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ABSTRACT

Thermostable chitin deacetylase produced by Bacillus K29-14 was used to produce
chitosan from shrimp chitin. Chemical treatment before the enzyme application on chitin
was conducted by soaking it in60 % NaOH solution, which led chitin to sweli and change
the crystalline structure in orde to allow the enzyme to penetrate and deacetylate it. The
enzyme had performed high deacetylation degree (72-99 %) foliowing soaking at 60-75 °C
for 60-180 min. and then i ncubati ng with the enzymeat 55 °C for 24 hours Deacetylation
degree increased when soaki ng temperature in NaOH was tncreased or soaking time in
NaOH was lenght, & well as by addition of enzyme. The chitosan had low molecular
weight and viscosity, indicated that depolymerization was occured, so that resulied

oligomer chitasan,

Keywords: chitn, chitasan, chitosan oligosaccharide. chitin deacenylase

PENDAHULUAN

Kitin merupakan polimer terbanyak
kedua di alam, setelah selulosa. Secara luas,
kitin terdapat scbagai komponen eksoske-
leton Crustacea (seperti udang dan kepiting),
Mollusca, serangga, arthropoda, cacing, dan
dinding sel fungi. Kitin bersifat tidak larut air
dan hanya dapat larut pada asam pekat,
sehingga sulit diaplikasikan untuk berbagai
keperluan praktis.

Deasetitasi kitin akan menghasilkan
kitosan, yang dapat larut dalam asam encer,
dan dalam bentuk oligomernya, dapat iarut
air. Pemanfaatan Kitosan sangat luas, sebagai
antibakteri, edible coaring, film yang mudah
terurai (biodegradable), untuk penyulingan
air, penjernihan dan deasidifikasi Sari buah,
peng-emulsi, pengental, penstabil, dan untuk
enkap-sulasi, Kitosan juga dapat berfungsi
sebagai serat makanan, menurunkan kadar
kolesterol dan absorpsi lipid serta sebagai
prebiotik (Shahidi ef al ., 1999).
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Produks: kiosan dilakukan di industri
secara termokimia menggunakan alkali kuat
pada suhu tinggi. Hasil dari proses ini belum
sepenuhnya memuaskan sebab kualitas kito-
san yang dihasilkan masih beragam dalam
berat molekul, viskositas dan derajat
deasetilasi. Selain itu, Proses termokimia
juga membutuh-kan energi dalam jumlah
besar untuk menghasilkan dan mempertahan-
kan suhu tingg) serta menghasilkan limbah
dan produk samping berupa alkali dengan
konsentrasi tinggi yang berpotensi toksk
bagi lingkungan.

Sebagai alwematif, proses deasetilas
dapat dilakukan secara enzimatis mengguna-
kan kitin deasetilase (CDA). Enzim ini
ditemukan pada bakteri, kapang, kamir,
cacing dan serangga Yyang mempunyai
kandungan kitosan di dinding sel atau di
eksoskeletonnya Proses enzimatis diharap-
kan akan |lebih mudah dikendalikan, lebih
efisien, spesifik dan meminimalkan produk
samping. Sejumiah penelitian telah dilakukan
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molekul ditentukan dari viskositas intrinsik
dengan persamaan Mark-Houwink (Hwang,
1997).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Deasetilas Kimia

Perendaman dalam larutan  NaOH
bertujuan untuk mengubah konformasi kris-
talin kitin yang rapat sehingga enzi m lebih
mudah berpenetrasi untuk mendeasetilas:
polimer kitin (Martinou et al, 1995). Akan
tetapi perendaman dalam NaOH akan me-
ningkatkan dergjat deasetilasi dan mengaki-
batkan terjadinya depolimeisasi. Oleh kare-
naitu perendaman dilakukan pada suhu yang
tidak terlalu tinggi dan waktu yang singkat.

Konsentrasi NaOH yang digunakan
adalah 60 %. Kaonsentrasi NaOH akan mem-
pengaruhi laju deasetilasi. Semakin tinggi
konsentras NaOH yang digunakan, laju
deasttilas akan semakin cepat. Akan tetapi
konsentrasi NaOH yang tinggi juga akan
meningkatkan lgju depolimerisasi (N0 dan
Meyer, 1997} Chang et af (1997) menemu-
kan bahwa laju deasetilasi optimum akan
diperoleh jika konsentrasi NaOH yang
digunakan sebesar 60 %. Konsentrasi GO %
juga menghasilkan deasetilad lebih baik jika
deasetilas akan dilakukan pada suhu yang
rendah.

