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A. I-APORAN HASIL PENELITIAN

RINGKASAN

Limbah udang merniliki potensi yang besar unruk diolah menjadi kiosan karena

ketersediaan limbah udang sebagai bahan baku cukup besar dan mudah diperoleh.

Limbah kulit udang terdiri dari tiga komponen utama yaitu protein (25o/o-44yo), kalsiwr,

karbonat (45o/o-5E/o), dan kitin (15o/o-2V/o). Kandungan kitin pada limbah kulit udang

sekitar 2G50% berat kering. Kitin adalah kelompok karbohidrat yang tergolong

sfiuctwal homogllrots. Monomer kitin adalah 2-asaamida-2Jeoksi-DGlukosa (N-

asetil glukosamin). Kitin merupakan polimer alam terbanyak di dunia setelah s€lulosa.

Kitin dapat diisolasi dari limbah udang dengan cara demineralisasi kernudian

deproteinisasi. Kitin yang diperoleh dapat diubah menjadi kitosan dengan cara

melepaskan gugus asetil pada asetamida kitin menghasilkan gugus amina terdeasetilasi

(-NH2). lJkuran besarnya penghilangan gugus asetil pada gugus asetamida dikenal

dengan isilah derajat deaselitilasi (DD), DD adalah salah satu karalaeristik kimia yang

paling penting. Jika DD 40-10ff/o (derajat asetilasi, DA kecil d^i 4U/o) disebut kitosan.

Kitosan mernpunyai banyak kegunaan dan keunggulan dibandingkan kitin sehingga

kitosan dijuluki sr,fugai magic of nature. DD kitin dapal dilentukan dengan maoda

base-|irc. Metoda ini berdasarkan perbandingan nilai absorbansi pita serapan dari

spektnrm inframerah pada bilangan gelombang 1655 cm-r dan 3450 cm-r.7oDD = l0O-

(A r 655/As5olx I l5l.

Proses deasetilasi kitin dapat dilalokan dengan cara memanaskan kitin dalam

larutan basa kuat konsentrasi tinggi. Penelitian ini bemrjuan untuk menguji pengaruh

pada DD kitin yang dideasetilasi dengan NaOH dan KOH masing-masing dengan

konsentrasi 4V/o dan 50%. Manfaat penelitian adalah memberikan konribusi pada

perkembangan IPTEK dalam bidang biokimia, khusumya biopolimer yaio memb€rikan

informasi tentang p€mbuatan kitosan dari kitin limbah udang,

Penelitian ini menrpakan penelitian eksperimen lang dilakukan di laboratorium

Laboratorium Penelitian FMIPA tlNP dari Juli sampai September 2fi)9. Pengukuran

spektrofotometer FTIR kitin dan kitosan dilakukan di l:boratorium Farmasi Universitas

Andalas Padang. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan

l|l



2 faktor dan 2 kali ulangan. Faktor I adalah jenis basa yairu KOH dan NaOH. Faktor 2

adalah variasi konscntrasi basa yaitu 40o/o dan 50plo. Rcaksi deasetilasi dilakukan pada

1000C selama 5 jam. Objek penelitian adalah kulit udang putih yang diambil di Pasar

Pagi Purus Padalg.

Langkah utama penelitian adalah: (l).Persiapan sampel kulit udang. (2) Isolasi kitin

dari kulit udang dan (3) rx-asetilasi. DD kitin sebelum deasetilasi dan setelah deasetilasi

ditentukan dari spekrum FIIR morggunakan pers.rmaan %DD : l0G.

[(A165y'A3a5e)x I l5]. Data DD kitin yang diperoleh dianalisis menggunakan Sidik Ragam

untuk menentukan adanya perbedaan pada tanfkepercayaan 95% (c: 0,05).

DD kitin hasil isolasi yang diperoleh adalah 3,3165%. Angka ini manunjukkan

bahwa kitin hasil isolasi masih dikelompokan kitin. Proses deasetilasi kitin hasil isolasi

menggunakan larutan NaOH dan KOH 4V/o dan 5fflo menghasilkan DD di atas 40o/o.

Hal ini dapat diaflikan bahwa proses deasailas menggmakan larutan NaOH dan KOH

40% dan 50% telah menghasilkan kilosan. DD kitin terdeasetilasi lebih besar

menggunakan larutan KOH dibandingkan larutan NaOH. Walaupun demikian

perbedaan konsentrasi basa 40plo dan dan 5vlo lernyata tidak berarti menunrt analisa

varians pada o{),05.

Variasi konsentrasi NaOH dm KOH menunjukkan variasi jumlah OH- yarg akan

bereaksi selama proses deasetilasi dan juga manunjukkan variasi konsentrasi ion Na*

dan X* ddam medium. Semakin banyak OII dalam larutan semakir besar kemungkinan

penyemngm gugus karbon karbonit pada as€tamida sehingga lebih besar kemungkinan

asetil dilepaskan. Proses penyerangan ini diduga dipengaruhi pula oleh keberadaan ion-

ion pada medium reaksi seperti ion Na*, ion K. Hat ini diduga terjadi pada konssntrasi

NaOH 50plo dan KOH 50olo, sehingga temmari DD kitin lebih besar pada NaOH 5V/o.

Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa KOH dan NaOH dengan variasi

konsentrasi 4V/o dt 50% tidak bapengaruh nyata terhadap DD kitin. DD kitin paling

tinggi dihasilkan pada NaOH 50 %. Berdasarkan penemuan pada penelitian ini,

disarankan maneliti lanjut (l) Deasetilasi kitin deagan variasi lain seperti ternperatur

dan pengadukan (2) Kegunaan kitosan sebagai pargawet pangan (3) kitin sebagai

subst-at kitinase



PENGANTAR

Kegiatan penelitian mendukung pengernbangan ilrnu s€rta terapannya. Dalam hal
ini, Lembaga Penelitian Univenitas Negeri Padang berusaha mendorong dosen unhrk
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Universitas Negeri Padang akan dapat memberikan informasi yang dapat dipakai
sebagai bagian upaya penting dalam peningkaran mutu p€ndidikan pada umumnya- Di
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Hasil penelitian ini telah ditelaah oleh tim pembahas usul dan laporan penelitiarl
kemudian untuk tujuan diseminasi, hasil penelitian ini telah diseminarkan di tingkat
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umumnya dan khususnya peningkatan mutu staf akademik Universitas Negeri padang,
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pereviu Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang. Secara khusug kami
memyampeikan terimakasih kepada Rektor Universitas Negeri padang yang telah
berkenan memberi bantuan pendanaan bagi penelitian ini. Kami fdkin tanpa dedikasi
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BAB I

PEI\IDAH{JLUAN

A. Latar Belakang

Udang merupakan salah saru pangan yang banyak digemari masyarakat karena

mengandung gizi yang tinggi, memiliki aroma yang khas dan r*zr yang lezat. Bagian

udang yang dimanfaatkan sebagai pangan terurama adalah daging udang. Daging udang

mengandung asam amino essensiai sepefii iisin, histidin, arginin dan timsin (Moeljanto,

1979 dalam Purwaningsih, 2000:2). Bagian udang yang tidak dikonsumsi manusia

dapat menjadi limbah udang.

Limbah udang berasal dari kulit, kepala dan ekor udang. Limbah kepala udang

mencapai 35o/o-50o/o dari total berat udang (Kompas, 2006:l). Di Indonesia sebagian

limbah udang telah dimanfaatkan pada pembuatan kerupuk udang, terasi dan bahan

pencampur pakan ternak. Pada negara maju seperti Amerika dan Jepang, lirnbah udang

telah dimanfaatkan antara lain pada; industri farmasi, biokimia, biomedikal, pangan,

pertanian, dan kesehatan (Lang, 1995:109-114). Hal ini karena limbah udang dapat

dimanfaatkan sebagai zat pembuat kitosan.

Limbah udang memiliki polensi yang besar untuk diolah menjadi kitosar karena

ketersediaan limbah udang sebagai bahan baku cukup besar dan mudah diperoleh

(Widodo, 2006:9). Produksi udang Indonesia tutal-a,t^ meningkat *besart 7,4o/o

pertahun. Pada tahun 2001 produksinya mencapai 633.681 ton. Jika diasumsikan laju

produksi tetap, maka pada tahun 20O4 potensi udang diperkirakan sebesar 7E5.025 ton,

Dari jumlah itu 60-70% menjadi limbah (bagian kulit, kepala dan ekor). Melalui proses

demineralisasi dan deproteinisasi dengan rendemen 20o/o akan dihasilkan kitin sebesar



157.005 ton. Pada proses deasetilasi kitin dengan rendemen 80% akan diperoleh

kitosan sebesar 125.604 lon (Prasetyo, 2004:2).

Limbah kulit udang terdiri dari tiga komponen utama yaitu protein (25o/o-44Vo),

kalsium karbonat (45o/o-50yo), dan kitin (llo/o-2oYo) (Fohcher, 1992:97). Kandungan

)iitin pada limbah kulit udang sekitar 20-50%o brra,t kering. Kitin adalah kelompok

karbohidrat yang tergolong structurol homoglycans. Monomer kitin adalah 2-

asetamida-2{eoksi-D4lukosa (N-aseiil glukosamin) (Horton, 2002: 247). Struktur

molekul kitin berupa rantai lunrs panjang. Kitin merupakan polimer alam terbanyak di

dunia setelah selulosa (Yanmin g, et al.200l:.216).

