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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 far 24 hours Deacetylation
degree i ncreased when soaki ng temperature in NaOH was tncreased or soaking time in
NaOH was lenght, & well as by eddition of enzyme. The chitosan had low molecular
weight and viscosity, indicated that depolymerization was occured, o that resulied

oligomer chitasan,
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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 farut air
dan hanya dapat larut pada asam pekat,
sehingga sulit diaplikasikan untuk berbagai
keperluan praktis.

Deasetilasi kitin akan menghasilkan
kitosan, yang dapat larut dalam asam encer,
dan dalam bentuk oligomernya, dapat iarut
air. Pemanfaatan Kitosan sangat luas, sebagai
antibakteri, edible coating, 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 ez al ., 1999).
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Produksi knosan dilakukan di industri
scara termokimia menggunakan alkali kuat
pada suhu tinggi. Hasil dari prosesini belum
sepenuhnya memuaskan sebab kualitas kito-
san yang dihasilkan masih beragam dalam
berat molekul, viskositas dan derajat
deasetilas. 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 tokgk
bagi lingkungan.

Sebagai aiwematif, proses deasetilas
dapat dilakukan secara enzzmatis mengguna-
kan kitin deasetilase (CDA). Enzim ini
ditemukan pada bakteri, kapang, kamuir,
cacing dan serangga Yyang mempunyai
kandungan kitosan di dinding sel atau di
eksoskeletonnya Proses enzimatis diharap-
kan akan |ebih mudah dikendalikan, lebih
efisien, spesifik dan meminimalkan produk
samping. Sejumiah penelitian telah dilakukan
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untuk mengisolasi, mempurifikasi dan meng-
karakterisasi kitin deasetilase dari sejumiah
mikroba. Aplikasi enzim ini pada berbaga
jenis dan kondisi subsirat masih memberikan
hasil yang beragam dengan parameter hasil
yang belum memuaskan (Tsigos et al.,
2000).

Untuk memperbaiki kualitas kiosan
yang dihasilkan imelalui proses enzimatis,
dilakukan  pemberian  perlakuan  awal
terhadap substrat agar enzim dapat |ebih
mudah  berpenetrasi dan beraksi pada
substrat, Beberapa perlakuan awal yang tdah
dibenkan adalah berupa inkubasi awal
dengan alkali atau asam kuat dalam waktu
lama, yang menyerupat proses termokimia
secara komersial, atau perlakuan fisik seperti
pemaparan pada suhu tinggi, tekanan tinggi,
atau proses penggilingan. Perlakuan awal
terhadap substrat secara kimia dapat meng-
hasilkan kitosan berkualitas lebih baik
dengan derajat deasetilasi yang lebib tinggi,
demikian pula perlakuan awal dengan suhu
dan tekanan tinggi, sementara pengurangan
ukuran seperti penggi-lingan sejauh ini tidak
membenkan has| yang memuaskan (Kolo-
dziejska ez al., 2000; Mukherjee, 2002).

BAHAN DAN METODE

Kultur dan Media

Produksi enzim dilakukan dengan
menggunakan kultur Bacillus K29-14 yang
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
dan Biokimia, Pusat Penelitian Bioteknologi
IPB, yang memproduksi enzim secara
optimal pada suhu 55 °C, pH 8,0 (Rahayu,
2000). Media produksi enzim mengacu pada
komposisi media dari Sakai (1998), vaitu
{NH1%S0; 0,7 % K;HPO, 0,1 %, NaCl 0,1
%, MgSQ.,.7TH;O 0,01 %, ekstrak khamir
0,05 %, bakto trypton 0,1 % koloidal khitin
0.5 %, ditambah dengan 1 % kitin dan kalit
punggung udang.

Substrat

Kitin kulit udang diperoleh dani Dinas
Perikanan Cirebon, Jawa Barat. Koloidal
kinin dibuat dari kitin practical grade (Sigma
Chemical Co) dengan metode Arnold dan
Solomon (1986). Glikol kitin dibuat dan
glikol kitosan (Sigma Chemical Co) dengan
metode Trudel dan Asselin (1989).