Perendaman dalam alkali dilakukan
terhadap sampel kitin dalam bentuk tepung.
Penepungan dilakukan agar prosesdeasttilas
dapat berlangsung lebih ogpat dan sempurma,
karena semakin luasnya permukaan yang
dapat diakses oleh larutan alkali (NO dan
Meyers, 1997). Deasetilasi akan berlangsung
mulai dan permu-kaan kitin, lalu memasuki
wilayah amorf dan kitin dan secara bertahap
deasetilas tejadi sampai ke wilayah kristalin
kitin (Chang ef at., 1997).

Rasio larutan NaOH techadap kitin
yang digunakan adalah sebesar 110 b/v.
Menurut NO dan Meyer (1997), rasio 1:10
menghasilkan peningkatan lgju deasetilasi
lebih cepat, akan tetapi Chang et a/ (1997)
menyatakan bahwa pengaruh raso lamtan
NaOH terhadap kitin tidak signifikan pada
laju deasetilas.

Derajat  deasetilas  menunjukkan
peningkatan dengan meningkatmya suhu dan
waktu perendaman (Tabel 1). Peningkatan
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derajat deasttilas yang signifikan terjad
setelah peren-daman selama 180 menit pada
60 °C (97,0 %) dan 60 menit pada 75 °C
(96,0 %). Hasil serupa juga diperoleh deh
Kolodziejska ef al. (2000) yang rnenyatakan
dergat deasetilas produk kitosannya yang
direndam dengan NaOH 50 % pada suhu
60 "C selama 90 menit adalah 68 % dan 76 %
untuk perendaman sdama |80 menit. Perbe-
daan in1 mungkin karma konsentrasi NaOH
yang digunakan lebih rendah (50 %) dan
metode pengukuran yang berbeda, yaitu
menggunakan titrasi potensio-metri. Kondis
awal kitin, seperti dergjat deasetilasi awal-
nya, juga berpengaruh terhadap perbedaan
derajat deasetilasi akhir. Dalam hal ini, tndak
disebutkan kondisi awal kitin yang digu-
nakan, sementara dalam penelitian ini.
digunakan kitin dengan dergjat deasetilas
awal sudah cukup besar, yaitu 42,2 %.
Deasetilas Enzimatis

Setelah dicuci dan dikeringkan, kito-
san pasca perlakuan kimia dilarutkan dalam
asam asetat dengan konsentras 1 % kitosan
dalam 0,1 M asam asetat. Nilai pH larutan
kitosan iai dibuat menjadi 6 dengan penam-
bahan 0,25 M sodum asetat. Selanjutnya
larutan inilah yang akan diinkubas bersama
enzim

Penambahan 0,25 M sodium asetat
diper-lukan untuk peningkatan pH larutan.
Larutan kitosan dalam 0,1 M asam asdtat
akan memiliki pH di sekitar 4, sementara
kebanyakan protein akan mengendap pada
pH 4, demikian juga CDA yang digunakan
dalam penelitian ini. Peningkatan pH juga
diperlukan agar enzim dapat bekerja lebih
aktif. Peningkatan pH hanya diusahakan
sampai pH 6 walaupun CDA yang digunakan
bekerja optimum pada pH 8, karena pH 6
merupakan pH optimum kelarutan Kitosan.
Pada pH yang lebih tinggi, kitosan yang telah
dilarutkan akan mengendap kembali. Penam-
bahan sodium asetat Jiketaiui tidak meng-
hambat aktivitas CDA dan Bacillus K29-14
dan pada pH 6, CDA darn Bacillus K29-14
mas:h cukup aktif (Rahayu, 2000).

Deasetilasi enzimatis dilakukan terha-
dap larutan kitosan bukan tepung kitosan.
Dalam bent uk larutan, deasetilas akan ber-
langsung lebih mudah, reaks akan terjadi
lebih homogen di setiap bagian larutan
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Nilai viskostas intrinsk  dapat
nenunj ukkan secara lebih jelas pengaruh
perlakuan kimia dan enzimatis daripada
viskositas spesifik dan kinematik. Viskositas
intrinsk menunjukkan kemampuan polimer
untuk meningkatkan viskostas larutan.
Viskositas intrinsk diperoleh dm kurva
1x/C yang diekstrapolasi hingga C mende-
kati 0, sehingga meniadakan pengaruh
konsentras (Hwang et al, 1997). Nilai
konsentrast larutan kitosan yang sangat
mempengaruhi  viskositas  spesifik  dan
kinematik tidak berpengaruh pada viskositas
inirinsik.