Kitin dapat diisolasi dari limbah udang dengan cara demineralisasi kernudian

deproteinisasi. Demineralisasi bertujuan untuk menghilangkan mineral yang terdapat

pada limbah udang menggunakan pelarut asam. Tujuan deproteinisasi untuk

menghilangkan protein yang terdapat p2.12 limbah udang menggunakan pelanrt basa.

Untuk mempercepat proses donineralisasi dan deproteinisasi dilakukan pemanasan dan

penggilingan. Kitin yang diperoleh dapat diubah menjadi kitosan dengan cara merubah

gugus asetamida (-NHCOCH3) pada kitin menjadi gugus amina (-NH2).

Ukuran besamya penghilangan gugus asetil pada gugus asetamida kitin dikenal

dengan istilah derajat deaselitilasi (DD). Jfta DD 4Gl00p/o (derajat asetilasi, DA kecil

d^i 4Y/o) disebut kitosan OerbojevictL 2000:267), sedangkan Khan, e, al (2002)

menyatakan bahwa kitin dengan DD 7 5o/o alau lebih umumnya dikenal sebagai kitosan.

Derajar deasetilasi addah salah satu karakteristik kimia yang paling penting karena DD

memp€ngaruhip?rformore kitovn pada banyak aplikasinya (Khan et a1,2002:2).

Kitosan mempunyai banyak kegunaan dan keunggulan dibandingkan kitin

sehingga kitosan dijuluki *bagai nngic of nature. Kitosan dapat digunakan pada

prosesing makanan, pengobatan, bioteknologi dan menjadi material yang menarik pada

2



apir&,asi biomedicol dan pharmaeeutical. Hal ini karena kitosan tidak tokstlg biological

activity, biocompatibility, biodcgradobility, dan dapat dimodifikasi secara kimia dan

fisika (Lee,2004:3). Lee (2{XX) memodifikasi kirosan yang dapat digunakan untuk

detoksifikasi. Pada prosesing makanan kitosan dapat dimanfaatkan sebagai pengawet

ikan dan tahu (Hardjitq 2006.). Kitosan dapat juga digunakan sebagai bioabsorben

logamJogam berat beracun pada limbah perairan (Marganol2003). Dengan demikian

limbah udang sangat potensial untuk dimanfaatkan.

Proses decetilisasi kitin dapat dilalokan dengirn cara memanaskan kitin dalam

larutan basa kuat konsentasi tinggi @astamaq 1989;Hang 1989). Fahmi ( I 997)

menggunakan NaOH 507o diperoleh kitosan dengan DD 7!,5o/". Ardiato (2007)

menggunakan NaOH 40% diperoleh kitosan dengan DD 72,2Y/o KOH merupakan

basa yang lebih kuar dibandingkan NaOH. Keefektifan kedua basa ini untuk merubah

gugus asetamida (-NHCOCH3) pada kitin menjadi gugus amina (-NH2) belum

pemah dilapo*an. Oleh sebab io diteliti pengaruh jenis dan konsentrasi basa rerhadap

derajat deasetilasi kirin dari limbah kulit udang.

B. Peromusen Maseleh

Yang menjadi masalah pada penelitian ini adalah bagaimanalah pengaruh jenis

dan konsentrasi basa terhadap derajat deasetilasi kitin dari limbah kulit udang.

Perrclitian ini terbatas pada hal-hal berikut :

a. Variasi basa yang digunakan terbahs pada NaOH dan KOH masing-masing dengan

konsentrasi 40 d^n sE/o?

b. Limbah udang yang digunakan berasal dari limbah udang putih (Litoperceus

varutnwi)

c. Reaksi deasetilasi dilakukan pada suhu 1000C selama 5 jam.

3



BAB tr

TINJAUATI PUSTAXA

A. Udeng

Udang dapat dibedakan hrdasa*an tempat hidupnya yaitu udang laut dan udang

darat. Udang termasuk filmr Arthropoda. Anatomi udang pada umumnya sama yaitu

terdiri dari kepala badarL ekor, kaki, dan sungut. Bentuk udang bermacam-macam

sehingga dibedakan menjadi beberapa jenis yaitu: udang windq urlang putih, udang

werus, udang jari, udang galah, udang kosoh udang terotol dan udang barong

(Hariadi, 1994:23-28). Taksonomi udang putih adalah sebagai berikut; Filum:

Arthopoda, Kelas: Crustace4 Family: Decapoda, Genus: Litopenaeus, Spesies:

Litopnceus vanremei (Haliman, 2005 : 1 I ). Foto udang putih dimuat pada Gambar I .

Gambar l. Udang putih (Litopeneeus vowreme[)
(Atas kebaikan Rahmi Marfa l-esy)

Kulit udang terdiri dari tiga komponen utama yaitu protein (25o/o-44%o), kalsium

karbonat (45o/o-50o/o), dan kitin (l5o/o-20yo) (Fohcher, 1992:97). Kitin mempunyai

struktur yang sama walaupun berasal dari sumber yang berbeda, rcapi assosiasinya

4



dengan protein dan kalsium karbonat berbeda kadarnya Kitin dapat diisolasi dari

limbah udang dengan cara demineralisasi kemudian deproteinisasi. Demineralisasi

bemrjuan untuk menghilangkan mineral yang terdapat pada limbah udang

menggunakan pelarut asam. Tujuan depmteinisasi untuk menghilangkan protein yang

tedapat pada limbah udang menggunakan pelanrt basa. Untuk mempercepat proses

demineralisasi dan deproteinisasi dilakukan pemanasan dan penggilingan.

B. Kitin

Kitin merupakan ka6ohidmt kelompok polisakarida. Biopolimer ini merupakan

komponen utama arthopoda dan rangka luar dari s€Erngg4 kepiting dan kulit udang.

Kilin adalah kelompok karbohidrat yang tergolong structural funoglycans. Monomer

kitin adalah 2-asstamida-2{eoksi-D€lukosa (N-asetil glukosamin) (Horton,2002:

247). Strukor molekul kitin benrpa ranlai lurus panjang. Ikatan antara monomer kitin

adalal ikatan glikosida pada posisi p(14). M, kirin sekitar 1,2x106. Kitin merupo.kan

biopolimer yang melimpah di alam setelah selulosa (Yanming et al,20Ol:216).

Struktur molekul kitin mirip selulosa- Persamaan antara selulosa dengan kitin

adalah ikatan antara monomernya yaitu ikatan glikosida pada posisi p(la). perbedaan

antara kitin dengar selulosa terlerak pada atom C nomor 2 setiap monomernya. pada

selulosa terikat gugus hidroksil (-OfD (Crambar 2), sedangkan pada kitin berupa gugus

asetamida (-NHCOCH3) (Crarnbar 3).

Bentuk krisralin kitin dapat dibedakan atas tiga tip€ yaitu o-kitin, F.kitin, dan T-

kitin. Tiap tipe dibedakan berdasarkan banyaknya rantai kitin dalam unit kitin : a-kitin

mempunyai dua rantai, Fkitin mempunyai satu rantai, dan 7-kitin mempunyai tiga

rantai. Kitin pa& kulit udang termasuk tipe o-kitin yang merupakan bentuk kitin yang

paling stabil dan melimpah (Shimojoh el a/,199t).
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Gambar 2- Struktur molekul selulosa
(Lee, 2004:16)
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Gambar 3. Struktur molekul kitin
(Lee, 2004: l6)

Kitin tidak larut dalam air, asam encer, basa encer, alkohol atau pelarut organik

lainnya. Polisakarida ini dapat larut dalam asam klorida pa, asam sulfat pa. Adanya

kitin dapat dideteksi dengan reaksi wama Van Wesslink. Pada cara ini kitin direaksikan

dengan ITKI memberikan warna coklat, kemudian jika ditambahkan asam sulfat, warna

berubah menjadi violet. Penrbahan wama dari coklat menjadi violet menunjukkan

reaksi positip adanya kitin.

C. Base kuat untuk trensformasi kitin menjadi kitman

Sebagian besar gugus asetil (-COCH, pada gugus asetamida (-NHCOCH3) kitin

dapat digantikan oleh hidrogen dari OII menjadi gugus amina (-NH2) (Gambar 4).

Ukuran besarnya penghilangan gugus asetil pada gugus asetamida kitin dikenal dengan

istilah derajat deasetilasi (DD). Jika DD 40-100% (derajar asetilasi, DA kecil dan 4O%)

disebut kitosan (Ierbojevich, 20OO:267). Proses penghilangan gugus aseti I pada kitin

tidak lain adalah untuk transformasi kitin menjadi kitosan.

6
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Gambar 4. Penghilangan gugus asetil pada gugus asetamida
(Lee, 2004: l6)

Transfc;rnasi kitin n:cnjadi kitosan digui-t:an basa kuat konserrirasi tinggi

lBastaman, I 9E9;Hang I 989y. Fahmi ( 1997) menggunakan NaOH 50% diperoleh

kitosan dengan DD 73,5%o. Ardiato (2007) menggunakan NaOH 40olo diperoteh kitosan

dengan DD 72,28o/o. knyawa yang dalam pelarut air termasuk basa kuat dianlaranya

NaOH dan KOH. KOH merupakan basa yang lebih kuar dibandingkan NaOH.

Keefektifan kedua basa ini untuk melepaskan gugls asetil pada gugus asetamida

(-NHCOCH3) kitin menjadi gugus amina (-NH) belum pemah dilaporkan. Dengan

demikian pada pros€s transformasi ini terjadi penghilangan gugus asetil.

