperimen dan data prediksi. Model dapat
dinyatakan sangat signifikan apabila mempunyai nilai
probabilitas (p<0,05).

Tabel 2. Rancangan variabel dengan metode BBD dan
nilai respon (DP) k-karagenan

Hubungan antara variabel bebas terhadap respon dapat
dinyatakan dalam persamaan polinomial orde 2 yang
disajikan pada persamaan (4) (Vuong dkk., 2011).
Y=B+XI. B X+ Eij:; KBy X X+
i<j

Tl BuX? @)
dimana X; dan X adalah variabel bebas dan ¥ adalah
respon. Sedangkan o, i, Pi, fij adalah koefisien
regresi dan k adalah jumlah variabel. Terdapat tiga
variabel bebas yaitu waktu ozonasi (Xi), pH (X2),
suhu (X3) dan satu variabel respon yaitu derajat
depolimerisasi (DP) yang dinyatakan scbagai Y,
seperti disajikan pada persamaan (5).

Y = Bo+ f1X1 + B2X +53X3‘21312X1X22+ ,
BraX1 X3z + PosXo Xz + By XT + Bz X3 +P33X5
(15)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis Statistika

Pada penelitian ini digunakan metode faktorial
design untuk mengevaluasi pengaruh masing-masing
variabel dan pengaruh interaksi antara satu variabel
dengan variabel yang lain terhadap respon. Analisis
statistika dan penyajian grafik respon permukaan
dalam bentuk tiga dimensi (3D) dilakukan dengan
bantuan program Statistika 6,0. Hasil analisis data
cksperimen dan prediksi dari variabel waktu, pH dan
suhu ozonasi terhadap respon nilai DP k-karagenan
disajikan pada Tabel 2.

Persamaan polinomial orde 2 yang menjelaskan
hubungan antara variabel bebas dan respon, yang
disajikan pada persamaan (6).

Faktor Respon DP (%)
Run (‘;2::?) P S(fg;l Eksperimen  Prediksi
1 5 3 30 63,47 62,36
2 15 3 30 91,51 86,44
3 5 11 30 14,02 19,10
4 15 11 30 59,04 60,15
5 5 7 20 52,03 50,05
6 15 7 20 79,70 81,69
7 5 7 40 33,58 31,60
8 15 7 40 63,10 65,08
9 10 3 20 77,86 80,95
10 10 11 20 48,34 45,25
11 10 3 40 59,41 62,50
12 10 11 40 31,73 28,64
13 10 7 30 67,53 67,53
14 10 7 30 67,53 67,53
15 10 7 30 67,53 67,53

Pengaruh Variabel Proses pada Ozonasi Larutan
K-karagenan

Pengaruh parameter proses atau variabel
ozonasi (waktu, pH dan suhu) diuji terhadap %DP k-
karagenan. Hasil analisis statistika menunjukkan
bahwa fungsi linier dari waktu (X,), pH (X>) dan suhu
ozonasi %X;] memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap (3)depolimerisasi  k-karagenan  (p<0,05).
Demikian juga fungsi kuadratik dari pH (X3*) dan
suhu ozonasi (X:?). Semua interaksi antara variabel
yaitu waktu-pH (X;X3), waktu-suhu (X,X5) serta pH-
suhu (X>X3) tidak memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap DP x-karagenan. Data signifikansi
parameter variabel ozonasi (waktu, pH dan suhu)
terhadap respon (%DP) x-karagenan disajikan pada
Tabel 3. Nilai MS Residual menyatakan selisih antara
nilai eksperimen dan nilai prediksi yang diperoleh dari
model. Pada penelitian ini diperoleh nilai MS residual
adalah 21,55 schingga dapat disimpulkan bahwa
model yang disusun cukup akurat untuk menjelaskan
kedekatan antara hasil eksperimen dan model.

Ozonasi menyebabkan depolimerisasi k-
karagenan. Hubungan antara variabel dalam profil 3
dimensi antara waktu, pH dan suhu terhadap nilai DP
k-karagenan disajikan pada Gambar 2.
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Tabel 3. Hasil Analisa ANOVA

Koef. S8 dF MS F p
Bo 16,94
B 4,59  2120,90 1 2120,90 98,30 0,00018
Bi? -0,15 55,43 1 55,43 2,57 0,16987
2 -1,00 241910 | 241910 112,12 0,00013
2 -042 162,89 1 162,89 7.55 0,04042
Bs 2,88 614,44 1 614,44 2848 0,00310
£ -0,07 158,40 1 158,40 7,34 0,04230
fip: 0,21 72,03 1 72,03 3,34 0,12723
Bips 0,01 0,85 1 0,85 0,04 0,85039
Beps 0,01 0,85 1 0,85 0,04 0,85039
Error 107,88
Tatal 58 666,50 R2 0,98
MS Residual 21,55 Adj R? 0,95

DP (%)

(c)

Gambar 2. Profil 3 dimensi ozonasi k-karagenan: (a)
pengaruh waktu dan pH, (b) pengaruh waktu dan
suhu, (¢) Pengaruh pH dan suhu

