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Pendahuluan

PENGARUH DERAJAT DEASETILASI KHITOSAN DARI
KULIT UDANG TERHADAP APLIKASINYA SEBAGAI
PENGAWET MAKANAN

N. Rokhati”

Abstrak

Industri pengolahan udang banyak menimbulkan hasil samping berupa limbah kulit udang yang belum
dimanfaatkan secara optimal, yaitu hanya dijadikan tepung dan campuran makanan ternak. Hal itu
kurang memiliki nilai ekonomis dibandingkan dengan mengolahnya menjadi khitin dan khitosan.
Khitosan banyak digunakan di berbagai industri. Salah satu penerapan khitosan yang penting dan

dibutuhkan dewasa ini adalah sebagai pengawet bahan makanan pengganti formalin. Kualitas
khitosan sering dinyatakan dengan besarnya nilai derajad deasetilasi. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan kondisi operasi optimum proses deasetilasi khitin serta mempelajari pengaruh derajat
deasetilasi terhadap khitosan sebagai bahan pengawet makanan. Proses deproteinisasi dengan
larutan NaOH (3.5 % wi/v) selama 2 jam pada suhu 65 °C dan proses demineralisasi dalam larutan
HCI (1N) selama 30 menit pada suhu kamar. Proses deasetilasi dilakukan dengan memanaskan khitin
dengan larutan NaOH (20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% wi/v) pada suhu (50 °C, 60 °C, 70 °C,
80 °C, 90 °C, 100 °C, 110 °C) selama (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 jam). Parameter respon adalah derajat
deasetilasi khitosan. Produk khitosan diaplikasikan untuk pengawet tahu dan analisa mikroba
dilakukan dengan menggunakan metode TPC untuk mengetahui pengaruh derajat deasetilasi terhadap
kemampuannya mengawetkan makanan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum proses
deasetilasi khitin menjadi khitosan adalah pada konsentrasi NaOH 50% dan suhu 100°C selama 1
jam yang memberikan derajat deasetilasi sebesar 71,2%.. Total bakteri pada perendaman tahu selama
3 hari dalam larutan asam asetat ditambah chitosan 6,8.10°, dalam larutan asam asetat saja 9,9. 10°,
dan dalam blangko 8,6. 10°, sehingga bisa disimpulkan bahwa khitosan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Namun meningkatnya derajad deasetilasi tidak begitu berpengaruh terhadap
penurunan jumlah bakteri.

Kata kunci: kulit udang, chitosan, derajat deasetilasi, pengawet makanan.

(deproteinasi). Proses deproteinasi

Limbah  kulit udang  biasanya  hanya

menghilangkan kandungan protein dalam bahan baku

dimanfaatkan untuk pakan ternak atau untuk industri
makanan seperti pembuatan kerupuk udang. Limbah
kulit udang mengandung bahan yang sangat berharga,
yaitu khitin. Bahan ini apabila diproses lebih lanjut
menghasilkan khitosan yang memiliki banyak manfaat
dalam bidang industri. Khitosan merupakan bahan
organik yang banyak digunakan di berbagai industri
kimia. Salah satu penerapan khitosan yang penting dan
dibutuhkan dewasa ini adalah sebagai pengawet bahan
makanan pengganti formalin. Khitosan adalah bahan
alami yang direkomendasikan untuk digunakan sebagai
pengawet makanan karena tidak beracun dan aman bagi
kesehatan. (Shahidi, 2005 dan Bautista-Banos, 2006).
Secara umum, cangkang kulit  udang
mengandung 27,6% mineral, 34,9% protein, 18,1%
khitin , dan komponen lain seperti zat terlarut, lemak
dan protein tercerna sebesar 19.4 % (Suhardi, 1992).
Oleh karena itu untuk memperoleh (isolasi) khitin dari
cangkang udang melibatkan proses-proses pemisahan
mineral (demineralisasi) dan pemisahan protein

yang pada mulanya protein ini berikatan kovalen
dengan khitin, menggunakan larutan basa NaOH
panas dalam waktu yang relatif lama. Proses
demineralisasi untuk menghilangkan garam-garam
inorganik atau kandungan mineral yang ada pada
khitin terutama CaCOjz; menggunakan larutan asam
HCI encer pada suhu kamar.