Proses penghilangan gugus asetil dinamakan dengan deasetilasi, hoses deasetilasi

bcrtujuan untuk memuhtskan ikatan kovalen antara gugus asetil dengan nitrogen pada

gugus asetamida kitin sehingga berubah menjadi gugus amina (-NH2). Dengan

demikian pelepasao gugus asetil pada asetamida kitin menghasilkan gugus am ina

terdeaseti lasi (Gambar 4).

Mekanisme deasetilasi kitin terjadi pada larutan basa- Dalam larutan basa karbon

karbonil suatu ester dapat diserang oleh suatu nukleofil yang baik tanpa protonasi

sebelumnya (Fessendeq 1982:134). Proses deasetilasi gugus asetil pada asetamida kitin

dapat dijelaskan sebagai berikut: gugus karbon karbonil discrang oleh nukleofil Olf'

MiLIK PERPUSTAKAAI'I

LII,iIV- NEGERI PADANG
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akibatnya terjadi reaksi adisi sehingga terbentuk zzt antata. Zai anlara ini selanjutnya

mengalami reaksi elimininasi sehingga gugus as€til pada asetamida kitin lepas

membennrk asetat (Gambar 5).

Proses pelepasan gugus asetil dari gugus asetamida kitin berhubungan dengan

konsentrasi ion OH- pada lantan. Konssnt-asi OH- akan lebih besar pada larutan basa

kuaL Sernakin kuat suatu basa semakin besar konsenb-asi OH- dalam larutannya.

Dengan demikian kekuaran basa mempengaruhi proses deasetilasi gugus as€til dari

gugus asetamida kitin. OIeh sebab itu pada penelitian ini digunakan kelompok bosa

kuat yaitu NaOH dan KOH.

+
o

H adisi

H

.limirEi

CHr

H +

o
il

Hrc
30: \V

II}I-_NH
clrr

t adian E-arstsi

Gambar 5. Mekanisme rcaksi pelepasan gugus asetil pada
as€tamida CNHCOCHT) kitin.
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D. Kitosan

Kitosan menrpakan kitin yang terdeasetilasi. Kitin dan kitosan merupakan nama

dua kelompok s€nyawa yang tidak dibar,si dengan stoikiomehi pasri. Kitin adalah poli

N-asetil glukosamin yang terdeasetilasi sedikit, s€dangkan kitosan adalah kitin yang

rcrdeasailasi sebanyak mungkin. Kitosan dinamakan poliglukosamin jika kitin

terdeasetilasi sempuma ( 100%).

Perbedaan kirin dengan kitosan dapat didasarkan pada kandungan nitrogennya.

Bila nitrogen kurang dari 7o/o, maka polimer disebut kitin dan apabila kandungan total

lebih dari 7Yo maka disebut kitosan. Derajat deasetilasi (DD) kitinrkitosan dapat

ditentukan dengan FTIR. DD kitin komersial 40-100% (derajat asetilasi, DA kecil dari

48lo) (Te6ojevictt 2000:267). Khan, er al (2002) menyatakan bahwa kitin dengan DD

75Yo atau lebih dikenal sebagai kitosan. DD adalah salah satu karakteristik kimia yang

paling penting dari kitosan karena DD memp€ngaruhi perfonnance kitosan pada

banyak aplikasinya (Khan et ol,20O2:2).1\4 kitosan sekitar 1,2 x ld bergantung pada

degradasi yang terjadi selama proses deasetilasi.

Sifat-sifa kitosan dihubungkan dengan adanya gugus-gugus fungsi amin4 gugus

hidroksi primer dan hidroksi s€kunder. Adanya gugus ini menyebabkan kitosan

mernpunyai kereaktifan kimia yang tinggi dibandingkan kitin. Gugus-gugus fimgsi

tersebut menyebabkan kitosan dapat berinreraksi dengan zat-zat organik seperti protein,

sehingga kitosan relatif lebih banyak digunakan pada berbagai bidang indusri terapan

dan kerhatan @urwantiningsih , 1992:10). Selain itu kirosan dapat dimodifikasi

struktumya melalui gugus-gugus fungsi tersebut.

Kitosan merupakan s€nyawa yang tidak larut dalam air, larutan basa kuat sedikit

larut dalam HCI dan HNq dan tidak larut dalam HzSOr. Kitosan mudah mengalami

degradasi- Kitosan dapat dengan mudah berinteraksi dengan zat-zat organik seperti

9



protein. OIeh sebab itu kitosan lebih banyak ada bidang industri terapan dan industri

kesehatan (Purwantingsih, 1992:10). Pelarut kitosan yang baik adalah asam asetat

(widodo, 2006).

Kitosan mempunyai banyak kegunaan dan keunggulan dibandingkan kitin

sehingga kitosan dijuluki xbagai magic of rature. Kitosan dapat digunakan pada

prosesinB makanan, pengobatan, bioteknologi dan menjadi material yang menarik pada

aplikasi biomedical dan plunnueuticaL Hal ini karena kitosan tidak toksiVe biological

actitity, biocompatibility, biodegradability, dan.lapat dimodifikasi secara kimia dan

fisika (Lee,2004:3). Lee (2ffi4) memodifikasi kitosan yang dapat digunakan untuk

detoksifikasi. Mello et ol (20O6) manodifikasi kitosan menjadi N-succinil-kitosan yang

merupakan turunan kitosan yang lebih mudah larut dalam air. Sifat ini sangat penting

pada penggunaan kitosan pada sistem biologi. Pada prosesing makanan kitosan dapat

dimanfaatkan sebagai pengawet ikan dan tahu (Hardjito, 2006.)- Kitosan dapar juga

digunakan sebagai bioabsorben logam-logam berat beracun pada limbah perairan

(Marganof,2003). Karakteristik kitosan yang penring adalah derajat deasetilasi (DD).

Nilai DD dapat ditentukan dengan FTIR (Fourier-Tronsform Infrond).

E. Penentoan DD kitin dengrn FTIR

FTIR adalah suatu metoda karakterisasi gugus fungsi atau senyawa berdasarkan

pada serapan radiasi inframerah oleh atom yang mengalami vibrasi. Aralisa ini

berdasarkan pada fakta bahwa molekul memiliki frekuensi vibrasi yang spesifik

Frekuensi ini terjadi dalam spektrum elektromagnetik daerah inframerah pada bilangan

gelombang 40@-400 cm-r.

Apabila sampel diletakkan dalam sinar inframerah, maka sampel akan menyerap

radiasi tersebut pada fukuensi yang sesuai dengan fiekuensi vibrasi molekular, tetapi
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meneruskaD semua frekuensi lainnya. Frekuensi radiasi yang diserap akan diukur oleh

spektrofotometer FTIR dan menghasilkan plot antara intensitas radiasi yang terukur

versus panjang gelombang arau bilangan gelombang dikenal sebagai spektrum

inflamerah (Smith, 1998:5).

Derajat deasetilasi kitin ditentulan dengan metoda base-line- Metoda ini

berdasarkan perbardingan nilai absorbansi pita serapan dari spektrum infi-arnerah pada

bilangan gelombang 1655 cm-r dan 3450 cm''. Absorbansi (A) dinyarakan sebagai

persamaan ( I ), sedangkan nilai DD dinyatakan sebagai persamaar (2).

,e=rosl9"P
Dimana, Po = 7o lransmitan pada base-line (serapan maksimum)

P = 70 transmitan pada serapan maksimum

(l)

%DD = l0G[(A rcoy'A:qso)x I l5] (2)

Nilai Aross dan Arso merupakan nilai A yang sesuai untuk pita serapan 1655 crn-t

dan 3450 cm-r. Pita serapan 1655 cm-r menrpakan pita serapan karbonil gugus N-ase{il

sedangkan pira serapan 3450 cm-l merupakan pita serapan gugus NH2 (Khan er

a1.,2O02:3: Mello et al.2OM:666).



BAB Itr

TUruAI{ PENELITIAN DAN MANT'AAT PENELITIAN

A.Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh NaOH dan KOH masing-masing

dengan konsentrasi 40Yo., 5tr/o lerhadap DD kitin; menentukan konsentrasi basa yang

menghasilkan DD kitin yang paling besar.

B. Menfaat Penelitian

Manfaat penelitian adalah memberikan konribusi pada perkernbangan IPTEK

dalam bidang biokimi4 khusunya biopolimer yaitu mernberikan informasi tentang

pembrr"t"n kitosal dari kitin limbah udang yang dapat digunakan diantaranya sebagai

p€ngawet pangan.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

A. Jenis Pcnelitian

Penelitian ini merupal:an penelitian eksperimen yang dilakukan di laboratorium

Biokirnia dan Laboratorium Penelitian FMIPA IINP dari bulan Juli sampai dengan

September 2009. Pengukuran spektrofotometer FTIR kitin dan kitosan dilakukan di

Laboratorium Farmasi Universitas Andalas Padang.

B. Variabel Penelitiar

Variabel bebas penelitian ini adalah jenis bav dan konsentrasi basa. Variabel

terikat adalah DD kitin yang terbentuk dari kitin yang diisolasi dari limbah kulit udang.

C. Disain Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lorgkap (RAL) dengan 2 faltor dan

2 kali ulangan. Faktor I adalah jenis basa yang terdiri dari 2 level yaitu KOH dan

NaOH. Faktor 2 adalah variasi konsentrasi b6sa yaitu 4V/o dan 5V/o.

D. Objek Perclitian

Objek penelitian adalah kulit udang putih yang diambil diPasar pagi purus padang.

E. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan adalah peralatan gelaq blender gilinlepung overl

kertas pH, kertas vring FTIR spektrometer, ayakan 4G60 mesh, neraca analitilg botol

reagen, labu ukur (lL, l00ml-, lftnl), labu sernprot, batang pengaduk, pipet teteq

pipet mikro, gelas kimia (lL, 250mL, 50mL), kaca arloji, corong dan tabung reaksi.

