Indo. J. Chem., 2009, 9 (3), 369 - 372 369

CHITOSAN PREPARATION WITH MULTISTAGE DEACETYLATION OF CHITIN AND
INVESTIGATION OF ITS PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES
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ABSTRACT

Study of chitosan prepared with chitin deacetylation by multistage alkali treatments has been done. Chitin was
extracted from Lampung white shrimp’s (Litophenaeus vannamei) shell. The FTIR spectroscopy was used to
determine deacetylation degree of chitin/chitosan. Viscometry was used to determine molecular weight of chitosan.
Effect of chitin deacetylation by multistage alkali treatments toward deacetylation degree and molecular weight was
studied by comparingit with continuous alkali treatment. The results showed that chitosan prepared by multistage
alkali treatment had higher deacetylation degree than those of obtained by continuous alkali treatment. Multistage
alkali treatment does not influence the chitosan’s molecular weight. Despite its significant effect on the deacetylation
process, concentration of alkali does not significantly effect the process of depolimerization.
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PENDAHULUAN

Kitin adalah senyawa polisakarida terbesar kedua
di bumi setelah selulosa dan menjadi bahan utama
pembentuk cangkang hewan seperti kulit udang,
kepiting, rajungan, kalajengking, cumi-cumi, serangga,
laba-laba, ulat sutera dan gurita [1-3]. Kitin merupakan
polimer yang layak menjadi material fungsional sebab
memiliki keunggulan dalam hal biokompatibilitas,
biodegradabilitas, non toksik dan sifat adsorpsinya. Akan
tetapi, biofungsional kitin dibatasi oleh proses
kelarutannya [3]. Keterbatasan kelarutan kitin ini dapat
diatasi dengan mengkonversinya menjadi kitosan dan
turunannya sehingga potensi aplikasi biomaterial ini
menjadi terbuka lebar.

Karakteristik kitosan yang biasanya digunakan
sebagai parameter dalam aplikasinya adalah derajat
deasetilasi dan berat molekul sangat ditentukan oleh
proses preparasi kitosan tersebut. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa peningkatan harga derajat
deasetilasi merupakan fungsi peningkatan dari
konsentrasi NaOH, temperatur reaksi dan waktu reaksi
[3]. Hasil penelitian regenerasi NaOH pada proses
deasetilasi signifikan meningkatkan derajat deasetilasi
[4].

Untuk keperluan penelitian, beberapa peneliti
membuat satu seri kitosan dengan derajat deasetilasi
yang relatif sama tetapi berat molekulnya bervariasi. Seri
kitosan tersebut dapat dipreparasi dengan
depolimerisasi kitosan menggunakan CH3;COOH 5% [5]
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atau HCI 2,5 N [6]. Sebaliknya, satu seri kitosan
dengan derajat deasetilasi yang bervariasi tetapi berat
molekulnya relatif sama dapat dilakukan dengan
meminimalisasi degradasi rantai polimer pada saat N-
deasetilasi dengan memberi perlakuan menggunakan
nitrogen [7], penambahan EDTA [1] atau NaBH, [8-9].
Penelitian ini dilakukan untuk membuat kitosan
dengan derajat deasetilasi yang bervariasi tetapi berat
molekul relatif sama dengan proses deasetilasi secara
bertahap. Penelitian yang dilaksanakan ini fokusnya
untuk menghasilkan kitosan dengan derajat deasetilasi
yang tinggi. Selain parameter derajat deasetilasi, juga
dilakukan analisis terhadap berat molekul kitosan yang
dihasilkan. Hal ini mengacu pada hasil penelitian yang
menyatakan bahwa  konsentrasi NaOH tidak
berpengaruh signifikan terhadap terjadinya
depolimerisasi dalam proses deasetilasi, terjadinya
proses depolimerisasi kitosan pada reaksi deasetilasi
lebih disebabkan oleh temperatur dan lamanya reaksi

[3].
METODE PENELITIAN
Bahan
Kulit udang putih (Litophenaeus vannamei) dari
Lampung, NaOH (Merck), HCI (Merck), NaHOCI

(Brataco lab.), akuades, KBr, CH;COOH (Merck), NaCl
(Merck), aseton teknis (Asia lab.).
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Alat

Blender (Philip), ayakan ukuran 100 mesh
(Retsch), serangkaian alat refluks, timbangan analitik
(Mettler AE 160), cawan porselin, spektrofotometer
inframerah (Shimadzu FTIR-8201 PC), stopwatch,
viskometer (Schott), oven (Fischer Scientific).