Khitin  merupakan senyawa yang stabil
terhadap reaksi kimia, tidak beracun (non toxic) dan
bersifat biodegradable. Khitin tidak larut dalam air
(bersifat hidrofobik), alkohol, serta tidak larut dalam
asam maupun alkali encer. Khitin dapat larut dengan
proses degradasi menggunakan asam-asam mineral
pekat dan asam formiat anhidrous, namun tidak jelas
apakah semua jenis khitin dapat larut dalam asam
formiat anhidrous (Meyers dan Lee, 1989)

Khitin ~ memiliki  pengaturan  2,4-trans
substituen dalam unit-unit monosakaridanya, dan
sangat stabil terhadap umumnya reagensia, termasuk
larutan alkali dalam air. Khitosan diketahui sebagai
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khitin yang tiga dari empat gugus asetilnya dihilangkan.
Perlakuan lama terhadap khitin dengan larutan NaOH
pekat dan panas menghasilkan deasetilasi yang hampir
sempurna tetapi produknya mengalami degradasi.

Dari khitin dapat dihasilkan khitosan dengan
menghilangkan gugus asetil (CHs-CO) sehingga
molekul dapat larut dalam larutan asam, proses ini
disebut sebagai deasetilasi, yaitu menghasilkan gugus
amina bebas (-NH) agar khitosan memiliki karakteristik
sebagai kation. Secara umum derajat deasetilasi untuk
khitosan sekitar 60 %, dan sekitar 90 — 100 % untuk
khitosan yang mengalami deasetilasi penuh. Harga ini
tergantung dari bahan baku khitin yang digunakan dan
proses yang dijalankan (Suhardi, 1992).
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Gambar 1. Mekanisme Reaksi Pembentukan Chitosan
dari Chitin

Khitosan merupakan padatan amorf berwarna
putih dengan struktur kristal tetap dari bentuk awal
khitin murni, memiliki sifat biologi dan mekanik yang
tinggi diantaranya adalah biorenewable, biodegradable,
dan biofungsional. Khitosan mempunyai rantai yang
lebih pendek daripada rantai khitin.

Ikatan-ikatan amida lebih sulit membuka di
bawah kondisi basa daripada gugus-gugus ester. Di
bawah kondisi basa yang kuat, gugus asetat yang
berdekatan dengan gugus hidroksil cis dapat mengalami
N-deasetilasi, tetapi gugus yang trans lebih resistansi
(Suhardi, 1992).

Derajat deasetilasi pada pembuatan khitosan
bervariasi dengan jumlah larutan alkali yang digunakan,
waktu reaksi, dan suhu reaksi. Biasanya kualitas produk
chitosan dinyatakan dengan besarnya nilai derajad
deasetilasi  (Muzzarelli,1985 dan  Austin,1988).
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi
optimum proses deasetilasi khitin limbah kulit udang
menjadi khitosan dan pengaruh derajad deasetilasi
terhadap aplikasinya sebagai pengawet tahu.

Metode Penelitian
Penelitian ini dilakukan melalui tiga tahap
proses, yaitu tahap pembuatan khitin melalui proses

deproteinasi dan demineralisasi, tahap deasetilasi,
dan tahap aplikasi produk khitosan sebagai pengawet
tahu.

Proses  Deproteinasi  dilakukan  dengan
menggunakan larutan 3,5 % (w/v) NaOH pada suhu
65 °C selama 2 jam dengan pengadukan konstan
(1200 rpm), rasio sampel larutan NaOH 1:4. Proses
demineralisasi dengan menggunakan larutan HCI (1
N) pada suhu kamar selama 30 menit dengan
pengadukan konstan (1200 rpm), rasio sampel :
larutan HCI 1 : 4.