Bahan yang digunakan adalah kulit udang, NaOtI, KOH, aquadeg aseton dan NazSzOr.
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F. Prosedur penelitian

LangkahJangkah utama penelitian adalah : (l).Persiapan sampel kulit udang; (2)

Isolasi kitin dari kulit udang dan deasetilasi. Secara rinci langkah pembentukan kitosan

dari kitin hasil isolasi limbah udang pada variasi jenis dan konsentrasi basa adalah

sebagai berikut :

a. Persiapan sampel

Limbah kulit udang dibersihkan dari sisa kotoran dan daging udang yang rertinggal

pada kulit. Kulit udang diicuci bersih dengan air berkali-kali. Kulir udang dikeringkan

dalam oven suhu 40oC selama 3 jam. Kulit udang kering digiling kasar dengan blender.

b. Isolasi kitin

Isolasi kitin dan proses deasetilasi kitin dilakukan sesuai meroda Hang (Fahmi,

1997:61-68). Isolasi kitin dari kulir udang meliputi tahap deproteinisasi dan

dem ineralisasi dan tahap dekolorisasi.

Tahap Deprotcinisasi

Sebanyak 50 gram sampel kulit udang dimasukkan ke dalam gelas kimia dan

ditambah 500 mL NaOH 3,5%. kemudian dimasukkan ke dalam oven suhu 65t
selama 4 jam. Larutan dipisahkan dari residu kulir udang. Residu kulir udang

dinetralkan dengan aquadest.

Untuk menentukaD residu masih mengandung protein atau tidak dilat<ukan

identifikasi protein yaitu tes Biuret Sebanyak 0,5 g rcsidu dimasukkan ke dalam

tabung reaksi, dtambahftan beberapa tetes NaOH l|yo dan 2 teies larutan CuSO4. Jika

warna biru tidak berubah, bemrti kandungan proteinnya telah habis. Apabila kandungan

protein masih ada maka dilakukan pengulangan perendaman dengan NaOH 3,5%

seperti prosedur di at,s. Residu dianalisa kembali dengan tes Biuret. setelah residu

b€bas protein, dilanjutkan dengan tahap demineralisasi.
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Tahap Demineralisasi

Residu dimasukkan dalam gelas kimia I L dan ditambahkan secara berlahan HCI

1,0 N. Penambahan HCI dilakukan sambil pengadukan sampai semua gas CO2 habis

(30 menit). Residu dipisahkan dari larutan, dinetralkan dengan aquades.

Tahap Dekolorisasi

Kitin direndam dengan 500 mL as€ton selama l5 menit, kemudian disaring. Kitin

direndam dengan lO0 mL NazSzOn 3,5%o *lama 2,5 jam. Kitin disaring dan dicuci

dengan aquades sampai pH netral, kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 650C.

selama 4 jam. Kitin yang diperoleh dikarakterisasi dengan spektromeler FTIR.

c. Deasetilasi

Satu gram kitin ditambahkan 100 mL KOH atau NaOH dengan variasi konsentrasi.

Reaksi dilakukan pada suhu 1000C selama 5 jam. Larutan dipisahkan dari residu dan

residu dinetralkan melalui p€ncucian dengan aquades berkali-kali. Residu dikeringkan

selama 4 jam pada suhu 60'C. Setelah kering, residu digiling halus dan diayak dengan

ukuran 20-40 mesh. Residu tersebut dikarakterisasi dengan spektroforometer F[IR.

d. Pengukuran dcngen spektrofotomeler FIIR

Kitin atau kitosan disimpan dalam desikator selana satu hari sebelum dibuat pelet

KBr. Pembuatan p€let KBr dilakukan dengan mencampr:rkan sampel + I mg dan KBr

10-100 mg. Campuran serbuk digerus sampai homogen dan ditekan dengan pompa

hidrolik. Pelet yang diperoleh dianalisa dengan spektrofotuneter FTIR.

G.Tekrik Analisis Ilata

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis menggunakan Sidik Ragam

untuk menentukan adanya perbedaan pada taraf kepercayaan 95%o (a: 0,05) dan

dilanjurkan dengan Uji Jarak Berganda Ducan (UJBD) pada taraf kepercayaan (a: 0,05)

(Wapolle, 1992:403).
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BAB V

IIASIL DAII PEMBAHASAN

A. Hrsll Penelitian

l. Isolasi kitin deri limbah kulit udang

Limbah kulit udang dipisahkan dari k-ulit kepal4 dan ekor udang. Kulit udang

dibersihkan dan dikeringkan pada oven (40450C) selama 3 jam. Kulit udang kering

digiling kasar. Kulit udang kering dipisahkan dari protein dengan mercndam dalam

larutan NaOH. Kulit udang bebas protein dipisahkan dari mineral dengan cara

merendam dalam larutan HCl. Deklorinasi pada kulit udang yang bebas protein dan

mineral dilakukan dengan cara merendam dalam larutan Na2S2O1. Kitin yang diperoleh

27,97 gram dari 135 gram kulil udang kering. Foto kitin dimuat pada Gambar 6.

Gambar 6. Kitin yang diisolasi dari kulit udang kering
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2. DD Kitin Hasil Isolasi dan Deasctil'si

Kitin hasil isolasi dideasetilasi menggunakan larutan NaOH dan KOH masing-

masing dengan konsentrasi 4V/o dan 50%. DD kitin diperoleh besar dari 45%. Dengan

demikian proses deasetilasi kitin dengan NaOH dan KOH konsentrasi 40Yo dan 50o/o

telah diperoleh kitosan (cambar A.

Gambar 7. Kitosan
A. Kitin yang dideasetilasi dengan NaOH 40%; B. Kitin yang dideasetilasi dengan
NaOH 50%; C.Kitin yang dideasetilasi dengan KOH 40%; D.Kitin yang
dideasetilasi dengan KOH 50%.

DD kitin sebelum deasetilasi dan DD kitin setelah deasetilasi dengan larutan

NaOH dan KOH ditentukan dari spektrum FTIR menggunakan p€rsamaan 2. Proses

deasetilasi kitin dengan NaOH, KOH dan pengukuran spektrum kitin hasil deasetilasi

menggunakan spektrofotometer FTIR dilakukan masing-masing dua kali. Spektrum

inframerah kitin dan kitin terdeasetilasi dimuat pada lampiran 2, 3 dan 4.

Tabel l. %DD kitin pada variasi konsentra5l 112Qfl rlan KOH

Konsentrasi larutan basa o/oDD

ulangan ke-l
%DD

ulangan ke-2

o/oDD

rata-rata
NaOH 40%
NaOH 50%

59,3136
66,6768

55,3230
64,5960

57.3183
65,$a

KOH 40% 62,4743 60,3572 61,4158
KOH 50% 63.3750 u.2735 63.8243
Kontrol (kitin hasil isolasi) 3,3165

BA C D
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B. Pembabasan

l. Isolasi kitin dari kulit udang

Isolasi kitin dari kulit udang pada prinsipnya adalah memisahkan kitin dari

komponen-komponen protein dan kalsium karbonat Hal ini karena kulit udang terdiri

dari tiga komponen utama yaitu pro&in (25o/o44o/o), kalsium karbonat (45o/o-5W/o), dan

kitin (l5ob29/o) (Fohcher, 1992:97). Proses penghilangan prorein dari kulit udang

dikenal dengan dcproteinisasi. Keefektifan proses depmteinisasi tergantung pada

kekuatan basa yang digunakakan (PurwaningsilL 1993:.29). Pada penelitian ini

digunakan larutan basa NaOH 3,5%.

Hasil uji Biurtt kulit udang telah bebas protein memberikan uji negative yaitu

tidak tertentuknya warna ungu akibat pembentukan komplek Biuret yang merupakan

komplek koordinasi dari atom Cu*2 pada reagen Biuet dengan empat alom nitrogen

pada untai peptide/protein dalam larutan alkalin (Cla*1977:75).

hoses penghilangan mineral dari kulit udang dikenal dorgan i*ilah

demineralisasi. Mineral yang dihilangkan adalah CaCq dalam jumlah b€sar dan

Ca3(PO1)2 dalam jumlah kecil. Mineral ini dipisahkan dari kulit udang dengan cara

merendam kulit dang dalam larutan HCl. Akibatsrya adalah dilepaskan gas CO2 dar

terbsnhrk ion Ca*2, ion HuPOr' yang terlarut dalam laruran berair. Persamaan reaksi

dapat ditulis seperti di bawah ini.

CaCO{, + 2HC\"q) -* CaCla"ei + H2O + COzc)

Ca3(POr)49 + 4HC\a1 ---+ 2CaClaay + Ca(H2POr)1a;

Wama pada kulit udang terutama disebabkan oleh senyawa karcten, b€berapa

komponen a$acene, asdra:ontiq chataxanthin dan lutein (Robert, 1992:58), Senyawa

ini dihilangkan dad kulit udang dengan bleaching dengan NaSzOr. Selanjutnya gugus

asetil pada kitin dilepaskan yang dftenal dengan deasetilasi.
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2. Proses deasetilesi kitin

Proses penghilangan gugus asetil ({H3COO) dari gugus asetamida (-NHCOCH3)

sehingga terbentuk gugus amina (NH2) disebut juga deasetilasi. Jika gugus asetil lepas

dari kitin maka disebut deasetilasi kitin. Mekanisrne deasetilasi kitin terjadi pada

larutan basa Dalam larutan basa karbon karbonil suaru ester dapat diserang oleh suatu

nukleofil yang baik tanpa Fotonasi sebelumnya (Fessenderl 1982:134). Proses

deasetilasi gugus asetil pada asetamida kitin dapat dijelaskan sebagai benikut: gugus

karbon karbonil discrang oleh nukleofil Otf, akibatrya terjadi reaksi adisi sehingga

te6entuk zal antan- Z.al antalra_ ini selanjumya mengalami reaksi etimininasi sehingm

gugus asetil pada asetamida kitin kpas membentuk asetat (Cambar 5).