Pereaksi Kimia

Standar Hovine Serum Albumin (BSA),
glikol kitosan dan standar glukosamin
diperoleh dari Sigma Chemical Co. Indol,
HCl dan bahan-bahan kimia lain yang
digunakan dalam produksi dan penentuan
akuvitas enzim diperoleh dan Merck.

Produksi Kitin Deasetilase

Kultur bakteri difermentasi dalam
media produks enzim selama 2 han pada
55 °C. Enzim dipanen dengan cara sentrifu-
gad pada 8000 rpm sdama 15 menit pada
suhu 4 °C untuk memisahkan dari sel bakteri
dan sisa media. Ke dalam supernatan ditam-
bahkan amonium sulfat sampai kejenuhan
80 % sambil distirrer. Campuran diendapkan
semalam pada suhu 4 °C lalu diseninfugasi
pada 8000 rpm sdama 15 menit. Filtrat
dilarutkan dalam 0,02 M buffer berat pH 8
dan disimpan pada suhu 4 "C. Kadar protein
enzim diuji dengan metode Lowry (Cope-
land, 2000) menggunakan standar BSA dan
aktivitas enzim ditentukan dengan metode
Tokuyasu (1996).

Perendaman dalam NaOH 60 %

Tepung kitin direndam dalam NaOH
60 % (1:10 w/w) pada berbagai suhu dan
waktu. Perendaman dilakukan pada suhu 60
dan 75 °C. Pada suhu 60 °C, waktu peren-
daman kitin adalah 60, 90, 120 dan 180
menit sedangkan pada suhu 75 "C, waktu
perendaman adalah 30 dan 60 menit. Kitin
yang tdah direndam dibilas dengan air
sampai pH netral dan dikeringkan pada suhu
60 °C selama 1 malam kemudian ditentukan
derajat deasetilasinya.

Deasetilasi enzimatis

Kitin hasil perendaman dengan NaOH
60 % dilarutkan dalam asam asetat 0,1M.
Sejumlah 10 mL larutan diinkubasi dengan
10, 20 dan 30 mU ekstrak enzim Hama 24
jam. Kitin yang tidak larut disaring dan
ditimbang. Kitosan yang dihasilkan dianalisis
dergjat deasetilasi, viskositas dan berat mole-
kul. Derajat deasetilast ditentukan dengan
First Derivative Ul (FDUV) Absor-bance
(Muzzarelli, 1997) menggunakan spektro-
meter Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS.
Viskositas ditentukan dengan Ubbelohde
dilution wviscometer dengan pelarut asam
asetat 0,1 M/ sodium asetat 0.25 Mdan berat
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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 konformas: kris-
talin kitin yang rapat sehingga enzi m lebih
mudah berpenetrasi untuk mendeasetilasi
polimer kitin (Martinou et al, 1995). Akan
tetapi perendaman dalam NaOH akan me-
ningkatkan dergjat deasetilasi dan mengaki-
batkan terjadinya depolimensasi. Oleh kare-
na itu 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
deasetilas akan semakin cepat. Akan tetapi
konsentrann 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 deasetilag 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 ogat dan sempuma,
karena semakin luasnya permukaan yang
dapat diakses oleh ltarutan alkali (NO dan
Meyers, 1997). Deasetilasi akan berlangsung
mulal dan permu-kaan kitin, lalu memasuki
wilayah amorf dan kitin dan secara bertahap
deasetilas tejadi sampai ke wilayah kristalin
kitin (Chang ef al., 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 er al (1997)
menyatakan bahwa pengaruh raso lamtan
NaOH terhadap kitin tidak signifikan pada
laju deasetilag.