Proses Deasetilasi dengan menggunakan rasio
sampel : larutan NaOH =1 : 25 (gr/ml), pengadukan
konstan 1200 rpm dan berbagai variabel berubah :

» Waktu (jam):1,2,3,4,5,6,7

» Konsentrasi NaOH (%) : 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80

» Suhu (°C) : 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110

Ketiga tahap proses tersebut diakhiri dengan
proses pencucian, penyaringan dan pengeringan.

Hasil dari proses deasetilasi khitin untuk
menghasilkan khitosan tersebut dianalisa derajat
deasetilasinya (% DD-nya) menggunakan analisa
FTIR dengan menggunakan metode garis Moore dan
Robert dengan menggunakan persamaan dibawah ini
(Avadi et al., 2004):

DD = 1- A3410 X 1
A1588 1.33
Dengan :

Nilai A(Absorbansi) = log (Po/P)

As40 = Absorbansi pada panjang gelombang
3410 cm™ untuk serapan gugus
hidroksi/amin (-OH, -NH)

Aisgs = Absorbansi pada panjang gelombang
1588 cm™ untuk serapan gugus
asetamida (CH;COONH-)

Analisa optimasi proses hasil analisa derajat
deasetilasi menggunakan cara grafis secara bertahap.
Sedangkan untuk pengaruh derajat deasetilasi
chitosan terhadap pengawetan makanan dilakukan
dengan perendaman tahu pada 5 gram chitosan dalam
1 liter larutan asam asetat 1%. Penghitungan jumlah
klon bakteri pada sampel tahu menggunakan metode
TPC (total plate count)

Hasil Dan Pembahasan

Dari gambar 2 dapat dilihat bahwa semakin
tinggi konsentrasi NaOH maka derajat deasetilasinya
juga semakin tinggi. Proses deasetilasi (penghilangan
gugus asetil) khitin berlangsung dalam kondisi basa
karena gugus N-asetil tidak dapat dihilangkan dengan
reagensia asam tanpa hidrolisis polisakaridanya.
Mula-mula terjadi reaksi adisi, dimana gugus OH
masuk ke dalam gugus NHCOCH; kemudian terjadi
eliminasi gugus CH;COO" sehingga dihasilkan suatu
amida yaitu khitosan. Ikatan-ikatan amida lebih sulit
membuka di bawah kondisi basa daripada gugus-
gugus ester.
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Gambar 2. Grafik Hubungan Konsentrasi NaOH
terhadap % Derajat Deasetilasi

Di bawah kondisi basa yang kuat, gugus asetat
yang berdekatan dengan gugus hidroksil cis dapat
mengalami N-deasetilasi, tetapi gugus yang trans lebih
resistansi (Suhardi, 1992). Konsentrasi NaOH yang
semakin tinggi, menyumbangkan gugus —OH yang
semakin banyak, sehingga gugus CH3;COO™ vyang
tereliminasi juga semakin banyak dan menghasilkan
gugus amida yang semakin banyak. Hal ini
diindikasikan dengan kenaikan derajat deasetilasi.

Nilai derajat deasetilasi yang optimum adalah
pada konsentrasi NaOH 50 % yang menghasilkan
chitosan dengan % DD = 71,2 %. Pada penelitian
selanjutnya, dilakukan pada variabel konstan
konsentrasi NaOH 50 %.

