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Abstract

The chitosan isolation from crab waste (Portunus sanginolentus) has been carried out.
Chitin production is carried out by the de-proteination, demineralization and
depigmentation processes. Chitosan biopolymer is produced from chitin through de-
acetylation method using base solution (NaOH) and the addition of NaBH, which aims
to increase the degree of de-acetylation (DD) of chitosan. The results of 25 g of chitin
obtained chitosan amounted to 16.67 g (66.68%). Chitin and Chitosan were identified
by a Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrophotometer.
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Abstrak (Indonesian)

Telah dilakukan isolasi kitosan dari limbah kepiting rajungan (Portunus
sanginolentus). Produksi Kitin dilakukan dengan proses deproteinasi, demineralisasi
dan proses depigmentasi. Biopolimer Kitosan dihasilkan dari kitin melalui metode
deasetilasi menggunakan larutan basa (NaOH) dan penambahan NaBH, yang
bertujuan untuk menaikkan derajat deasetilasi (DD) dari kitosan. Dari hasil 25 g Kitin
diperoleh kitosan sebesar 16,67 g (66,68%). Kitin dan Kitosan diidentifikasi dengan
spektrofotometer fourier transform infrared (FT-IR).

Kata Kunci: Kitin, kitosan, de-proteinasi, de-mineralisasi, de-pigmentasi.

PENDAHULUAN

Selain ikan yang merupakan salah satu sumber
protein bernilai tinggi, banyak juga dari golongan
Crustacea yang dijadikan andalan komuditi ekspor
produk perikanan. Salah satu golongan Crustacea
yang paling digemari dan melimpah adalah kepiting
rajungan  (Portunus  sanginolentus).  Rajungan
merupakan jenis kepiting yang paling terkenal
diantara kepiting lainnya. Kepiting rajungan yang
akan diekspor diproses terlebih dahulu. Pada proses
ini, daging rajungan dipisahkan dari cangkangnya,
sehingga cangkang yang dihasilkan akan menjadi
limbah. Hasil limbah dari cangkang kepiting rajungan
ini, jika tidak dikelola dengan baik maka akan
mencemari ekosistem laut (Adriana dkk., 2001).
Pemanfaatan limbah cangkang kepiting rajungan
dapat memiliki nilai guna salah satunya vyaitu
dijadikan produk kitosan (Sartika dkk., 2016).
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Kitin adalah polisakarida kedua terbanyak di
alam setelah selulosa. Kitin disamakan dengan
selulosa dengan gugus hidroksil pada posisi C-2
digantikan dengan satu gugus asetamida (Kumar,
2000; Ali-komi, 2016). Kitin dapat ditemukan dalam
struktur seluler jamur, bakteri, serangga, arakhnida,
krustasea, nematoda, dan invertebrata lainnya seperti
annelida, muloska, cumi dan hemichordata (Ramirez
dkk., 2010; Agustina dkk., 2015; Teli dan Sheikh
2012). Kitin dapat didegradasi dengan enzim kitinase.
Seperti halnya selulosa, fungsi alami kitin juga
sebagai struktur polisakarida. Oleh karena Kkitin
mempunyai sifat kristalinitas tinggi, maka kitin tidak
larut dalam pelarut air, dan pelarut organik (Sartika
dkk., 2016). Kitin tidak beracun dan mempunyai berat
molekul  (BM) sekitar 1,2 x 10° g/mol
(Purwatiningsih dkk.,1993). Struktur monomer Kitin
dapat ditujukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur monomer kitin (Kumar, 2000).

Melalui proses deasetilasi, Kitin dapat dijadikan
kitosan. Kitosan adalah modifikasi dari senyawa
polimer karbohidrat yang berasal kitin yang banyak
terdapat dalam kulit luar hewan Crustacea seperti
udang dan kepting. Kitosan hasil deasetilasi dapat
digunakan sebagai zat penyerap logam-logam berat
dan zat-zat pencemar lainnya yang terdapat dalam air
(Adriana dkk., 2001).

Pada proses deasetilasi kitin menghasilkan
kitosan, digunakan larutan basa NaOH dan NaBH,,
Penggunaan NaBH, ini akan berpengaruh pada berat
molekul (BM) dan derajat deasetilasi (DD).
Penambahan NaBH, pada waktu deasetilasi
menghasilkan kitosan dengan BM dan DD vyang
besar. Hal ini disebabkan karena kondisi terbaik dari
preparasi kitosan didapat dengan menggunakan suatu
larutan NaOH dan NaBH, yang berfungsi sebagai
reduktor yang menyumbangkan H® pada proses
reaksi deasetilasi menjadi kitosan (Beaulieu, 2006).