Derajat  deasetilas  menunjukkan
peningkatan dengan meningkatnya suhu dan
waktu perendaman (Tabel 1). Peningkatan
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dergjat deasetilas 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 im1 mungkin karma konsentrasi NaOH
yang digunakan lebih rendah (50 %) dan
metode pengukuran yang berbeda, yaitu
menggunakan titrasi potensio-metri. Kondis
awal kitin, seperti dergjat deasctilasi awal-
nya, juga berpengaruh terhadap perbedaan
derajat deasetilasi akhir. Dalam hal ini, ndak
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 konsntras 1 % kitosan
dalam 0,1 M asam asetat. Nilai pH larutan
kitosan :ai dibuat menjadi 6 dengan penam-
bahan 0,25 M sodium asetat. Selanjutnya
larutan inilah yang akan diinkubas bersama
enzim

Penambahan .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 Jiketaii 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 tepumg kitosan.
Dalamn bentuk larutan, deasetilas akan ber-
langsurig lebih mudab, reaks akan terjadi
lebih  homogen di setiap bagian larutan
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karena kelarutan yang seragam. Kolod)zi-
ejska et af. (2000) yang melakukan deaseti-
lasi enzimatis terhadap kitin/kitosan dalam
bentuk larutan dapat mencapai derajat
deasetilasi 88-99 %. Sebaliknya, deasctilasi
enzimatis terhadap kitin dalam beatuk kris-
talin dan amorf hanya sedikit meningkatkan
derajat deasetilasi, yaitu masing-masing 0,5
dan 95 % dengan CDA asal M rouxi
(Martinou et al., 1995) senta 0,5 dan 4,5 %
dengan ¢ DA asal C. findemigpuanum (Tsigos
dan Bouriotis, 1995). Bentuk kristalin lebih
rapat sehingga sulit bagi enzim untuk dapat
berpenetrasi ke dalam kitin. Bentuk sunod
yang lebih renggang lebih memungkinkan
untuk reakst enzim tetapi kenaikan derajat
deasetilasinya juga masih rendah.

Enzim CDA yang digunakan merupa-
kan hasil pengendapan sulfat. Jumlah yang
ditam-bahkan adalah 10, 20 dan 30 mU per
i0 ml | % larutan kitosan. Kolodjziejska er
al. (2000) menggunakan 40 mU per 1 mL
larutan kitosan, yang masih berupa ekstrak
kasar.

Proses deasetilasi enzimatis mening-
katkan derajat deasetilasi 5-30 %, tergantung
pada derajat deasetilasi awal (Tabel 1)
Semakin tinggi derajat deasctilasi awal,
semakin kecil peningkatan derajat deasetilasi
yang terjadi. Derajat deasetilast di atas 90 %
hanya dapat dicapai pada sampel dengan
derajat deasetilasi awal di atas 75 %. Dixduga

bahwa semakin lama perlakuan awal secara
kimia yang dibenkan pada sampel, konfor-
mast sampel akan semakin merenggang
sehingga enzim dapat lebih mudah
mendeasetilasi.

Derajat deasetilasi awal yang rendah
juga menunjukkan masih banyaknya jurmnlah
residu asetil yang belum terpotong. Lebih
banyak residu asetil menunjukkan lebih
banyak substrat yang tersedia untuk reaksi
enzim. Sesuai dengan kinetika enzim, sema-
kin banyak substrat yang tersedia, laju reaksi
akan semakin cepat dan akan menurun jika
jwnlah substrat berkurang. Diduga hal inilah
yang menyebabkan pening-katan derajat
deasetilasi setelah deasetilasi enzimatis
terjadi lebth tinggi pada kitosan dengan
derajat deasetilasi awal lebih rendah daripada
kitosan dengan derajat deasetilasi awal relatif
lebih tinggi.

Peningkatan jumlah enzim vyang
ditambahkan akan meningkatkan derajat
deasetilasi kecuali untuk kitosan hastl peren-
daman pada 75 °C selama 60 menit dalam
NaOH. Meningkatnya jumlah enzam yang
ditambahkan akan meningkatkan aktivitas-
nya sehingga derajat deasetilasi hasil enzima-
tis akan lebih tinggi. Peningkatan yang kecil
ini mungkin disebabkan oleh kisaran penam-
bahan enzim yang kecii (10, 20 dan 30 mU)
sehingga pengaruhnya tidak terlalu terlihat.