Untuk mengamati hubungan antara
pertakuan  perendaman dengan NaOH
terhadap viskodtas dan berat molekul, dipilih
dua sampet yaitu Kitosan hasil perendaman
pada suhu 60 °C dengan waktu 90 dan 180
menit. Kedua sampel dipilih karena dergat
deasetilas yang tinggi (di atas 80 %) dan
adanya perbedaan yang signifikan antara
ktduanya dalam hal dergjat deasttilas dan
kelarutan.

Nilai  viskocitas  intrinsik  akan
neni ngkat dengan semakin tingginya derajat
deasetilas (Tabel 2). Nilai viskositas iatrin-
sik dipengaruhi oleh dergat deasetilasi,
konsentrasi, berat molekul, kekuatan i pH
dan subu saat pengukuran (Dunn el af,
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1997). Wang (1991) nenunj ukkan bahwa
pada kitosan dengan berat molekul sama,
viskogtas intringk akan meningkat dengan
meningkatnya derajat deasetilasi. Diduga hal
ini berhubungan dengan efek kitosan yang
bersifat sebagai polielektrolit dalarn larutan.
Kitosan merupakan polikation yang di dalam
larutan akan bertindak sebagai polielektrolit.
Muatan positif Kitosan berasal dari residu
aminanya Semakin tinggi deraja deasetilasi,
resdu amina semakin banyak, muatan positif
kitosan juga akan semakin banyak. D1 dalam
larutan, tingginya muatan positif akan
menghasiikan gaya tolak menolak, yang akan
membuat polimer kitosan yang sebelumnya
berbentuk gulungan, membuka menjadi
rantai lurus. Sebagai akibatnya, viskositas
larutan akan meningkat.

Viskogtas intringk akan meningkat dengan
meningkatmya berat molekul (Tabel 2). Berat
molekul ~ berhubungan dengan dergat
polimerisasi. Polimer rantal lurus seperti
kitosan akan menunjukkan pening-katan
densitas jika dergjat polimerisasi bertambah.
Dengan demikian, viskositas intrinsik juga
akan meningkat. Wang e ai. (1991)
menunjukkan hubungan linier antaranilai log
viskositas intrinsik dengan nilai log berat
molekul, untuk larutan kitosan dengan
dergjat deasetilad sama.

Tabtt 2. Chracteristic Of chitosan produced by combination of chemical and enzymatic
deacetylation

After enzymatic deacetylation following

Chemical deacetylation chemical deacetylation

Charactenistic Characteristic
Condition Deacetylation  Intrinsic Mol Weight  Deacetvlation  Intrinsic  Mot. Weight
degree viscosity (s 10° Da) degree (%)  viscosity  (x 10° Da)

Soaking in NaQH of 60 % 80.3% 31.7mL g™ 45.26 88.5 % 3.6mL g! 4.25
at 60 °C for 90 mun.
Soaking in NaOH of 60 % 97. 0% 3556ml g! 615.73 98.2% 14mLg! 15.09
at 60 °C for 180 min.
Mgote: Enzvmatic deacetylation by 10 mU of chitin deacetylation for 24 h

Deasetilasi enzimatis meningkatkan yang juga menurun selama deasetilas
dergjat deasetilasi kitosan tetapi menurunkan enzimatis.
viskositas 1ntrinsik (Tabel 2). Penurunan Penurunan viskositas setelah deaseti-
viskositas hanya mungkin terjadi jika selama lasi  enzimatis juga dilaporkan oleh

inkubasi dengan enzim terjadi degradasi
rantai polimer atau depolimerisasi. Dugaan
ini dikonfirmasi oleh nilai berat molekul

16

Kolodziejska er al. (2000). Viskositas larutan
kitosan menurun sebesar satu log setelah
inkubasi dengan enzim selama 16 jam. Akan
tetapi Kolodziejska es al. (2000) tidak
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