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RINGKASAN

Pemanfaatan ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lemuru (sardinella sp.)
untuk deproteinisasi limbah udang secara enzimatik dalam proses produks
kitosan; Egik Tri Juniarso; 2008; 64 halaman; Jurusan Kifakultas Matematika
dan limu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Udang merupakan salah satu komoditas ekspor taribeésndonesia. Udang
di ekspor dalam bentuk beku, dimana sekitar 60-ad#ah limbah. Dalam limbah
udang (kulit, kepala dan ekor) terdapat tiga kongpohesar yaitu protein, kalsium
karbonat dan kitin. Kandungan kitin dalam cangkadang sekitar 99,1%, kitin dapat
dimanfaatkan lebih lanjut menjadi kitosan. Kitossangat bermanfaat di berbagai
bidang karena dilihat dari strukturnya terdapatremyang bersifat parsial positif
kuat.

Pembuatan kitosan dari cangkang udang meliputitdbap, yaitu pemisahan
protein (deproteinisasi), demineralisasi dan ddaset Deproteinisasi dalam
penelitian ini dilakukan secara enzimatik menggamagkstrak kasar protease dari isi
perut ikan lemuruSardinella sp.). Dilakukan uji aktivitas dan optimasi ekstkasar
protease menggunakan substrat kasein, untuk metkdapkondisi optimal enzim
dalam menghidrolisis protein. Ekstrak kasar praeastuk kondisi asam optimum
pada pH 3 dan kondisi basa pada pH 9, serta optipada temperatur 80. Kondisi
tersebut digunakan untuk deproteinisasi secaramatiki dengan waktu inkubasi
selama 90 menit. Penentuan waktu inkubasi tersebpéroleh berdasarkan
kandungan protein cangkang udang selama deprasirsscara enzimatik, diketahui
melalui pengukuran kadar nitrogen total cangkangngdsetiap rentang waktu 30
menit menggunakan metode Kjeldahl. Kadar nitrogangkang udang sebelum
deproteinisasi secara enzimatik 2,10 persen setetatgalami deproteinisasi secara
enzimatik kadar nitrogennya sebesar 0,872 padaasaaasam (pH 3) dan 0,871
untuk susana basa (pH 9). Demineralisasi adalalispean mineral-mineral terutama
kalsium karbonat menggunakan asam Kklorida. Kitimgyaliperoleh selanjutnya
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dipisahkan gugus asetilnya atau deasetilasi depg@ambahan natrium klorida,
untuk mendapatkan senyawa turunanya yaitu kitddantifikasi kitosan berdasarkan
penentuan gugus fungsi menggunakan spektra FTIRktGpFTIR kitosan hasil
penelitian dibandingkan kitosan pembanding Sigmalriéh dengan derajat
deaseitilasi 85%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa spektra FTIRdan memiliki spektra
yang sangat identik dibandingkan dengan kitosanbpewting (Sigma Aldrich DD
85%). Terutama ditunjukkan untuk absorpsi gugusharriNH, dan ikatan amida C-N
yang merupakan absorpsi spesifik dari kitosan. déitohasil deproteinisasi secara
enzimatik pada kondisi asam (pH 3), absorpsi Néfdapat pada 3466.08 dan
1597.06 crit dengan ikatan C-N pada 1658.78 teproteinisasi pada kondisi basa
dengan larutan buffer pH 9 menunjukkan gugus >M&hg menyerap pada 3450.65
dan 1597.06 ci sedangkan ikatan C-N menyerap pada 1664.5%7 cm
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Budidaya udang saat ini telah berkembang dengaat pe=hingga udang
dijadikan komoditas ekspor non migas yang dapairaialkan dan merupakan biota
laut yang bernilai ekonomis tinggi. Udang dimarfaat sebagai bahan makanan
yang memiliki nilai gizi tinggi. Udang di Indonespada umumnya diekspor dalam
bentuk beku yang telah dipisahkan bagian kepalar, éan kulitnya. Ketiga bagian
tersebut merupakan limbah udang yang lebih laagitdapat dimanfaatkan menjadi
senyawa kitosan. Walaupun demikian, hingga sadtnnoah tersebut belum diolah
ataupun dimanfaatkan secara optimal sehingga metkanb pencemaran
lingkungan, khususnya dari aspek bau dan mengurélagestetika lingkungan.