Table 1.  Deacetylation degree of chitosan after chemical deacetylation in
sodium hydroxide of 60 % followed by enzymatic deacetylation by
chitin deacetylase from Baciflus K-~29-14

Soaking in NaOH 60 %

Deacetilation degree (%)

After incubation in enzyme solution for 24 h

- - After soaking
Temp.(°C) Time (min.) 10 my 20 mUJ IomuU
60 60 534 783 850 91.1
80 80.3 88.5 899 218
120 878 N7 914 920
180 970 982 98.6 99.9
75 30 56.8 72.8 73.9 117
60 96.0 991 98 .1 975

Viskasitas dan Rerat Molekul

Nila: wviskositas dinvatakan dalam
viskositas spesifik, kinematik dan intrinsik.
Viskositas spesifik ditentukan dengan mem-
bandingkan secara langsung kecepatan aliran

suatu larutan dengan pelarutnya. Viskosias
kinematik diperolek dengan memperhitung-
kan densitas larutan. Baik viskositas spesifik
maupun kinematik dipengaruhi oleh konsen-
trasi larutan.
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Nilai viskodtas intringk  dapat
menunj ukkan secara lebih jelas pengaruh
perlakuan kimia dan enzimatis daripada
viskositas spesifik dan kinematik. Viskositas
intrindk menunjukkan kemampuan polimer
untuk meningkatkan viskositas larutan.
Viskoditas intrinsk diperoleh dm kurva
1x/C yang diekstrapolasi hingga C mende-
kati 0, sehingga meniadakan pengaruh
konsentras (Hwang et ai, 1997). Nilai
konsentrasi larutan Kkitosan yang sangat
mempengaruhi  viskositas  spesifik  dan
kinematik tidak berpengaruh pada viskoStas
inirinsik.

Untuk mengamati hubungan antara
perlakuzn  perendaman dengan NaOH
terhadap viskostasdan berat molekul, dipilih
dua sampet yaitu Kitosan hasil perendaman
pada suhu 60 °C dengan waktu 90 dan 180
menit, Kedua sampel dipilih karena dergjat
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
deasetilag (Tabel 2). Nilai viskositas intrin-
sik dipengaruhi oleh dergat deasetilasi,
konsentrasi, berat molekul, kekuatan i pH
dan subu saat pengukuran (Dunn el af,

Tabtt 2. Chracteristic of chitosan produced by combination
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1997). Wang (1991) nenunj ukkan bahwa
pada kitosan dengan berat molekul sama,
viskostas intrindk akan meningkat dengan
meningkatnya derajat deasetilasi. Diduga hal
ini berhubungan dengan efek kitosan yang
bersifat sebaga polidektrolit 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. I dalam
larutan, tingginya muatan positif akan
menghasikan gaya tolak menolak, yang akan
membuat polimer kitosan yang sebelumnya
berbentuk gulungan, membuka menjadi
rantai lurus. Sebagai akibatnya, viskositas
larutan akan meningkat.

Viskositas intringk akan meningkat dengan
meningkatnya berat molekul (Tabel 2). Berat
molekul ~ berhubungan dengan dergat
polimerisasi. Polimer ranta lurus seperti
kitosan akan menunjukkan pening-katan
densitas jika dergjat polimerisasi bertambah.
Dengan demikian, viskositas intrinsik juga
akan meningkat. Wang ef al. (1991)
menunjukkan hubungan linier antaranilai log
viskositas intrinsik dengan nilai log berat
molekul, untuk larutan kitosan dengan
deragjat deasetilag sama.