Proses pelepasan gugus asetil dari gugus as€tami& kitin berhubungan dengan

konscntrasi ion Olf pada larutan. Konsentrasi OII akan lebih besar pada larutan basa

kuat. Semakin kuat suatu basa sernakin besar konsent-asi OII dalam larutannya.

Dengan demikian kekuaran basa mempcngaruhi proses deasetilasi gugus asetil dari

gugus asetamida kitin. OIeh sebab iru pada penelitian ini digunakan kelompok basa

kuat yaitu NaOH dan KOH. KOH adalah basa yang lcbih kuat dibandingkan NaOH.

3. Spektrum FTIR kitir du kitir Lesil deasilesi

Pila serapan spcktsun FIIR kitin hasil isolasi dar kitio terdeasetilasi oleh lanrtan

NaOH dan KOH dinuat pada kmpiran Z 3 dut 4. IGrakristik pita pada spektrum

FflR kitin dimuat pada Tabel 2, sedangkan karalrcristik pita pada kitin terdeasetilasi

oleh larutan NaOH dan KOH dimuat pada Tabel 3. Yang perlu diperhatikan adalah

perbandingan nilai absorbansi pita serapan dari spektrum inframerah pada bilangan

gelombang 1655 cm'l dan 3450 cm-'. Prta serapan 1655 cm-l merupakan pita serapan

t9



karbonil gugus N-asetil sedangkan pita serapan 3450 cm'l merupakan pita serapan

gugus NH2 (Khan et a1.,2O02:3: Mello et ot.,2ffi6:666).

Tabel 2. Karakteristik pita pada spektrum FTIR kitin

Bilangan gelombang
("--')

Vibrasi

3437 Vibrasi ulur N-H amida sekuntier
2890 Vibrasi ulur C-H alifatik
l65l Vibrasi ulur C=O
1559 Vibrasi telruk N-H amina sekunder
1439 Vibrasi ulur C-N amina alifaik
l3l5 Vibrasi ulur C-N

Tabel 3. Karakteristik pita pada spektum FTIR kitin terdeasetilasi

Bilangan gelombang
(cm'' )

Vibrasi

3435 Vibrasi ulur N-H amida mer
2875 Vibrasi uhn C-H alifatik
l65l Vibrasi tekuk N-H amida sekunder
ll78 Vibrasi telruk N-H amina alifatik

Berdasarkan p€rsamaan 2, DD kilin hasil isolasi yang diperoleh adalah 3.3165%.

Angka ini menunjukkan bahwa kitin hasil isolasi masih dikelompokan kitin. Baxter

( 1992) menyatakan babwa kitin mernpunyai derajat deasetilasi 045%. hoses

deasetilasi kitin hasil isolasi menggunakan larutan NaOH dan KOH 4U/o dan Sff/o

menghasilkan DD di aras 45o/o (fabr;l 2). Hal ini dapal diarrikan bahwa proses

deasotilas menggunakan larutan NaOH dan KOH 4V/o dan 5V/o lr;lah menghasilkan

kitosan.

DD kitin terdeasetilasi lebih besar menggunakan larutan KOH dibandingkan

laruran NaOH. Hal ini dapar dijela*an bahwa KOH merupakan basa yang lebih kuar

dibandingkan NaOH. Kekuatan basa berlrubrmgan dengan jumlah OII yang dapar

ditambahkan ke dalam air. Jumlah OtI akan lebih banyak dilepeskan ke air dari KOH
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dibandingkan NaOllWalaupun demikian perbedaan ini temyata tidak begiru b€rarti

menurut analisa varians pada o=0,05.

DD kitin dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya kekuatan bas+ konsentrasi

basa, waktu reaksi dan suhu. Variasi konsent'asi NaOH dan KOH mcnunjukkan variasi

jumlah OH- yang akan bereaksi selarna proses deasetilasi dan juga menunjukkan variasi

konse ntrasi ion Na* dan K' aalam medium. Semakin banyak Olf datam larutan

sernakin besar kemungkinan penyerangan gugus karbon karbonil pada asetamida

sehingga lebih besar kemungkinan asetil dilepaskan. Proses penyerangan ini diduga

dipengaruhi pula oleh keberatl-^.r ion-ion lainnya pada medium reaksi seperti ion Na*,

ion K*. Ukuran ion K* lebih besar diboDdingkan ion Na* sehingga cukup menghalangi

penyerangan ion OH pada gugus karbon karbonil @a asetarnida jika jrmrlahnya

banyak. Hal ini diduga terjadi pada konsentrasi NaOH 50oZ dan KOH 50olq rhingga

teramati DD yang lebih besar pada kons€nrasi NaOH 50%.
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BAB V

KESIMPT]LAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Penelitian pengaruh jenis dan konsentrasi basa terhadap derajat deasetilasi kitin dari

limbah kulit udang dapat disimpulkan bahwa KOH dan NaOH dangan variasi

konsenuasi 4U/o dan 50lo tidak berpengaruh nyata terhadap DD kitin. DD kitin paling

tinggi dihasilkan pada NaOH 50 %.

B. Saren

Berdasarkan penemuan pada penelitian ini, disarankan :

l. Meneliti lanjut deasetilasi kitin dengan variasi lain seperti tcmperatur dan

pengadukan

2. Meneliti lanjut kegunaan kitosan sebagai pengawet pangan

3. Meneliti lanjut kitin sebagai substrat kitinase
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Lempiran 2

Spcklrum FTIR kitin yang diisolasi deri kulit odang
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Gambar 8. Spektrum FIIR Kititr

Perhitrmgan derajat deasetilasi kitin ?

A;5,5y = log 20,00/15,60:0,0E34

Ayat = 1a825,60114,20: O,O992

%Df,,tit,' = lOG (0,0E34/0,0992)xl l5l : 3,3165



Lampiren 3
Spektrum FTIR kitin terdeasetilgsi oleh NIOH
(Penguknran ke.l)
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Gambar 9. Spektrum FflR kitin terdeasetilasi oleh NaOH 40lo Q)

Gambar 10. Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi olch NaOH 50elo (I)
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Pengukuran ke-2
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Gambar I l. Spektrum FfIR k in rerdeasetilasi oleh NaOH 40olo (II)

Gambar 12. Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi oleh NaOH 509'0 (II)
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Lampiran 4
Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi obh KOH
(pcngukuran ke.l)
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Gambar 13. Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi oleh KOH 40% (I)

Gamhr 14. Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi oleh KOH 50olo (I)

30



Pengukuran ko.2

r1

t2

l,

1

5

l

2

I

taT

Garnbar 15. Spekaum FTIR kitin terdeasetilasi oleh KOH 40% 0D
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Gambar 16. Spektrum FTIR kitin terdeasetilasi oleh KOH 5Plo (lI)
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l,empirer t
Analisa verians DD kitir terdeasetilssi pada variasi konsentrasi NaOH dan KOH

Tabel 4. Analisa varians ToDD kitin terdca-setilasi

Keterangan :

A=2,n4
Fnn e < Fru @ c{,05: tidak signifikan

4963894
rKT = 59,31322 + 5532:,G + 66,6?6d + ... : 90,37498

8

245,90942 + 25C.,4EOG

JKA =

lz l,7\7f + 1t5,6t052 + l3o,05lf + 1zE,t6g52
JKB

JKG = JKT - JI(A - JKB : 90,3749E-2,61 1347,205M = 20,55824

Tabel 5. Jurnlefi ToDD kitin pada yariasi basa danjenis basa

4

496,38942
= 2,6113

E

2

496,38942
- 

-= 

6720544
E

Sumber
keszgr.nan

Derajat
kehgrsan

Jumlah Kuadrar
tengah

Fhft,,e

A.Jenis basa I 2,6113 JKA/I:
2,6113

2,61t3/5,13956 : 0,50EI

B.Konscntrasi
basa

3 67,20544 JKB/3 =
22,401Et

22,40181 I 5,13956 = 4,3587

Galat 4 20,s5E24 JKG/4:
5,13956

Total 8 90,37494

Konsentrasi basa NaOH KOH Jumlah
4ff/o 59,3 r 36 62,4743 t2l,'t879

55,3230 60,3572 r 15,6E02

5V/c 6,676E 63,3750 130,0518
64,5960 s273s 12E,8695

Jumlah 245,9094 250,4E00 496)t94
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B. DRAFARTIKELILMIAH

PENGARUH KONSENTRASI NaOH DAN KOH TERHADAP DERAIAT
DEASETILASI KITIN DARI LIMBAH KULIT I.JDANG

Minda Azhar, Rahmi Marfa Lesi, Sri Novalina
Jurusan Kimia FMIPA UNP Padang

E - m a i I : min&@&nioa.tno.aqid

ABSTRAK

Kitin merupakan polimer alam terbanyak di dunia setelah selulosa Tujuan
penelitian adalah untuk menguji pengaruh NaOH dan KOH masing-masing dangan
konsentrasi 4V/q Sf/o terfiadap Derajat Deasetilasi kitin; menent'.rkan konsrntrasi basa
yang manghasilkan Derajat Deasetilasi kitin yang paling besar. Penelitian ini
merupakan penelitian eksp€rimen. Penelitian menggunakan Rancangan Acak t €ngkap
(RAL) dengan 2 faktor dan 2 kali ulangan. Faktor I adalah jenis basa yaitu KOH dan
NaOH. Faktor 2 adalah variasi konsentrasi basa yaitu 4tr/o dan 50/o. Hasil penelitian
menunjuklon bahwa KOH dan NaOH dengan variasi konsentrasi 4tr/o dan SV/o fidak
berpengaruh nyata terhadap Derajat Deasctilasi kitin. Derajat Deasetilasi kitin paling
tinggi dihasilkan pa& NaOH 50 %.