CH:20H o
|
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Gambar 2. Struktur monomer kitosan

Kitosan  merupakan produk dari  proses
deasetilasi  kitin melalui reaksi kimia dengan
menggunakan enzim  kitin  deasetilase.  Unit
penyusun Kkitosan merupakan disakarida (1,4)-2-
amino-2-deoksi-D-glukosa yang saling berikatan B.
Seperti halnya polisakarida lain, kitosan memiliki
kerangka gula, tetapi dengan sifat yang unik karena
polimer ini memiliki gugus amina bermuatan positif
(Kumar dkk., 2000). Struktur monomer kitosan dapat
ditujukkan pada Gambar 2.
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METODOLOGI
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu
spektrofotometer UV-Vis Spectronik 20" series,.
spektrofotometer FT-IR (Perkin Elmer) 1600 series,
viskometer Ostwald, timbangan analitik, corong
pisah, pipet vakum, pipet volum, oven (Memert),
termometer, penyaring Buchner, hot plate, ayakan
ukuran 40 mesh. Bahan-bahan yang digunakan yaitu
limbah cangkang kepiting rajungan, NaOH p.a (E.
Merck), HCI p.a (E. Merck), H,SO, p.a (E. Merck),
K>S,0g p.a (E. Merck) dan NaBH, p.a (E. Merck).

Prosedurkerja

Isolasi kitin dari limbah cangkang kepiting
rajungan

Tahap deproteinasi dimulai dengan penimbangan
400 g limbah cangkang kepiting rajungan yang suda
dihaluskan ditambah 100 g/L NaOH, kemudian
dibiarkan pada suhu kamar selama 3 hari selanjutnya
disaring dengan kertas saring, residu yang dihasilkan
dicuci dan dikeringkan pada suhu 40 °C. Dalam
tahap demineralisasi residu hasil deproteinasi
ditambahkan 172 mL HCI 1 N, kemudian
ditambahkan 2 L H,O kemudian dipanaskan pada
suhu 40 °C selama 3 jam selanjutnya disaring
dengan kertas saring. Residu yang dihasilkan dicuci
dan dikeringkan pada suhu 40 °C. Tahap
depigmentasi  diakhiri ~ dengan  residu  hasil
depigmentasi ditambahkan 500 mL H,O dan 50 mL
H,SO, kemudian dilakukan pemutihan dengan
penambahan K,S,0g 100 g¢g/L kemudian dicuci dan
dikeringkan dalam oven pada suhu 40 °C. Kitin yang
dihasilkan dikarakterisasi dengan spektrofometer FT-
IR.

Deasetilasi kitin menghasilkan biopolimer kitosan

Sebanyak 25 g kitin yang dihasilkan
ditambahkan 150 g/L NaOH kemudian dipanaskan
pada suhu 110 °C selama 2 jam, selanjutnya disaring
dan dicuci kemudian dikeringkan. Kitosan yang
dihasilkan dikarakterisasi dengan spektrofometer FT-
IR dan berat molekul dengan viskometer Ostwald.
Sebanyak 25 g kitin yang dihasilkan ditambahkan
150 ¢g/L NaOH dan 0,75 g¢/L NaBH, kemudian
dipanaskan pada suhu 110 °C selama 2 jam,
selanjutnya  disaring  dan  dicuci  kemudian
dikeringkan. Kitosan yang dihasilkan dikarakterisasi
dengan spektrofometer FT-IR dan berat molekul
dengan viskometer Ostwald.
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Gambar 3. Spektrum FT-IR kitin hasil isolasi
Sebanyak 25 g kitin yang dihasilkan K3 dan K4, Kemudian dilarutkan dengan HCI 0,1 M

ditambahkan 150 g/L NaOH kemudian dipanaskan
pada suhu 110 °C selama 2 jam, selanjutnya
disaring dan dicuci kemudian dikeringkan. Proses ini
dilakukan sebanyak 2 kali pengulangan. Kitosan

yang dihasilkan dikarakterisasi dengan
spektrofometer FT-IR dan berat molekul dengan
viskometer Ostwald.

Sebanyak 25 g kitin yang dihasilkan

ditambahkan 150 g/L NaOH dan 0,75 g/L NaBH,
kemudian dipanaskan pada suhu 110 °C selama 2
jam, selanjutnya disaring dan dicuci kemudian
dikeringkan. Proses ini dilakukan sebanyak 2 kali
pengulangan. Kitosan yang dihasilkan dikarakterisasi
dengan spektrofometer FT-IR dan berat molekul
dengan viskometer Ostwald.