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 NaOH of 60 % 80.3% 31.7mL g’ 45.26 88.5 % 3.6mL g! 4.25
at 60 °C far 90 min.
Soaking in NaOH of 60 %  97.0%  3556mLg’  615.73 98.2%  114mLg" 15.09
at 60 °C for 180 min.
Mcte: Enzymatic deacetylation by 10 mU of chitin deacetylation for 24 h
Deasetilasi enzimatis meningkatkan yang juga menurun selama deasetilas

dergjat deasetilasi kitosan tetapi menurunkan
viskositas 1ntrinsik (Tabel 2). Penurunan
viskositas hanya mungkin terjadi jika selama
inkubasi dengan enzim terjadi degradasi
rantai polimer atau depolimerisasi. Dugaan
ini dikonfirmasi oleh nilai berat molekul
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enzimatis.

Penurunan viskositas setelah deaseti-
lasi  enzimatis juga dilaporkan oleh
Kolodziejska er al. (2000). Viskositas larutan
kitosan menurun sebesar satu log setelah
inkubasi dengan enzim selama 16 jam. Akan
tetapi Kolodziejska er al. (2000) tidak
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melakukan penentuan berat molekul sehing-
ga tidak dapat dilakukan pembandingan.
Depolimerisasi diduga karena adanya enzim-
ernzi m pendegradasi kitin dan kitosan yang
lain di dalam eckstrak enzim CDA dari
Bacillus K29-14. Rahayu (2000) telah
mengisolasi kitinase dari Bacrifus K29-14
selain CDA dan mungkin juga terdapat
kitosanase.

Penggunaan enzim yang telah
dimumikan sehingga hanya berisi CDA akan
dapat meminimkan terjadinya depolimerisas:
dan menghasilkan kitosan dengan viskodstas
dan berat molekul lebih tinggi. Penditian 1m
hanya melakukan pemurmian CDA dengan
pengendapan menggunakan amonium sulfat.
Dalam proses ini yang terjadi adalah
pengendapan protein, sehingga semua enzim
dan komponen protein lain yang terdapat
dalam ekstrak kasar enzim akan terendapkan.
Untuk memisahkan CDA dan enzim-enzim
yang lain, harus dilakukan langkah pemus-
nian lebih lanjut, seperts dengan kromatografi
atau dengan elektroforesis. Fraksi yang
mempunyai aktivitas CDA tertinggi dapat
diaplikasikan untuk deasetilas enzimatis
kitin.

Vanasi waktu dan lama perendaman
alkali terhadap kitin dapat menghasikan
kitosan dengan degjat deasetilasi yang
berbeda-beda. Proses yang dipilth akan
tergantung pada tujuan aplikas kitosan.
Masing-masing bentuk aplikas membutuh-
kae kitosan dengan karakteristik yang
berbeda-beda.  Kitosan dengan dergjat
deasetilasi tinggi, lebih dari 85 %, dan berat
molekul rendah dibutuhkan sebagal anti-
bakteri, antifungi, antioksidan, antitumor dan
immunoenhancing. Untuk aplikas sebagai
membran dan pengemas dibutuhkan kitosan
dengan derajat deasetilasi sekitar 70 % dan
berat molekul tinggi.

Penelitian ini menghasilkan kitosan
dengan berat molekul rendah. Beberapa
penelitian  menunjukkan bahwa kitosan
dengan berat molekul rendah mempunyai
potensi lebih besar sebagai antibakteri, anti-
funpi, antidiabetes, hipokolesterolemik anti-
oksidan atau antitumor, dengan demikian
akan mompunyal marfaat |ebih besar untuk
diaplikasikan dalam pengolahan pangan hasil
pertanian,

KESIMPULAN

Kombinas deasetilas kimia dan
enzimatis akan meningkatkan  derajat
deasetilasi kitosan lebih tinggi danpada
perlakuan Kitnia saja. Deasetilasi kimia
meningkatkan derajat deasetilas sebesar 6-
55%. Kombinas deasetilas kimia dan
enzimatis akan meningkatkan derajat deaseti-
lasi 16-58 %. Produk kitosan yang dihasilkan
mempunyal derajat deasetilas 77-99 %,
viskositas intrinsk 3,6-11,4 mL g dan berat
molekul 4,2x10*-11,1x10’ Da.
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