PENDAET]LUAN

Limbah udaog berasal dari kulig kepala dan ekor udang. Limbah kepala udang

mencapai 35o/a5@/o dari total berat udang (Kompaq 2006:l). Di tndonesia s€bagian

limbah udang telah dimanfaatkan rmtuk pembuaan kerupuk udang terrsi dan bahe

pencampu pakan tenrak Pada negara maju rperti Amenlka dan Jepang, limbah udEng

telah dimanfratkan antara lain podq industri farmasi, biokimia, biomedikal, pmqan,

pertanian, dan kesehaan (Lang 1995:t09-ll4). IIal ini karena timbah udang dapar

dimanfaatkan sebagai zat pembuar kitosan.

Limbah udang memiliki potensi yang besar untuk diolah menjadi kilosan karena

keters€ili,,n Iimboh udang sebagai bahan baku cukup besar dan mudah diperoleh

(Widodo, 206:9). Produksi udang lndonesia rata-rata meningkat sebesar 2,4%

pertahun. Pada tahun 2001 produksinya memapai 633.6t1 ton. Jika diasurnsikan laju

produksi tetap, maka pada tahun 2004 potensi udang dipeftirakan sebesar 785.025 ton.

Dari jumlah iq 6S7V/o megadi limbah (bagian kulit, kepala dan ekor). Melalui proses

demineralisasi dan deproteinisasi dengan rendernen 2V/c akan dihasilkan kitin sebosar

157.005 ton. Pada proses deasetilasi kitin dengan rcndemen EOp/o akan diperoleh

33



kilosan sebesar 125.604 ton (Prasetyo, 2004:2), Dengan demikian limbah udang sangat

potensial untuk dimanfaatkan.

Limbah kulit udang terdiri dari tiga komponen utama yaitu protelrl. (25o/o-44%o),

kalsium karbonat (45o/o-50o/o), dan kitin (l1o/o-2W/o) (Fohcher, 1992:97). Kitin

mernpunyai struktur yang sama walaupun berasal dari sumber yang berbed4 tetapi

assosiasinya dengan protcin dan kalsium karbonat berbeda kadamya Kandungan khin

pada limbah kulit udang sekitar 20-5Plo berat kering. Kitin adalah kelompok

karbohidrat yang tergolong stnEtwal lomoglyarc. Monomer kitin adalah 2-

asetamida-2deoksi-D4lukosa (N-asetil glukosamin) Qlortoq 2002: 247). I[iar:rn

antara monomer kitin adalah ikatan glikosida pada posisi p(|4). Sruktrn molekul kititr

berupa rantai lurus panjang. Kitin merupakan polimer alam terbanyak di duria setelah

selulosa (Yanming et al,20ol:16).

Struktur molekul kitin mirip selulosa Persamaan antara selulosa dengan kitin

adalah ikatan antara monomemya yaitu ikatan glikosida pada posisi p(l{. Perbedaan

antara kitin dengan selulosa terlehk pada atom C nomor 2 setiap monomemya Pada

selulosa terikat gugus hidroksil (OH), sedangkan pada kitin berupa gugus asetamida (-

NHCOCH3). Adanya kitin dapat dideteksi dengan reaksi wama Van Wesslink Pada

cara ini kitin dircaksikan dengan I2-KI memborikan wama cokla! kemudian jika

ditambahkan asam sulfat, warna berubah menjadi violet. Perubahan warna dari coklal

menjadi violet menunjukkan reaksi positip adanya kitin.

Kitin dapat diisolasi dari limbah udang dengan cara dernineralisasi kemudian

deproteinisasi. Untuk manpercepat proses &mineralisasi dan deproteinisasi dilakulort

pemanasan dan penggilingan. Kitin yang diperoleh dapat diubah menjadi kitosan

dengan cara merubah gugus asetamida (-NHCOCH3) pada kitin menjadi gugus amina (-

NHz) (Gambar l). tlkumn besamya penghilangan gugus as€til pada gugus asetamida

dikenal dangao istilah derajal deasetilasi @D). Jitla DD 4G10ff/o (derajat asetilasi, DA

kecil dari 4Ple) disebut kitosan (terbojcvicb" 2000:267). Proses penghilangan gugus

asetil pada kitin tidak lain adalah untuk transformasi kitin menjadi kitosan.

Transformasi kitin menjadi kitosan digunakan basa kuat konsenrasi tinggi

(Basramaq l9t9; Hang I 9E9).

Proses penghilangan gugus asetil dinamakan deasetilasi. Proses deasetilasi

bertujuan untuk mernutuskan ikalan kovslen antara gugus asetil dengan nitrogen pada

gugus asetamida kitin sehingga berubah menjadi gugus amina (NH2). Dengan
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demikian pelepasan gugus aselil pada asetamida kitin menghasilkan gugus amina

terdeaseti lasi.
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Gambar l. Penghilangan gugus aselil pada gugus asetamida
(Lee, 20O4: l6)

Ukuran besamya peirghilangan gugus asetil pada gugus asstamida kitin dikenal

dengan istilah derajat deaseiitilasi (DD). Jika DD 4Gl00p/o (derajat ssetilasi, DA kecil

tun 4V/o) dis€but kitosan (terbojevic[ 20O0:267), s€dangkan Kharl er ol Q0{J2)

menyatakan bahwa kitin dengan DD 75o/o atau lebih umumnya dikenal sebagai kitosan.

Derajat deasetitasi adalah salah satu karakteristik kimia yang paling penting karena DD

mempengaruhi performotce kttovn pada banyak aplikasnya (Y,han et al,2002:2).

Kitin dan kitosan merupakan narna dua kelompok s€nyawa yang tidsk dibatasi

dengan stoikiometri pasi. Kitin adalah poli N-asetil glukosamin yang rcrasetilasi

sedikit, sedangkan kitosan adalah kitin yang terdeasetilasi sebanyak mmgkin. Kitosan

dinamakan poliglukosamin jika kitin terdeasetilasi sernpuma (10(P/o).

Sifat-sifar kitosan dihubungkan dengan adanya gugus-gugus fimgsi amin4 gugus

hidroksi primer dan hi&oksi sekunder. Adanya gugus ini menyebabkan kitosan

mernpunyai kereaktifan kimia yang tinggi dibandingkan kitin. Gugus-gugus fimgsi

tersebut menyebabkan kitosan dapat berintcnksi dengan zn'zx organik seperti proteiq

sehingga kitosan relaif lebih banyak digunakan pada bettagai bidang industri ter4an

dan kesehatan (Purwantiningsill 1992:10). Selain itu kitosan dapat dimodifikasi

stmktumya melalui gugus-gugus fungsi tersebut.

Kitosan menrpakan senyawa yang tidak larut dalam air, Iarutar basa kuat' sedikit

larut dalam HCI dan fNOl dan tidak hflt clalam H:SO+ Kitosan mudah mengalami

degradasi. Kitossn dapor dengan mudah berinteraksi &rtgut z t-zat organik seperti

protein. Oleh sebab iru kitosan lebih banyak ada bidang industri teraPan dan indu.si

kesehatan (Purwantingsih, 1992:10). Pelarul kitosan yang baik adalah asam asetat

(Widodo,2006).
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Kitosan mempunyai banyak kegunaan dan keunggulan dibandingkan kitin

sehingga kitosan dijuluki sebagai magic of natare. Kitosan &pat digunakan pada

prosesing makanan, pengobatan, bioteknologi dan menjadi material yang menarik pada

aplikasi bionedical bn plwtnaceuical. Hal ini karena kitosan tidak toksih biological

activity, biocompatibility, biodegradobility, dan dapat dirnodifikasi secara kimia dan

fisika (Lee,2004:3). l,ee (2004) mernodifrkasi kitosan yang dapat digunakan untuk

detoksifikasi. Mello er a/ (2006) memodifikasi kitosan menjadi N-succinil-kitosan yang

merupakan hrrunan kitocan yang lebih mudah larut dalam air. Sifat ini sangat penting

pada penggunaan kitosan pada sistem biologi. Pada prosesing makanan kitosan dapat

dimanfaatkan sebagai pe,ngawet ikan dan tahu (Hadjito, 2006.). Kitosan dqat juga

oigunakan sebagai bioabsorben iogam-logam berat beracun pada limbah perairan

(Marganofl003).

Karakteristik kitosan yang penting adalah derajat deasetilasi @D). Nilai DD dapar

ditentukan dengan FTIR (Fourier-Transform Infroredl. FIIR adalah suatu metoda

karakterisasi gugus fungsi alau senyawa berdasarkan pada rrapan radiasi in-Samerah

oleh atom yang mengalami vibrasi. Amlisa ini berdasarkan pada fakta bahwa molekul

memiliki frekuensi vibrasi yang spesifik. Frekuensi ini terjadi dalam spektsum

elektromagnetik daerah infi'amerah pada bihngan gelombang 4fi[-400 cm-r.