Penentuan bobot molekul kitosan dengan metode
viskometri

Larutan berisi 0,001 g kitosan dalam 100 mL
HCI 0,02 mL disiapkan kemudian dibuat 100 mL
larutan kitosan dengan masing-masing konsentrasi:
0,001%, 0,002%, 0,003%, 0,004%, 0,005%.
Selanjutnya 5 mL dari masing-masing larutan
kitosan dipipet ke dalam viskometer yang kering,
bersih dan yang telah dipasang dalam penangas air
dengan suhu tetap dijaga 30 + 0,1 °C. Waktu alir
diukur dan dilakukan dengan 2 x pengulangan.

Penentuan derajat deasetilasi
metode UV-Vis (Liu dkk., 2006)

Sebanyak 4 mg kitosan hasil deasetilasi yang
dihasilkan, dipisahkan pada masing- masing K1, K2,

(DD) dengan
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dan dikarakterisasi dengan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 201 nm. Derajat deaseitalasi
ditentukan dengan menggunakan persamaan 1 dan 2.
Untuk berat molekul kitosan dihitung dengan
menggunakan persamaan 3.

__161,1AV-0,0128M)

DA = 1)
3,361M—42,1AV

DD = (1-DA)100% )

[n] =KM? atau log [n]J=logK+alogM  (3)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi kitin dari limbah kepiting rajungan.

Proses isolasi kitin dari limbah kepiting
rajungan (Portunus sanginolentus) diperoleh melalui
tiga tahap vyaitu tahap penghilangan protein
(deproteinasi), pada tahap ini secara visual terjadi
perubahan warna pada serbuk cangkang kepiting
rajungan yang awalnya berwarna kecoklatan menjadi
kuning kecoklatan. Selanjutnya tahap penghilangan
mineral (demineralisasi) ditandai dengan perubahan
warna menjadi putih kecoklatan.

Tahap terakhir yaitu penghilangan zat warna
(depigmentasi) warna yang terbentuk lebih putih.
Dari hasil isolasi kitin, dapat diketahui komponen-
komponen kimia yang terkandung dalam limbah
kepiting rajungan (Portunus sanginolentus) yang
ditunjukkan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Komponen dalam limbah kepiting rajungan

Kandungan Bobot (g) %
Protein 26,67 6,66
Mineral 220,11 58.95

Zat warna 27,31 17,82
Kitin 125,91 16,57

Hasil isolasi kitin yang diperoleh selanjutnya
dikarakterisasi gugus fungsinya dengan menggunakan
spektrofotometer FT-IR, yang diperlihatkan pada
Gambar 3. Spektra FT-IR kitin memperlihatkan
beberapa pola serapan antara lain serapan yang
muncul pada 3109,25 cm™ merupakan serapan dari
gugus hidroksil, serapan pada 1681,55 cm™ adalah
vibrasi bending —-N-H. Menurut Kusumaningsih
dkk.,2004 serapan yang merupakan ciri khas dari
kitin vyaitu gugus —N-H dalam —NH-CO- (gugus
amina yang terasetilasi). Gugus metil (CH;) muncul
pada daerah 1311,59 — 1371,39 cm™. Serapan gugus
amina kitin pada 3100,00 -1371,39 cm™, serapan
2829,57 — 2 879,72 cm'dari vibrasi streaching —CH
alifatik yang menyatu dengan pita serapan ulur —
OH. Adanya pita serapan pada 1004,51 — 1255,66
cm™ menunjukkan vibrasi —~C-O dari cincin Kkitin
sedangkan serapan —CH, muncul pada 1450 cm™.

Tabel 2. Daerah serapan gugus fungsi hasil analisa
FT-IR dari kitin hasil isolasi

Indo. J. Chem. Res., 8(1), 66-71, 2020

suhu atau  konsentrasi NaOH. Kitosan hasil
deasetilasi kitin dapat ditunjukkan pada Gambar 4.

Gambar 4. Kitosan hasil deaseti'lasi kitin

Kitosan yang diperoleh dari  proses
deasetilasi kitin sebesar 16,67 g (66,68%) selanjutnya
dianalisis gugus fungsinya dengan menggunakan
spektrofotometer FT-IR. Hasil karakterisasi FT-IR
kitosan tidak berbeda jauh dengan Kitin. Perbedaan
yang terjadi setelah proses deasetilasi adalah
pergeseran spektrum serapan kitin pada gugus C=0
pada daerah 1681,93 cm™yang muncul sebagai pita
serapan baru pada daerah 1691,57 cm™ dan pita
serapan N-H dalam bidang CO-N-H pada 1556,55
cm™ muncul pada spektrum kitosan pada serapan
1583,56 cm™. Masih adanya serapan gugus karbonil
pada daerah 1691,57 cm™ menunjukan sampel belum
sepenuhnya terdeasetilasi. Hal ini disebabkan karena
proses deasetilasi yang dilakukan belum mencapai
waktu dan suhu maksimum. Menurut Ramadhan dkk.,
(2010) proses deasetilasi kitin secara bertahap dengan
peningkatan waktu dan suhu dapat meningkatkan
derajat deasetilasi karena faktor morfologi rantai
kitin pada gugus asetamidanya semakin berkurang.
Hasil spektrum FT- IR kitosan dapat dianalisa gugus
fungsinya seperti yang ditampilkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Beberapa daerah serapan gugus fungsi hasil
analisa FT-IR kitosan