Seperti telah disebutkan sebelumnya bahwa sebdmgaar limbah udang
yang dihasilkan dari proses pengolahan udang teddiri kepala, kulit maupun
ekornya. Kulit udang mengandung protein (25%-40€t (15%-20%) dan kalsium
karbonat (45%-50%) (Marganof, 2003&itin diisolasi dari limbah udang melalui
beberapa tahap. Isolasi kitin diawali oleh tahamipahan protein menggunakan
larutan basa (deproteinisasi) dilanjutkan dengamimieralisasi dan terakhir
pemutihan fleaching) menggunakan aseton dan sodium hipoklorit. Kitimgy telah
diperoleh ditransformasi menjadi kitosan melalunaia deasetilasi dengan basa
berkonsentrasi tinggi, pencucian, pengeringan danepungan hingga menjadi
serbuk kitosan. Tahap awal pemisahan protédeproteinisasi) pada Kkitin
menggunakan larutan basa merupakahapan yang umum digunakan dalam
pembuatan kitosan dari limbah udang. Deproteinisasiara kimia yaitu dengan
penambahan asam atau basa akan menimbulkan masddah hal netralisasi sisa
asam atau basa terhadap lingkungan. Penambahaanlamsam atau bagaga

melibatkan temperatur yang cukup tinggi sehingget@aerusak ikatan polisakarida



pada kitin. Kitin dan kitosan termasuk dalam jepdisakarida, yaitu karbohidrat
kompleks yang tidak larut dalam akKitin merupakan suatu jenis polimer kedua
terbanyak setelah selulosa. Polisakarida-polisd&atersebut berbeda dalam jenis
monosakarida penyusunnya dan cara monosakaridasakerida berikatan
membentuk polisakarida.

Terkait dengan hal tersebut, maka dalam penelitiantahap pemisahan
protein pada limbah udang menggunakan ekstrak kaséease dari isi perut ikan
lemuru Gardinella sp.). Proses pemisahan yang terjadi nantinya nikéibareaksi
hidrolisis tanpa penggunaan temperatur yang cukaggit Pemilihan isiperut ikan
sebagai sumber enzim karena perut ikan mengandengdmi enzim protease yang
dapat menghidrolisis protein untuk menghasilkandpkoberupa rantai polipeptida
yang lebih sederhana, sehingga memiliki kelarutangylebih tinggi dalam pelarut
polar.

Salah satu jenis ikan yang merupakan potensi terliBsperairan Indonesia
adalah ikan lemuruSardinella sp.), dengan kelimpahan terbesarnya di selat Bali,
yaitu di Muncar, Banyuwangi, Jawa Timur. Produlksin lemuru mencapai 33.937
ton di tahun 2002. Ikan lemuru memiliki nilai ekonis yang rendah dan tidak
disukai konsumen karena berduri banyak, bersidkliderdaging tipis dan mudah
rusak. lkan lemuru pada umumnya digunakan sebagj@arbikan kaleng, tepung
ikan, dan diolah menjadi pindang. Pengolahan ileanufru yang dikaleng tersebut
akan menghasilkan limbah berupa isi perut ikan kemyang masih dapat
dimanfaatkan lebih lanjut untuk menghasilkan ekski@sar protease.

Isi perut ikan sangat potensial digunakan sebagaibsr protease, karena
dalam perut ikan terdapat organ pencernaan (sistetabolisme) tempat protein
dihidrolisis yang mengandung banyak protease. Bglaeprotease dari isi perut ikan
telah dilaporkan, seperti proteinase dari isi pekanh crayfish, ikan digfish, ikan
mackerel dan dari limpa tuna. Protease yang terdapat dadamperut ikan sangat

bervariasi, bergantung pada jenis makanan danespésn tersebut. Bahkan dari



jenis ikan yang sama, terdapat protease yang beerfpechlah dan jenisnya) dalam
setiap organ yang berlainan dari isi perutnya.