Derajat deasetilasi kitin ditentukan dengan metoda base-lite . Metoda ini

berdasar*an perbandingan nilai absorbansi pita serapan dari spektrum infiamerah poda

bilangan gelombang 1655 cm-r dan 3450 cm-'. Abrcrbansi (A) dinyaukan sebagai

persamaan (l), sedangkan nilai DD dinyatakan sebagai persanaan (2).

(l)

Dimoa, Po = % trdnsmitan pqda basc.lh€ (s€rapat rnaksimum)
P = % EarsmitaD p6dr $rapan EE&simum

%DD= l0G[(Arery'Arso)xll5] Q)

Nilai Aross dan A3a5o me-rupal<an nilai A yang sesuai untuk pita sempan 1655 cm-l

dan 3450 crn'!. Pita serapan 1655 cm-r merupakan pita serapan karbonil gugus N-asetil

sedangkan pita serapan 3450 cm'r merupakan pita serapan Bugus NHz (Khan el

al.2OU2:3 : Mello e t al. 2006:666).
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hoses deasetilisasi kitin dapat dilakukan dengan cara memanaskan kitin dalam

larutan basa krnt konsent-asi tinggi @astarnan,l 989; Hang 1989). Fahmi ( I 994

menggunakan NaOH 50olo diperoleh kiosan dengan DD 73,5o/o. Ardiato (2007)

menggunakan NaOH 40olo diperoleh kitosan dengan DD 72,2to/o. KOH merupakan

basa yang lebih kuat dibndingkan NaOH. Keefektifan kedua basa ini untuk merubah

gugus asetamida (-NHCOCHT) pa& kitin menjadi gugus amina (NH2) behnn

pemah dilaporkan. Oleh sebab itu diteliti pengaruh NaOH dan KOH terhadap derajat

dessetilasi kitin dari limbah kulit udang. Perclitian ini terbatas pada hal berikut (a).

Variasi konsentrasi basa adalah Wo dan 5Yo G).Limbah udang yang digunakan

berassl dari limbah u&ng pvtth (Litopercew votzmef; (c). Reaksi deasetilasi

dilakukan pada suhu 1000C selama 5 jam.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh pads DD kitin yang dideas€tilasi

dengan NaOH dan KOH pada variasi konsentrasi 40o/o &n 5@/o; menentukan

konsentrasi basa yang menghasilkan DD kitin paling besar. Manfaat perrlitian adalah

mernberikan kontrrbusi @ pe*embangan IPTEK dalam bidang biokimi4 khusrsnya

biopolimer yaitu mernberikan informasi pernbuaran kitosan dari kitin limbah udang

yang dapat digmakan diantaranya sebagai pengawet pangan.

BAHAIY DATI METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang dilakukan di laboratorium

Biokimia dan laboratorium Penelitian FMIPA UNP dari bulan Juli sampai dengnn

Sepember 2009. Pengukuran radiasi FTIR kitin dan kitosan dilakukan di Laboratorium

Farmasi Universitas An&las Padang.

Penelitian ini menggunakan Ramangan Acak kngkap EAL) d€ngan 2 faktor dan

2 kali ulangan. Faktor I adalah jenis basa yaitu KOH dan NaOH. Faktor 2 adalah

variasi konsentasi basa yaitu 400lo dan 50/o. Objek penelitian adalah kulit udang putih

yang diambil di Pasar Pagi Purus Padang.

Alar-alat yang digmakan Edalah p€ralatan gelaq blender, oven, kertas pH, kertas

saring spekrofotom€ter FTI& ayakan 4G.60 mesh, neraca analit <, labu ukur (ll"
l00ml. l0ml), pipet mikro, gelas kimia (lL, 250mL, 50mL), kaca arloji, corong dan

tabmg reaksi. Bahan yang digmakan adalah kulit udang NaOtI, KOE aquades'

u.s1e6 den Na2S2O& Iangkah utama penelitian ini adalah: (a).Persiapan sampel kulit

udang; O) Isolasi kitin dari kulit udang dan (c) Deasetilasi.
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r. Persiapatr sampel

Limbah kulit udang dibersihkan dari sisa kotoran dan daging udang ya!!g tertinggal

pa& kulit. Kulit udang diicuci bersih dengan air berkali-kali, Kulit udang dikeringkan

dalam oven suhu 400C rlama 3 jam dan digiling kasar.

b. Isolasi kitin

Isolasi kitin dan pmses deasetilasi kitin dilakukan sesuai metoda Hang (Fahmi,

1997:6148). Isolasi kilin dari kulit udang meiiputi tabap deproteinisasi dan

deminerali sasi dan dekolorisasi.

c. Deasetilesi

Satu gram kitin dilambahkan 100 mL KOH atau NaOH dengan variasi konsentrasi.

Reaksi dilakukan pada su.\u 1000C s€lama 5 jam. Larutan dipisahkan dari residu dan

residu dineiralkan melalui pqrcucian dengan aquades b€rkali-kali. Residu dikeringkan

dalam oven suhu 60pC selama 4 jam. Setelah kering, residu digiling halus dan diayak

dengan ukuran 2G40 mesh. Residu tersebut dikarakterisasi deng:an FTIR

Pengukuren dengen speldrofotometer FTIR

Kitin atau kitosan disimpan dalam desikator selama satu hari sebelum dibuar p€ler

KBr. Pembuatan pela KBr dilakukan dengan mencampurkan sampel + I mg dan KBr

10-100 mg. Campuran serbuk digenrs sampai homogen dan ditekan dengan pompa

hi&olik. Pelet yang diperoleh dianalisis dengan spektrofotmteter FflR.

DD kitin yang terdeasetilasi yang diperoleh dari penelitian ini dianalisis

menggunakan Sidik Ragam untuk menentukan adanya perbedaan pada tanf

kepercayaan 95% (o: O05) dan dilanju&an dengan Uji Jarak B€rganda Dman (UJBD)

pada larafkepercayaan (a: 0,05) (Wapolle, 1992:4O3).

EASILDAN PEMBAEASAN

Pembahasan penelitian ini dikelompokan tiga yaitu isolasi kitin dad limbab kulil

udang DD kitin hasil deasetihsi dan Spektnmr FTIR kitin dan kitin hasil deasetilasi.

l. Isohsi kitin dari limboh knlit udeng

Limbah kulit udang dipisahkan dari kulit kepalq dan ekor udang. Kulit udang

dibersihkan dan dikeringtan pada oven (40-450q selama 3 jam. Kulit udang kering

digiling kasar. Kulit udang kering dipisahkan dari protein dengan merendam dalarn

larutan NaOH. Kulit udang be bas protein dipisahkan dari mheral dengan sara

merendam dalam larutan HCl. Dekloronasi pada kulit udang yang bebas protein dan
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mineral dilakukan dengan cara merendam dalam larutan Na2SzOl. Kitin yang diperoleh

27,97 gra,m dari 135 gram kulit udang kering. Foto kitin dimuat pada Gambar 2.

Isolasi kitin dari kulit udang pada prinsipnya adalah memisahkan kitin dari

komponen-komponen protein dan kalsium karbonat. Hal ini karena kulit udang terdiri

dari tiga komponen utama yaitu proter.la (25o/o44o/o), kalsiun kartrr,nal (45o/o-50yo), d^n

kitin (l5o/o-20%) (Fohcher, 1992:97). hoses penghilangan protein dari kulit udang

dikenal dengan deproteinisasi. Keefektifan proses deproteinisasi lergantung pada

kekuatan basa yang digunakakan (Purwaningsih, 1993:,29). Pada penelitian ini

digunakan larutan basa NaOH 3,5%.

Gambar 2. Kitin yang diisolasi dari kulit udang kering

Hasil uji Biuret kulit udang telah bebas protein memberikan uji negative yaitr.r

tidak terbentuknya warna ungu akibat pembentukan komplek Biuret yang merupakan

komplek koordinasi dari atom Cu*2 pada reagor Biuret dengan empat atom nitrogen

pada untai peptide/protein dalam larutan alkalia (Cla*v1977:75\.

Proses penghilangan mineral dari kulit udang dikenal dengan istilah

demineralisasi. Mineral yang dihilangkan adalah CaCO3 dalam jumlah besar dan

Ca3(PO4)2 dalam jumlah kecil. Mineral ini dipisahkan dari kulit udang dengan cara

merendam kulit udang dalam larutan HCl. Akibatnya adalah dilepaskan gas CQ dan

terbentuk ion Ca*2, ion HzPOr- yang terlarut dalam lamtan berair. Persamaan reaksi

dapat ditulis seperti di bawah ini.

CaCO19 + 2HC!a; --- CaClur,ql + H2O + CqG)

Ca3(POa)21"; + 4HC\,qy ---+ 2CaCl4*y + Ca0{:POr)zr,qr

MILIK PERPI'STAKAAN
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Warna pada kulit udang terutama disebabkan oleh senyawa karoten, beberapa

komponen astac€ne, asthaxantin, chataxanthin dan lutein (Robert, 1992:58), Senyawa

ini dihilangkan dari kulit udang dengan bleaching dengan NaS2Oa. Selanjutnya gugus

asetil pada kitin dilepaskan yang dikenal dengan deasetilasi.