Pengaruh suhu terhadap derajad deaseilasi
(gambar 3) menunjukan bahwa semakin besar suhu
maka derajat deasetilasinya juga semakin besar.
Semakin tinggi suhu akan meningkatkan kecepatan
reaksi dalam deasetilasi molekul khitin menjadi
khitosan. Hal ini disebabkan suhu yang semakin tinggi
akan membuat ikatan antar sesama molekul menjadi
lemah, viskositas menjadi rendah dan molekul -
molekul bergerak lebih cepat sehingga gugus —OH dari
larutan NaOH akan lebih cepat beradisi dengan gugus
NHCOCHj; pada khitin, mengeliminasi gugus asetil dan
gugus amina bebasnya akan berikatan menjadi amida
(Shahidi, 2005). Hal ini sesuai dengan persamaan
Arrhenius:

k — AefEa/RT

Dengan :
k :konstanta kecepatan reaksi
R : konstanta gas ideal
A faktor tumbukan
T :suhu
Ea :energi aktivasi

40
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Gambar 3. Grafik Hubungan Suhu terhadap %
Derajat Deasetilasi

Dari gambar 3, didapat suhu operasi optimum
adalah pada suhu operasi 100°C. Tetapi pada suhu
110°C, terlihat bahwa derajat deasetilasinya lebih
rendah daripada suhu 100°C. Artinya bahwa gugus
asetil  yang tereliminasi/terlepas dari  gugus
NHCOCH; pada khitin lebih sedikit. Hal ini
disebabkan karena adanya pengaruh suhu tinggi juga
menyebabkan proses depolimerisasi/degradasi khitin
(Shahidi, 2005).

Semakin lama waktu proses maka reaksi akan
berlangsung semakin lama sehingga molekul NaOH
yang teradisi ke molekul khitin semakin banyak dan
menyebabkan gugus asetil yang terlepas pun semakin
banyak. Namur lamanya waktu juga menyebabkan
terjadinya degradasi khitosan (yang ditandai dengan
menurunnya viskositas), sehingga lamanya waktu
proses tidak begitu berpengaruh terhadap derajad
deasetilasi (Shahidi, 2005). Dari gambar 4 dapat
dilihat bahwa waktu operasi proses deasetilasi
menghasilkan derajat deasetilasi yang bervariasi.
Naik turunnya % DD seiring dengan perubahan
waktu menandakan bahwa deasetilasi dan degradasi
khitosan berlangsung secara bersamaan. Nilai % DD
tertinggi diperoleh pada satu jam pertama.

Semakin meningkatnya % DD menyebabkan
semakin banyaknya gugus asetil yang terlepas atau
semakin banyaknya gugus aktif amida bebas (-NH,)
yang terdapat dalam molekul khitosan yang
memberikan efek antimicrobial karena dapat
membentuk polikation yang memiliki afinitas yang
kuat terhadap sell bakteri (Rabea, et al., 2003). Tetapi
pada tabel 1 menunjukan bahwa seiring dengan
peningkatan % DD tidak selalu  menyebabkan
terjadinya penurunan total jumlah bakteri yang ada.
Hal ini berarti ada pengaruh lain selain % DD
(diantaranya pH larutan) yang dapat mempengaruhi
aktivitas antimicrobial.
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Gambar 4. Grafik Hubungan Waktu terhadap % Derajat
Deasetilasi

Mekanisme aktivitas antimikrobial khitin dan
khitosan masih belum diketahui secara pasti. Akan
tetapi salah satu mekanisme yang mungkin terjadi
yaitu molekul khitosan memiliki kemampuan untuk
berinteraksi dengan senyawa pada permukaan sell
bakteri kemudian teradsorbsi membentuk semacam
layer. Proses ini dapat terjadi secara fisik, pH pada
permukaan membran sell bakteri mendekati netral
yang menyebabkan khitosan mengalami presipitasi
dan menempel pada permukaan membentuk
semacam lapisan (layer) yang tidak dapat dilalui
substansi essensial sell dan menghambat saluran
transportasi sell sehingga sell mengalami kekurangan
substansi untuk berkembang dan mengakibatkan
matinya sell (Ralston, et al., 1964).