Kitosan adalah produk terdeasetilasi dari kitin gzanerupakan biopolimer
alami kedua terbanyak di alam setelah selulosay panyak terdapat pada serangga,
crustacea, dan fungi. Diperkirakan lebih dari 109-1010 tomo&an diproduksi di
alam tiap tahun. Indonesia sebagai negara mars@mgat berpotensi menghasilkan
kitin dan produk derivatnya. Limbah cangkang rapmgli Cirebon saja berkisar 10
ton perhari yang berasal dari sekurangnya 20 indkestil. Kitosan tersebut masih
menjadi limbah yang dibuang dan menimbulkan masktgkungan. Data statistik
menunjukkan negara yang memiliki industri pengatekerang menghasilkan sekitar
56.200 ton limbah. Pasar dunia untuk produk derkiib menunjukkan bahwa
oligomer kitosan adalah produk yang termahal, ysetuilai $ 60.000/ton.

Dilakukan karakterisasi ekstrak kasar proteaseisigoerut ikan lemuru untuk
mengetahui besarnya aktivitas protease dalam manodkis protein limbah udang
(deproteinisasi secara enzimatik), selanjutnya kdkan tahap demineralisasi,

dekolorisasi, deasetilasi untuk mengisolasi ldim menghasilkan kitosan.

1.2 Rumusan Masalah
Terdapat beberapa ruang lingkup permasalahan dadan@litian ini, antara
lain:

1.2.1 Berapakah aktivitas ekstrak kasar proteasestgerut ikan lemuruSardinella
sp.)?

1.2.2 Berapakah perbandingan kandungan nitrogahpatia limbah udang sebelum
dan sesudah proses hidrolisis secara enzimatik goneagan ekstrak kasar
protease dari isi perut ikan lemuisafdinella sp.)?

1.2.3 Bagaimana spektnafra red kitosan yang dihasilkan dari limbah udang dengan
proses deproteinasi secara enzimatik dibandingkagah kitosan pembanding
(Sigma-Aldrich, DD 85%)?



1.3 Tujuan Penéelitian

13.1

1.3.2

1.3.3

Beberapa tujuan yang hendak dicapai dalam seraargkainelitian ini adalah:
Mengetahui besarnya aktivitas ekstrak kasar pretedemi isi perut ikan
lemuru Gardinella sp.).

Mengetahui perbandingan kandungan nitrogen totalapbmbah udang
sebelum dan sesudah proses hidrolisis secara dikzimanggunakan ekstrak
kasar protease dari isi perut ikan lemugar@inella sp.).

Mengetahui spektranfra red kitosan yang dihasilkan dari limbah udang
dengan proses deproteinasi secara enzimatik digkah dengan kitosan
pembanding (Sigma-Aldrich, DD 85%).

1.4 Batasan Masalah

141

1.4.2

1.4.3

144

145

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

Isi perut ikan yang digunakan dalam penelitian adialah isi perut ikan
lemuru Gardinella sp.), yang akan digunakan sebagai sumber ekstisk ka
protease dalam hidrolisis protein limbah udang. psrut ikan lemuru
diperoleh dari tempat pelelangan ikan (TPI) di Keatan Puger, Kabupaten
Jember.

Pada pengujian aktivitas ekstrak kasar proteaseislaperut ikan lemuru
(Sardinella sp.) digunakan larutan standar kasein.

Limbah udang yang digunakan merupakan jenis limbdang galah yang
diperoleh dari tempat penjualan udang di Jember.

Dilakukan pula tahap deproteinisasi secara kimiaggenakan larutan NaOH
3, 5 %, sesuai metode Prasetyo (2004).

Kitosan pembanding yang digunakan dalam penelitmnadalah kitosan
cangkang udang dengan derajat deasetilasi 85 dméSAddrich, St. Louis,
USA).



1.5 Manfaat Penédlitian

Penelitian ini dilakukan untuk memberikan informasengenai aktivitas
ekstrak kasar protease yang terkandung dalam fist pean lemuru $ardinella sp.)
sebagai enzim yang mengkatalisis proses hidropsigein dalam limbah udang.
Setelah pemisahan protein secara enzimatik (depisdsi) dilakukan beberapa
proses selanjutnya untuk menghasilkan kitosan yaremiliki aplikasi tinggi.






BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 1kan Lemuru (Sardinella sp.)