Prosedur Kerja

Isolasi kitin dari serbuk kulit udang

Kulit udang diblender dan diayak hingga diperoleh
serbuk dengan ukuran <100 mesh. Isolasi kitin dari
serbuk  kulit udang dilakukan melalui proses
deproteinasi, demineralisasi dan depigmentasi. Serbuk
kulit udang dideproteinasi dengan direfluks
menggunakan NaOH 4% dengan perban dingan 1 : 10
(berat : volume) pada temperatur 80 °C selama 1 jam,
serbuk sampel disaring dan dicuci dengan akuades
hingga netral. Serbuk udang hasil deproteinasi
didemineralisasi menggunakan HCI 1 M dengan
perbandingan 1 : 15 (berat : volume) pada temperatur
kamar selama 3 jam, serbuk disaring dan dicuci dengan
akuades hingga netral. Serbuk udang hasil deproteinasi
dan demineralisasi didepigmentasi menggunakan
NaHOCI 4% dengan perbandingan 1 : 10 (berat :
volume) pada temperatur kamar selama 1 jam, serbuk
hasil depigmentasi disaring dan dicuci dengan akuades
hingga netral.

Preparasi kitosan

Kitin hasil isolasi dari kulit udang dideasetilasi
secara bertahap dengan direfluks menggunakan NaOH
60% dengan perbandingan 1 : 15 (berat : volume) pada
temperatur 120 °C selama 1 x 3 jam (deasetilasi satu
tahap), 2 x 1,5 jam (deasetilasi dua tahap) dan 3 x 1 jam
(deasetilasi tiga tahap) [4]. Setiap tahapan deasetilasi
dilakukan regenerasi larutan NaOH dengan yang baru,
serbuk hasil deasetilasi disaring dan dicuci dengan
akuades hingga netral.

Analisis gugus fungsional dan penentuan derajat
deasetilasi kitin dan kitosan
Gugus fungsional dan derajat deasetilasi kitin
dan kitosan ditentukan dengan menggunakan
pendekatan spektroskopi inframerah. Serbuk kitin dan
kitosan dianalisis dalam bentuk pelet dengan KBr (1 :
100 berat/berat). Pelet dianalisis serapan gugus-
gugusnya pada rentang bilangan  gelombang
4000 - 400 cm™".
Derajat deasetilasi kitin dan kitosan ditentukan
berdasarkan persamaan Baxter yang diusulkan oleh
Khan et al. [10]:

DD =100 — [21655 ,445]
A3450

Absorbansi pada A gugus amida dan gugus
hidroksil yang digunakan sebagai dasar perhitungan
derajat deasetilasi direpresentasikan dengan
persamaan matematika Sabnis dan Block yang
diusulkan oleh Khan et al. [10].

Penentuan berat molekul kitosan

Berat molekul kitosan ditentukan berdasarkan
metode viskometri. Kitosan A dilarutkan dalam larutan
0,1 M CH3;COOH dan 0,2 M NaCl sehingga diperoleh
larutan kitosan A dengan konsentrasi bervariasi : 0;
0,025; 0,050; 0,075; 0,100; 0,150 dan 0,200% [9].
Masing-masing larutan kitosan A dimasukkan ke dalam
viskometer dan diukur laju alir. Data laju alir diolah
untuk menentukan viskositas intrinsik [n] berdasarkan
persamaan Huggins [11] :

12 =)ok’ nIe

Kitosan B dan C pada konsentrasi
ditentukan laju alirnya untuk. dikonversi menjadi
viskositas intrinsik, [n] menggunakan persamaan
Huggins dengan harga konstanta Huggins (k’) yang
telah diperoleh dari kitosan A [12]. Viskositas intrinsik
yang diperoleh digunakan untuk menentukan berat
molekul masing-masing kitosan tersebut berdasarkan
persamaan Mark-Houwink : [n] = K M° dengan harga
konstanta Mark-Houwink K dan a ini masing-masing
1,81 x 10 cm®/g dan 0,93 [13-14].

0,15%

HASIL DAN PEMBAHASAN
Gugus Fungsional Kitin dan Kitosan

Spektra IR kitin (Gambar 1) menunjukkan

serapan kuat pada daerah 3441,0 cm™ yang berasal
dari vibrasi ulur gugus -OH. Pita serapan sedang
(medium) pada daerah 2924,1 cm” menunjukkan
vibrasi ulur -CH,- simetri [3,9,15].
Serapan tajam pada daerah 1651,1 cm™ akibat vibrasi
ulur -C=0, serapan pada 1157,3 cm™ berasal dari
vibrasi ulur -C-O dan diperkuat serapan pada daerah
3271,3 dan 3109,2 cm™ serta 1627,9 cm™ yang berasal
dari vibrasi tekuk N-H mengindikasikan adanya gugus
N-asetil yang terkonjugasi [3,9,16].