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Bakteriologis Tahu

Total Bakteri Total bakteri Total bakteri
No | Sampel (Perendaman 1 hari) (Perendaman 2 hari) (Perendaman 3 hari)
(sel/gr) (sel/gr) (sel/gr)

1 L 7,3x10° 1,37 x 10° 6,8 x 10"

2 M 2,28 x 10° 1,32 x 10 8,4 x 10°

3 N 2,45 x 10° 1,40 x 10* 9,9 x10°

4 0 4,2 x 10" 7,4 x10° 99 x10°

5 P 8,7 x 10° 2,4x10' 8,6 x 10"

Keterangan : tahu direndam dalam 5 gram chitosan dalam 1 liter larutan asam asetat 1%

L = Chitosan 71.2 % DD

M = Chitosan 42,2 % DD

N = Chitosan 55.6 % DD

0] = larutan asam asetat tanpa chitosan
P = Blangko

T

otal bakteri < 10° masih aman untuk dikonsumsi ( FAO:1979 )

Tabel 2. Perbandingan produk chitosan yang dihasilkan dengan

standar baku Chitosan yang berlaku

Spesifikasi Standar Chitosan Chitosan yang dihasilkan
Deasetilasi > 70% jenis teknis dan 71.2%
> 95% jenis pharmasikal
Kadar abu Umumnya < 1% 0,6 %
Kadar air 2-10% 4%
Kelarutan Hanya pada pH < 6 PadapH <6
Kadar nitrogen 7-8,4% -10,2%
Warna Putih sampai kuning pucat Kuning pucat
Ukuran partikel 5 ASTM Mesh -
E. Coli Negatif Negatif
Salmonella Negatif Negatif
Sumber : Muzzarelli (1985) dan Austin (1988)
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Kemampuan membentuk lapisan (layer) ini
sangat dipengaruhi oleh berat molekul dan % DDnya.
Pada % DD yang rendah ternyata adsorpsi berlangsung
lebih baik dan dapat membentuk lapisan (layer)
permukaan lebih efektif walaupun dengan muatan
densitas yang rendah atau jumlah amida yang terbentuk
relatif lebih sedikit (Strand et al., 2003). Hal ini
menegaskan bahwa tidak selalu seiring dengan
peningkatan % DD dapat menurunkan jumlah total
bakteri yang terhitung. Meningkatnya nilai %DD dapat
meningkatkan kelarutan khitosan (Qin-Caigin et al.,
2005), sehingga memper-mudah penggunaan produk
khitosan.

Namun dari tabel 1 terlihat bahwa sampel tahu
yang direndam dalam larutan asam asetat ditambah
khitosan mengandung bakteri yang lebih sedikit (6,8.10*
sel/gram) dibanding dengan tahu yang hanya direndam
dalam larutan asam asetat (9,9.10°). Dilihat dari jumlah
bakteri yang terhitung melalui metode TPC
memperlihatkan bahwa semua sampel berada dibawah
10° jumlah total bakteri yang menunjukan aman untuk
dikonsumsi untuk produk serealia dan olahannya yang
diperbolehkan oleh FAO.

Dari tabel 2 terlihat bahwa kecuali kadar
nitrogen, produk khitosan yang dihasilkan telah
memenuhi standar yang berlaku. Namun dari hasil
analisa mikroba menunjukkan bahwa khitosan dengan
kandungan nitrogen yang melebihi standart mutu masih
bagus untuk digunakan sebagai bahan pengawet
makanan.

Kesimpulan

= Kondisi optimum proses deasetilasi khitin menjadi
khitosan adalah pada konsentrasi NaOH 50% dan
suhu 100°C selama 1 jam yang memberikan derajat
deasetilasi sebesar 71,2%.

= Total bakteri pada perendaman tahu selama 3 hari
dalam larutan asam asetat ditambah chitosan
dengan derajat deasetilasi 71,2% adalah 6,8.10°%
dalam larutan asam asetat saja 9,9. 10°, dan dalam
blangko 8,6. 10"

= Meningkatnya derajad deasetilasi tidak begitu
berpengaruh terhadap penurunan jumlah bakteri
pada bahan makanan
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