Ikan-ikan lemuru yang tertangkap di perairan Inctméerdiri dari beberapa
jenis yang dalam statistik perikanan Indonesia luigg menjadi satu dengan nama
lemuru & longiceps Valenciennes). Jenis-jenis ikan tersebut ad&akhongiceps
ValenciennesS. aurita non ValenciennesS leiogaster, S. clupeoides, S sirm, S
fimbriata danS. lemuru (Sinonim: Amblygaster posterus Whitley, Clupea nymphaea
Richardson, S aurita non Valenciennes,S. longiceps non Valenciennes,S
samarensis Roxas). Berdasarkan hasil revisi nama yang digunakéukS. longiceps
Valenciennes adalals. lemuru Bleeker, 1853, sedangkan nama internasionalnya
adalahBali Sardinella. Ikan lemuru banyak ditangkap di perairan laut Jdasm selat
Bali (Burhanuddinet al, 1984). Ikan lemuru memiliki nilai ekonomis yanelatif
rendah karena mudah membusuk dan bersisik banpakgga kurang disukai untuk

dikonsumsi dalam bentuk segar.

Sumber: Anonim, 2007
Gambar 2.1 Ikan Lemuru &ardinella lemuru Bleeker, 1853)
Secara ilmiah ikan lemuru diklasifikasikan dalam:

Kingdom : Animalia
Philum : Chordata
Subphilum  : Vertebrata



Kelas : Actinopterygii

Orde : Clupeiformes

Famili : Clupeidae

Genus : Sardinella

Spesies Sardinella lemuru Bleeker, 1853

Ilkan lemuru memiliki bentuk badan memanjang danidmagerut sebelum
sirip perut membundar. Badan berwarna keperakagasebiru gelap pada bagian
belakang, tidak terdapat bercak gelap pada dagampsinggung, pinggiran tepi sirip
ekor berwarna gelap.

Ikan lemuru terdapat di perairan pantai dan pelagsmakan phytoplanton
dan zooplankton. Panjang maksimum dapat mencapam2@aerah penyebarannya
terdapat di samudra Hindia bagian timur dan Pasifigian barat, laut cina selatan,
Indonesia bagian barat, Australia bagian baraipiRd, China, Taiwan dan Jepang
bagian selatanSardinella lemuru mudah dibedakan dari semwekupeid lainnya
dengan 9 jari-jari sirip perutnya. Kandungan ikamiliru dalam 100 gram ikan dapat

dijelaskan pada tabel 2.1 di bawah ini:

Tabel 2.1. Komposisi Kimia Lemuru tiap 100 gram

Komponen Jumlah
Air (gram) 76
Protein (gram) 20
Lemak (gram) 3
Karbohidrat (gram) 0
ca&* (mg) 20
Fosfor (mg) 100
Fe (mg) 1
Vitamin A (SI) 100
Vitamin B1 (mg) 0,05

Sumber: Direktorat Gizi Departemen Kesehatan RI92; Sasangka, 1997.

2.2 Enzim
Enzim merupakan unit fungsional dari metabolismeyaag bekerja dengan

urut-urutan yang teratur. Enzim memiliki tenagaakéik yang besar, biasanya jauh



lebih besar dari katalisator sintetik. Enzim merigksis reaksi kimia spesifik dengan
cara menurunkan energi bebas aktivasi. Spesifitagneamat sangat tinggi terhadap
substratnya. Enzim mempercepat reaksi kimiawi §gdsinpa pembentukan produk
samping dan molekul ini berfungsi dalam larutaneergada keadaan suhu dan pH
normal (Lehninger, 1998:235).

2.2.1 Klasifikas Enzim

Enzim digolongkan berdasarkan reaksi yang dikagallsanyak enzim yang
telah dinamakan dengan menambahkan akhiran -apad&eam substratnya. Urase
mengkatalisis hidrolisis urea, arginase mengkasahglrolisis arginin dan protease
mengkatalisis hidrolisis protein. Banyak juga enziang telah dinamakan dengan
tidak menerangkan substratnya, seperti pepsin ri@sint Terdapat pula satu enzim
yang sama dikenal dengan dua atau lebih nama,ggghimtuk hal-hal tersebut dan
juga terus meningkatnya jumlah enzim yang barurditean, suatu dasar penemuan
da penggolongan enzim secara sistematis telah dikaan oleh persetujuan
internasional. Sistem ini menempatkan semua enanddtam enam kelas utama,
masing-masing dengan subkelas, berdasarkan atasrgaksi yang dikalisis, sesuai
tabel 2.2. Tiap-tiap enzim ditetapkan ke dalam dntpagkat nomor kelas dan
diberikan suatu nama sistematik, yang mengideasfikreaksi yang dikatalisis
(Lehninger, 1998:238).