Pada penelitian ini, perlakuan pH yang rendah
selama ozonasi memberikan hasil yang signifikan
terhadap depolimerisasi k-karagenan. Pada perlakuan
pH 3 dan pemberian dosis ozon sebesar 80+£2 ppm
selama 15 menit, DP k-karagenan mencapai 91,51%.
Sebaliknya, pada perlakuan pH 11, DP k-karagenan
hanya mencapai 59,04% untuk pemberian dosis ozon
dan waktu ozonasi yang sama. Hal ini menunjukkan
perlakuan oksidasi dengan ozon pada pH rendah atau
kondisi asam memberikan peranan penting selama
ozonasi. Penelitian tentang ozonasi kitosan yang
dilakukan oleh Seo dkk. (2007) menunjukkan
kecenderungan yang sama, yaitu kenaikan waktu
ozonasi dan perlakuan ozonasi pada kondisi asam
akan meningkatkan derajat depolimerisasi. Klein dkk.
(2014) juga menyatakan bahwa pH 3,5 adalah yang
paling efektif untuk menurunkan viskositas dan
pemutusan ikatan rangkap tepung cassava dengan
proses ozonasi.

Pada perlakuan pH, suhu dan konsentrasi ozon
yang tetap terdapat kecenderungan bahwa laju reaksi
reaksi depolimerisasi akan naik seiring dengan
kenaikan waktu ozonasi. Semakin lama waktu reaksi,
maka semakin tinggi kesempatan kontak antara ozon
dengan w-karagenan. Tabel 2 menunjukkan nilai
pengaruh waktu sebagai fungsi linier sangat signifikan
pada proses ozonasi (p=0,00018).Semakin lama waktu
ozonasi akan meningkatkan DP «-karagenan. Pada pH
7 dan suhu 20°C DP k-karagenan mengalami kenaikan
yang signifikan dari 52,03% menjadi 79,70% jika
waktu ozonasi meningkat dari 5 menit menjadi 15
menit.

Kelarutan ozon akan meningkat apabila proses
ozonasi dilakukan pada suhu yang rendah. Pada
perlakuan pH 7 dan waktu ozonasi selama 15 menit
DP w-karagenan mengalami kenaikan dari 63,10%
menjadi 79,70% jika temperatur reaksi diturunkan dari
40°C menjadi 20°C. Simoes dan Castro (2001)
menyatakan bahwa perlakuan pH dan suhu yang
rendah dapat menghambat produksi radikal, sehingga
memperpanjang waktu tinggal ozon di dalam air.

Depolimerisasi polisakarida yang melibatkan
ozon lebih selektif dibanding depolimerisasi akibat
radikal hidroksil dan hidrolisis asam (Wang dkk.,
1999). Menurut Kabal'nova dkk. (2000) selama proses
ozonasi terjadi pemutusan ikatan glikosidik dan
memicu pembentukan gugus karbonil dan karboksil.
Pembentukan gugus karbonil akibat putusnya ikatan
pada unit C(1), sedangkan gugus karboksil diduga
terbentuk  pada C(4)  3,6-anhidro-D-galaktosa.
Reaktivitas ozon dan jumlah radikal yang terbentuk
dalam sistem merupakan faktor utama yang
mempengaruhi proses depolimerisasi.

Beberapa peneliti mengembangkan metode
respon  permukaan untuk menentukan  kondisi
optimum pada beberapa proses kimia. Hadiyanto dan
Sutrisnohadi (2016) menggunakan metode respon
permukaan untuk menentukan kondisi optimum pada
ckstraksi zat phycocyianin dari spirulina. Zhang dkk.
(2009) menggunakan metode respon permukaan untuk
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menentukan kondisi optimum ekstraksi minyak dari
bubuk almond. Optimasi reaksi ozonasi diperlukan
untuk  memperoleh  kondisi  optimum  pada
depolimerisasi k-karagenan. Optimasi dapat dilakukan
dengan menggunakan response desirability profiling
yang disediakan oleh perangkat lunak Statistica 6.
Hasil optimasi proses depolimerisasi k-karagenan
dengan ozonasi disajikan pada Gambar 3.

Gambar 3. Kondisi optimum depolimerisasi k-
karagenan dengan ozonasi

Semakin  lama  waktu ozonasi terjadi
kecenderungan peningkatan DP wk-karagenan. Di sisi
lain, semakin tinggi pH dan suhu ozonasi
mengakibatkan penurunan nilai DP k-karagenan. Nilai
atau kondisi optimum diperoleh dengan membaca titik
perpotongan antara variabel waktu, pH dan suhu yang
menghasilkan nilai DP wk-karagenan yang tertinggi.
Kondisi optimum diperoleh pada waktu ozonasi 15
menit, pH 3 dan suhu 25°C dengan nilai respon DP k-
karagenan adalah 91,513%.

KESIMPULAN

Proses ozonasi menyebabkan depolimerisasi k-
karagenan yang ditunjukkan dengan penurunan ukuran
berat molekul. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
fungsi linier dari waktu, pH, suhu dan fungsi kuadratik
dari pH dan suhu ozonasi berpengaruh secara
signifikan  terhadap depolimerisasi  k-karagenan.
Sedangkan semua fungsi interaksi antara variabel
bebas tidak memberikan pengaruh yang signifikan.
Hasil analisis varian menghasilkan nilai koefisien
R*=0,98 yang menunjukkan bahwa hasil eksperimen
mendekati prediksi. Hasil optimasi menunjukkan
kondisi operasi optimum terjadi pada waktu ozonasi
15 menit, pH 3 dan suhu 25°C dengan respon DP
sebesar 89,184%,.
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