2. DD Kitin Hasil De.setihsi

Kitin hasil isolasi dideasetilasi menggunakan larutan NaOH dan KOH masing-

masing dengan konsentrasi 4P/o dan 5U/o DD kitin diperoleh besar dari 45%. Dengan

demikian proses deasetilasi kitin dengan NaOH dan KOH konsentrasi 40o/o dan 50%o

telah diperoleh kitosan (Gambar 3). DD kitin sebelum deasetilasi dan DD kitin setelah

deasetilasi dengan larutan NaOH dan KOH variasi konsentrasi 4V/o dan 5V/o

ditentukan dari spektrum FTIR menggunakan persamaan 2 (Iabel l).

A B D

Gambar 3. Kitosan

A. Kitin yang dideasetilasi dengan NaOH 40%; B. Kitin yang dideasetilasi dengan
NaOH 50%; C.Kitin yang dideasetilasi dengan KOH 40%; D.Kitin yang
dideasetilasi dengan KOH 50%.

Table I . %DD kitin pada variasi konsentrasi NaOH dan KOH

Konsentrasi larutan basa o/oDD

ulangan ke-l
o/oDD

ulangan ke-2

o/oDD

rata-rata
NaOH 40% 59,3136 55,3230 57.3183
NaOH 50olo 66,6768 e,5960 65,636/.
KOH 40o/o 62,4743 60,3s72 6t,4158
KOH 50olo 63,3750 64,2735 63,8243
Kontrol (kitin hasil isolasi) 3,3165

Proses penghilangan gugus as€til ({H3COO) dari gugus asetamida (-NHCOCH3)

s€hingga terbentuk gugus amina (-NH2) disebutjuga deasetilasi. Jika gugus asetil lepas

dari kitin maka disebut deas€tilasi kitin. Mekanisme deas€tilasi kitin terjadi pada
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larutan basa. Dalam larutan basa karbon karbonil suatu ester daPat diserang oleh suatu

nukleofil yang baik tanpa protonasi sebelumnya (Fessenden, 1982:134). Proses

deasetilasi gugus asetil pada asetamida kitin dapat dijelaskan sebagai berikut: gugus

karbon karbonil diserang oleh nukleofil OH, akibatnya terjadi reaksi adisi sehingga

terbentuk zat antara. Zat alnlara ini selanjutnya mengalami reaksi elimininasi sehin8€a

gugus asetil pada asetamida kitin lepas memb€ntuk asetat

Proses pelepasan gugus asetil dari gugus asetamida kitin berhubungan dengan

konsentrasi ion OH- pada larutan. Konsentrasi Olf akan lebih besar pada larutan basa

kuat Sernakin kuat suatu basa semakin besar konsentrasi Olf dalam larutannya-

Dengan demikian kekuatan basa mempengaruhi proses deartilasi gugus as€til dari

gugus asetamida kitin. Oleh sebab itu pada penelitian ini diguakan kelompok basa

kuat yaitu NaOH dan KOH. KOH adalah basa yang lebih kuat dibandingkan NaOH.

3. Spektrum FTIR kitin den kitin hesil deasilasi

Karaktristik pita pada spektmm FIIR kitin dimuat pada Tab€l 2, sedangkan

kamkteristik pita @a kitin rcrdeasetilasi oleh larutan NaOH dan KOH dimuat pada

Tabel 3.

Tabel 2. Karakteristik piu pada spektrum FIIR kilin

Bilangan gelombang
(cm't)

Vibrasi

3437 Vibrasi ulur N-H amida sekunder

2t90 Vibrasi ulur C-H alifatik
l65l Vibrasi ulw C{
1559 Vibrasi telok N-H amina sekunder

1439 Vibrasi ulur C-N amina alifatik
t 3l5 Vibrasi uhn C-N

Tabel 3. Karakteristik pita pada spektrum FIIR kitin terdeasetilasi

Bilangan gelombang
(cm'')

Vibrasi

3435 Vibrasi ulur N-H amida

2875 Vibrasi uhr C-H alifatik
l65l Vibrasi telok N-H amida sekunder

t17t Vibrasi tekuk N-H amina alifdik

Yang perlu diperhatikan adalah perbandingan nilai absorbansi pita serapan dari

spekrurn infi'amerah pada bilangan gelombang 1655 cm-r dan 3450 cm'r. Pita serapan
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1655 cm'r merupakan pita serapan karbonil gugus N-asetil sedangkan pita serapan 3450

cm-r merupakan pita serapan gugus NH2 (Khan et a1.,20A3: Mello et al.,2N6:666).

Berdasarkar persamaan 2, DD kitin hasil isolasi yang diperoleh adalah 3,31657o.

Angka ini menunjukkan bahwa kitin hasil isolasi masih dikelompokan kitin. Jika DD

4O-lO0% disebut kitosan (Terbojevich, 2N:267). Proses deasetilasi kitin hasil isolasi

menggunakan larutan NaOH dan KOH 40% daltt 500/o menghasilkan DD di atzs 4oo/o

(tabel l). Hal ini dapat diartikan bahwa proses deasetilasi menggunakan larutan NaOH

dan KOH 4U/o dall 50elo telah menghasilkan kitosan.

DD kilin terdeasetilasi lebih besar menggunakan larutan KOH dibandingkan

lanrtan NaOH. Hal ini dapat dijelaskan bahwa KOH merupakan basa yang lebih kuat

dibandingkan NaOH. Kekuatan basa berhubungan dengan jumiah Oli yang dapat

ditambahkan ke dalam air. Jumlah OII akan lebih banyak dilepaskan ke air dari KOH

dibandingkan NaOH. Walaupun dernikian perbdaan ini temyata tidak b€gitu bcrafii

menuut analisa vadans pada c{),05.

Variasi konsentrasi NaOH dan KOH menunjukkan variasi jumlah OtI yang akan

bereaksi selama proses deartilasi dan juga menunjukkan variasi konsentrasi ion Na*

dan K. dalam medium. Semakin banyak OII dalam larutan semakin besar

kemungkinan penyerangan gugus karbon karbonil pada asetamida sehingga lebih besar

kemungkinan asetil dikpaskan. Proses penyerangan ini diduga dipengaruhi pula oleh

keberadaan ion-ion lainnya pada mediwr rcaksi seperti ion Na*, ion X*. tlat ini diaug

terjadi pada konsentrasi NaOH 50lo dan KOH 50olq sehingga teramati DD yang lebih

besar pada konsentrasi NaOH 5Plo.

KESIMPTJI.AIY DAhI SARAN

Kesiupulen

Penelitian penganrhjenis dan konsentrasi basa teftadaP derajat deasetilasi kitin dari

limbah kulit udang dapat disimpulkan bahwa KOH dan NaOH dangan variasi

konsentrasi 4U/c Mn 50/o tidak berpenganrh nyata teftadap DD kitin. DD kitin paling

tinggi dihasilkan pada NaOH 50 %.

Saran

Berdasarkan p€nemuan pada penelitian ini, disarankan (l) Meneliti lanjut derajat

de&setilasi kitin dengan variasi lain s€p€rti temp€ratur dan pengadukan ; (2) Meneliti

lanjut kegunaan kitosan sebagai pengawet paDgan seperti pengawetan ikan dan tahu
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B. SINOPSIS PEIYELITIAN I,ANJUT

Kilinase (EC 3.2.1.14) merupakan emim glicocyl hydrolase yang mengkaralis

degradasi kitin. Enzim ini dapat digunakan pada pangan sebagai antifungi Enzim

kithase terdapat pada beberapa bakteri. Baktcri p€nghasil kitinase dapat diiisolasi dari

lingkungan berair atau dari tanah. Oleh sebab itu penelitian lanjut yang akan dilaJokan

adalah bolasi bakteri peeghasil kitinese deri lingkungen bcnir. Sebagai substral

digunakan kitin yang telah diisolasi dan dikarakterisasi derajat deaseilasinya sesuai

prosedur yang dimuat pada laporan penelitian ini.

Sample

Lingkungan berair yang dipilih adalah linglamgan berair yang didatam-nya hidup

hewan-hewan yang mengandung banyak kitin seperti udang kepiting. Lingkungan

berair ini diukur temperatur, pE wama dan kekeruhan air.

Isolosi dan Identifikasi bakteri

Isolasi bakteri penghasil kitinase dilakukan secara kuhivasi menggunakan rchik

dan streak-plae. Medium tumbuh bakteri penghasil kitinase yang

digunakan adalah medium garam minimal yang mengandung yeast ekstrak dan kitin

sebagai satu-satunya srunber karbon. Pembenhrkan zona baning di sekeliling kolooi

bakteri merupakan tands bakteri menghasilkan kitinase. Bakteri penghasil kitinase

selanjutya diindentifikasi. Identifikasi meliputi karakteristik koloni bakteri pada media

agar meliputi bentuk koloni, elevasi koloni dan margin koloni serta wama koloni.

Karakterisfik sel dilalo*an adalah uji gram bakteri Karakterisik molecular yang

dilakukan adalah sekuansing 165 rRNA. Sekuensing 165 rRNA dilakukan pada produk

PCR yang sebagai templat adalah DNA otal bakteri penghasil kitinase yang dipemleh.

Data skuen 165 rRNA selanjuhya dibuat pohon philogeninya menggunakan Fogram
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clustalw (on line) untuk melihat kekerabatannya dengan bakteri penghasil kitinase

lannya pda gene bank-

Kitinase assay

Aktivitas kitinase yang ditentukan adalah dari bakteri penghasil kitina-se paling aktiv

(zona bening paling luas). Aktivitas kitinas€ ditentukan s€cara klorimetri pada I 585

nm. Alitivitas enzim ini ditentukan dengan mendeteksi N-acetylglucosamine yang

dilepaskan dari subslrat inulin. Aktivitas optimum kitinase ditentukan pada variasi pH

subtrat dan variasi temPeratur'
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