Tabel 2.2. Klasifikasi Enzim secara Berdasarkan atas Realsy Yikatalisis

Kelas Jenis Reaksi Yang Dikatalisis
Oksidureduktase Pemindahan elektron
Transferase Reaksi pemindahan gugus fungsional

Hidrolase Reaksi hidrolisis (pemindahan gugus fumedli ke air)



Kelas Jenis Reaksi Yang Dikatalisis

Isomerase Pemindahan gugus di dalam molekul, meitkgua
bentuk isomer

Ligase Pembentukan ikatan C-C, C-S dan C-N olelksrea
kondensasi yang berkaitan dengan penguraian ATP

2.2.2 AktivitasEnzim

Holme dan Peck (1998:280) menyatakan bahwa algiatezim merupakan
banyaknya mol substrat yang diubah/dikatalisis oéstzim per satuan waktu.
Aktivitas enzim dapat menggambarkan besarnya karasnenzim dalam suatu
medium. Terdapat beberapa istilah yang menjelaskaiang aktivitas enzim, yaitu:
unit aktivitas enzim, aktivitas spesifik dan anggargantian tirnover number).
Menurut perjanjian internasional, satu unit akéisienzim adalah jumlah enzim yang
menyebabkan perubahamthol (10° mol) substrat per menit pada suhu 25 °C dalam
kondisi optimumnya. Aktivitas spesifik adalah jummlainit aktivitas enzim per
miligram protein. Aktivitas spesifik merupakan swatkuran kemurnian enzim,
nilainya meningkat selama kemurnian suatu enzim oemjadi maksimal serta
konstan jika enzim sudah berada pada keadaan rfiehninger, 1998). Angka
pergantian tUrnover number) adalah angka yang menunjukkan jumlah molekul
substrat yang diubah menjadi produk per satuan uvalgéh satu molekul enzim
(Wirahadikusumah, 1989:62).

Penentuan aktivitas enzim dapat dilakukan denganggumakan berbagai
metode. Metode yang akan digunakan harus menyesualkngan reaksi yang
berlangsung dalam katalisis enzim bersangkutan. ukénHolme dan Peck
(1998:282-294) ada beberapa metode yang dapat akgonuntuk memonitoring
katalisis enzim (menentukan aktivitas enzim), yaitunetode gasometri,
spektrofotometri, fluorimetri, luminescence, elekimia dan mikrokalorimetri.

Metode yang paling banyak digunakan untuk pengukaddivitas enzim protease



10

pada daerah pengukuran ultraviolet yaitu 280 nmsoftansi ini akibat adanya
absorbansi oleh asam amino aromatik. Pengukurawitaktenzim protease dapat
juga pada daerah tampak atau visible yaiut pangg@hgmbang 500-750 nm, dimana
penyerapannya didasarkan pada kompleks warna yhagildan dari reduksi reagen
Folin oleh tirosin.
Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzimaemtlain konsentrasi enzim,
waktu inkubasi, konsentrasi ion hidrogen'YHadar air dan temperatur.
1. Pengaruh konsentrasi enzim
Konsentrasi enzim rendah tidak semua substrat tdikeh enzim sehingga
aktivitas enzim menurun. Konsentrasi enzim berbaptlirus dengan kecepatan
reaksi, jika konsentrasi enzim dinaikkan maka semélanyak substrat yang
terikat sehingga kecepatan reaksi bertambah. Keaméerlangsung sampai
mencapai tingkat kecepatan reaksi maksimum, dinsenaua enzim mengikat
substrat atau semua enzim telah jenuh. Enzim di&atgenuh apabila produk
yang dihasilkan menurun.
2. Pengaruh waktu inkubasi
Semakin waktu inkubasi menyebabkan daya kerja enmitok mengkatalisis
lebih lama sehingga produk yang dihasilkan semi&sar.
3. Pengaruh pH
Enzim adalah protein yang tersusun atas asam amiaka pengaruh pH
berhubungan erat dengan sifat asam basa yang ldimibtein, secara umum
enzim menunjukkan aktivitas optimal pada kisaran qgimal spesifik untuk
jenis enzim tertentu. Penggunaan pH yang terlalggti atau rendah akan
menyebabkan terjadinya perubahan yang disebutuasaprotein.
4. Pengaruh suhu
Kenaikan suhu akan meningkatkan kecepatan reakgaicbatas tertentu. Tiap
naik 10°C kecepatan reaksinya naik dua kali lipat. Kenaikahu di atas suhu

optimum akan menyebabkan denaturasi enzim. Set@pmememiliki suhu
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optimum, diatas dan dibawah suhu tersebut aktivetaam berkurang karena

energi kinetik yang diperlukan untuk interaksi dudtsdan enzim rendah.