Pita serapan tajam pada 1558,5 cm™ dan
1311,6 cm™ akibat vibrasi ulur —-NH dan vibrasi tekuk —
CN dari gugus N-asetil (-NHCOCHS;). Pita serapan
pada 1028,1 cm™ akibat vibrasi ulur simetris C-O-C dan
1072,4 cm™ akibat vibrasi ulur asimetris dari cincin
glukosamin [9,171].

Penurunan pita serapan pada 2924,1 cm” yang
mengindikasikan berkurangnya sebagian senyawa
pengotor yang mengandung gugus metilen akibat
perlakuan depigmentasi. Senyawa yang lepas tersebut
kemungkinan merupakan senyawa karotenoid yang
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Gambar 1. Spektra inframerah kitin depigmentasi dan

tanpa depigmentasi

Gambar 2. Perbedaan warna serbuk kitin sebelum dan
setelah depigmentasi
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Gambar 3. Spektra infra merah : kitosan A, kitosan B
dan kitosan C

memberikan warna seperti asthaxanthin. Hal ini
didukung dengan terjadinya perubahan warna Kitin
menjadi lebih putih secara signifikan (Gambar 2).

Spektra IR kitosan (Gambar 3) menunjukkan
bahwa tidak terdapat perbedaan pita serapan yang
signifikan antar ketiga jenis kitosan (kitosan A, B dan C).
Hal ini menunjukkan bahwa regenerasi larutan NaOH
pada proses deasetilasi tidak mempengaruhi gugus
fungsional kitosan yang dihasilkan.

Spektra IR kitosan jika dibandingkan dengan
spektra IR kitin depigmentasi (Gambar 4) teramati
adanya beberapa perbedaan vyaitu: Hilangnya pita

kitin [ —
kitosan C

Transmitansi
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Gambar 4. Spektra inframerah kitin depigmentasii&um
kitosan C

Tabel.1 Derajat deasetilasi (DD) dan berat molekul
(MW) kitin dan kitosan

No. Sampel DD (%) MW (Da)
1 Kitin tanpa depigmentasi 40,17 -
2 Kitin depigmentasi 40,36 -
3 Kitosan A 76,48 365.154
4 Kitosan B 79,60 318.738
5 Kitosan C 84,16 340.078

serapan pada 3263 cm™, 3109,2 cm'1, 1558,6 cm” dan
1627,9 cm’ serta hilangnya pita serapan pada
1311,6 cm™ mengindikasikan hilangnya gugus asetil [9]
dan Munculnya pita serapan pada 1597,1 cm” yang
merupakan akibat adanya vibrasi tekuk N-H dari R-NH,
yang mengindikasikan meningkatnya derajat
deasetilasi.

Derajat Deasetilasi dan Berat Molekul Kitin dan
Kitosan

Hasil penelitian (seperti yang terlihat dalam Tabel
1) menunjukkan bahwa derajat deasetilasi kitosan A <
kitosan B < kitosan C. Hal ini mengindikasikan
regenerasi NaOH signifikan meningkatkan efektivitas
proses deasetilasi. Selama reaksi hidrolisis kitin
berlangsung, konsentrasi larutan NaOH makin lama
semakin berkurang yang menyebabkan reaktivitasnya
semakin berkurang hingga semakin kurang efektif
sebagai agen deasetilasii Dengan melakukan
regenerasi larutan NaOH, maka reaktivitas NaOH
untuk mendeasetilasi kitin kembali efektif.

Berdasarkan data Tabel 1, harga berat molekul
kitosan A, kitosan B dan kitosan C yang diperoleh
relatif hampir sama. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian Champagne [3], yang menyatakan bahwa
konsentrasi NaOH tidak berpengaruh signifikan
terhadap terjadinya depolimerisasi dalam proses
deasetilasi. Terjadinya proses depolimerisasi kitosan
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pada reaksi deasetilasi lebih disebabkan oleh

temperatur dan lamanya reaksi.
KESIMPULAN

Derajat deasetilasi kitosan A (deasetilasi 1 x 3 jam)
< derajat deasetilasi kitosan B (deasetilasi 2 x 1,5 jam) <
derajat deasetilasi kitosan C (deasetilasi 3 x 1 jam).
Sedangkan berat molekul kitosan A, kitosan B dan
kitosan C relatif tidak berbeda. Hal ini mengindikasikan
bahwa deasetilasi kitin secara bertahap efektif
meningkatkan derajat deasetilasi kitosan yang diperoleh
dibandingkan deasetilasi kitin secara kontinyu dengan
total waktu yang sama. Teknik ini tidak mempengaruhi
harga berat molekul (derajat polimerisasi) kitosan yang
dihasilkan.
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