Gugus fungsi Bilangan gelombangan (cm™)
OH 3109,25
CH alifatik 2829,57-2879,72
C=0 1681,93
CH, 1450
CHs 1311,59-1371,39
C-0 1004,91-1255,66
N-H (stretching) 3100,00-3631,96
N-H (binding) 1556,55

Proses deasetilasi Kkitin menghasilkan kitosan.
Transformasi kitin menjadi kitosan dilakukan
dengan proses penghilangan gugus asetil dari kitin
menjadi amina pada kitosan yang dikenal dengan
proses deasetilasi. Pada penelitian ini, proses
deasetilasi dilakukan dengan cara hidrolisis gugus
asetoamida oleh basa kuat NaOH 0% dan NaBH,
pada suhu 110 °C. Kondisi ini digunakan karena
struktur sel-sel kitin kuat. Menurut Chang dkk. (1997)
tingkat deasetilasi meningkat dengan meningkatnya

DOI: 10.30598//ijcr.2020.8-nur

Gugus fungsi Bilangan gelombangan (cm™)

OH 3039,81

CH alifatik 2823,79-2997,38
C=0 1691,57

CH, 1413,82-1483,26

C-O 1151,50-1294,24
CH, 1325,1
N-H (binding) 1583,56

Derajat deasetilasi berdasarkan metode UV-Vis.
Kitosan hasil deasetilasi dari Kitin isolasi dibagi

menjadi 4 sampel yaitu K1, K2, K3, dan K4 untuk

masing-masing sampel dilarutkan dengan HCI 0,1 M.
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Kemudian hasil sampel kitosan diuji absorbansinya
dengan spekrofotometer UV-Vis. Penentuan DD pada
studi ini diperoleh sebesar 93,99% terdapat pada
sampel K4, Perbedaan besarnya derajat deasetilasi ini
disebabkan kerena pada proses deasetilasi  kitin
menjadi kitosan, dilakukan dengan penambahan
NaBH, dan dilakukan dua kali pengulangan. Oleh
karena itu kondisi terbaik dari karakterisasi kitosan
didapat dengan menggunakan suatu larutan NaBH,
dalam NaOH yang berfungsi sebagai reduktor dalam
menyumbangkan H* pada proses reaksi deasetilasi
menjadi kitosan (Rinaudo, 2006, Mohammed dkk.,
2013; Gyliene dkk., 2003). Perbedaan kitin dan
kitosan terletak pada besarnya derajat deasetilasi.
Kitosan memiliki derajat deasetilasi antara 70-
100% (Kusumaningsih dkk., 2004; Khan, 2002).
Rendamen dari hasil penelitian ini, menunjukan
sudah hampir sepenuhnya merupakan kitosan. Derajat
deasetilasi dari kitosan dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel. 4. Derajat deasetilasi dari kitosan hasil isolasi

Kitosan Derajat deasetilasi (%)
K1 93,02
K2 92,05
K3 93,15
K4 93,99

Tabel 5. Bobot molekul kitosan hasil isolasi dari
limbah cangkang kepiting rajungan

Kitosan Berat molekul (g/mol)
K1 3,9 x 10°
K2 43x10°
K3 3,44 x 10°
K4 3,47 x 10°

Bobot molekul (BM) kitosan

Selain DD salah satu karakteristik kitosan yang
paling penting adalah BM. Pada penelitian ini, berat
molekul terbaik diperoleh pada K4 sebesar 3,47x10°.
Hal ini disebabkan karena adanya penambahan
NaBH, dan dua kali pengulangan pada deasetilasi
kitin menjadi kitosan. Bobot molekul kitosan dapat
ditentukan dengan menggunakan metode viskositas
dan hasilnya dapat dilihat pada Tabel 5.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini, menunjukkan bahwa
penambahan 0,75 g NaBH, dalam 25 g Kkitin

menghasilkan ~ kitosan  yang memiliki  derajat
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deasetilasi  sebesar 93,99% dengan nilai bobot
molekul yaitu 3,47 x 10°g/mol.
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