2.2.3 MekanismeKatalisisEnzim

Enzim adalah suatu katalisator, molekul ini menatgkn dengan nyata
keceptan reaksi kimia spesifik yang tanpa enzimnmaberlangsung lebih lambat.
Enzim tidak dapat mengubah titik kesetimbanagaksiegang dikatalisisnya, enzim
juga tidak akan habis dipakai atau diubah secamangeen oleh reaksi-reaksi
tersebut.

Salah satu faktor yang mempengaruhi kecepatansireattalah dengan
menambahkan katalisator. Katalisator termasuk enzipat meningkatkan kecepatan
reaksi dengan cara menururnkan batas penghalanggi.enéerja enzim juga
membentuk kompleks enzim-substrat, tetapi mem#ikergi aktivasi yang lebih
rendah dalam keadaan transisi dibandingkan dengadalan transisi tanpa enzim.
Kompleks enzim-substrat lalu bereaksi membentuldykp dengan cara demikian
mekanisme katalisis enzim sebagai katalisator nugtkan energi aktivasi reaksi-
reaksi kimia dan meningkatkan fraksi molekul diasal suatu populasi molekul
katalisator (Stryer Lubert, 1995:207).

2.24 Enzim Proteolitik (Protease)

Enzim protease memiliki variasi pemilihan substyang lebih luas atau
berbeda dalam hal aktivitasnya terhadap ikataraikgbeptida protein. Protease
adalah enzim dengan massa molekuler kecil berkisetG — 35x13 Dalton, kecuali
untuk leusin aminopeptidase dengan molekul ~25&Hon (Winarno, 1995).

Bergman dan Futon (Winarno, 1995) merekomendastkaa kelompok
utama enzim protease yaitu golongan eksopeptidasksorotease) dan
endopeptidase (endoprotease). Eksopeptidase ditsagadi karboksi(ekso)peptidase
dan amino(ekso)peptidase yang berturut-turut mengofeeptida dari arah gugus
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karbonil terminal dan gugus amino terminal, sedangkndopeptidase memecah
protein atau ikatan peptida dari dalam (internaftma.

Berdasarkan sumbernya, enzim protease dikategomkenjadi tiga yaitu
hewani, nabati dan mikroba (bakteri, ragi dan kaparfnzim protease nabati
meliputi papain, fisin dan bromelin, sedangkan pepgennin, kolagenase hewan,
tripsin, kimotripsinogen dan elastase bersumber ltawani, serta yang bersumber
dari mikroba seperti kimopapain, elastase, keraéna kolagenase bakteri, subtilisin,

scytalidopepsin B ragi dan rennet mikroba (Winadf95).

2.3 Udang

Udang merupakan anggota filum Arthropoda, sub filbhandibulata dan
tergolong dalam kelas Crustacea. Seluruh tubuliritéliati ruas ruas yang terbungkus
oleh kerangka luar atagksoskeleton dari zat tanduk atau kitin dan diperkuat oleh
bahan kapur kalsium karbonat (Soetomo, 1990). Sabdyesar limbah udang yang
dihasilkan oleh usaha pengolahan udang berasakelaaia, kulit dan ekornya. Kulit
udang mengandung protein (25%-40%), kitin (15%-208ah kalsium karbonat
(45%-50%) (Marganof, 2003).

Crustacea merupakan sumber utama kitin, telah dilaporkanebsgia jenis
crustacea yang merupakan sumber kitin seperti udang kPBeitulirus japonicus
Kishinouye danPanulirus penicillatus, udang lautOrconectes obscurus, Artemia
salina danOrconectes virilis, udangAstacus flufiatilis, spiny lobster, udang-udangan
antartika, kepiting dungeness crab (Cancer magister), udang Pasifik RPandalus
borealis), kepiting purple shorecrab (Hemigrapsus nudus, Maja dan Cancer
magister), kepiting batu Menippe mercenaria), kepiting biru Callinectes sapidus),
kepiting merahGeryon quirquedons), kepitinghorseshoe (Limulus polyphemus).

Budidaya udang saat ini telah berkembang dengamt psshingga udang
dijadikan komoditas ekspor non migas yang dapairaialkan dan merupakan biota
laut yang bernilai ekonomis tinggi. Udang pada umyandimanfaatkan sebagai

bahan makanan yang memiliki nilai gizi tinggi. Udagh Indonesia pada umumnya
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diekspor dalam bentuk beku yang telah dibuang kemMor dan kulitnya. Limbah
udang dapat dimanfaatkan menjadi senyawa kitogaunasampai saat ini limbah
tersebut belum diolah dan dimanfaatkan secara makssehingga menyebabkan
pencemaran lingkungan khususnya bau dan estatifauingan yang buruk.

Cangkang udang sebagai sumber potensial kitin nmelogg 30-40% protein,
30-50% kalsium karbonat (CaGdan 20-30% Kkitin, dimana kandungan tersebut
bervariasi tergantung spesies dan musim (@hal., 1998); sedangkan menurut
Prasetyo (2004) cangkang udang mengandung seRitH¥oKitin.

Kandungan kitin dari kulit udang lebih sedikit diolngkan dengan kulit atau
cangkang kepiting. Kandungan kitin pada limbah twegi mencapai 50%-60%,
sementara limbah udang menghasilkan 42%-57%, skdargymi-cumi dan kerang,
masing-masing 40% dan 14%-35%. Komponen-komponsehlat bahan baku yang
mudah diperoleh adalah udang, maka proses kitin kdesan biasanya lebih
memanfaatkan limbah udang (Anonymous, 2003).

Usaha pengolahan udang menghasilkan limbah uddmesae 30% - 75%
yang terbuang percuma tanpa diolah bahkan menyabapkncemaran. Jumlah
tersebut sangat besar untuk ukuran limbah indudttang bukan merupakan satu-
satunya sumber kitin. Rajungan merupakan hewan yaang cangkangnya juga
mengandung kitin bahkan lebih besar daripada uddagiun ada beberapa faktor
yang mendasari pemilihan udang sebagai bahan bakumbyatan kitosan.
Perbandingan antara udang dan rajungan sebagan etk pembuatan kitosan
ditunjukkan pada tabel 2.3.
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Tabel 2.3. Perbandingan Produksi Kitosan Dari Udang dan Rggan

Parameter Udang Rajungan
Jumlah produksi tahun 1997 398.190 ton* 16.433 ton*
Kandungan kitin 42%-57%** 50%-60%**
Limbah yang dihasilkan industri 30%-75%*** 25%-50%***
pengolahan

Sumber: * BPS, ** Marganof, (2003), *** Hartati, TRakhmadioni, dan Loekito, (2002)

Proses pengolahan udang lebih mudah daripada eajuwglaupun rajungan
memiliki kandungan Kkitin lebih besar daripada udaPgrsediaan bahan baku yaitu
limbah udang yang besar dengan kandungan kitin yandah dapat menghasilkan
kitosan yang lebih banyak daripada dengan menggundiknbah rajungan yang
bahan baku yaitu limbahnya sedikit walaupun kiamg dihasilkan lebih banyak dari
udang. Mempertimbangkan faktor-faktor pada tab2l @atas tentang perbandingan
kitosan dari udang dan rajungan di atas, maka di#getahui bahwa limbah udang
sangat berpotensi untuk diolah menjadi kitosan.

Kitosan yang ada di pasar Indonesia berasal dare&olndia dan Jepang.
Melihat besarnya potensi limbah udang untuk dimekEn, Indonesia sebagai
negara penyedia udang seharusnya mampu mengolaahliodang yang dihasilkan
secara maksimal menjadi kitosan Kitosan dapat diaagkan dalam pengolahan
limbah cair industri, karena kitosan memiliki sifdpat menyerap logam berat dan
menjernihkan limbah cair industri.

Penelitian sebelumnya melakukan isolasi kitin dangkang udang air tawar
(Macrobrachium sintangense de man.). Spektra FTIR dari kitin tersebut dituhgk
pada gambar 2.2 berikut
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Gambar 2.2. Spektra FTIR kitin hasil isolasi dari cangkang ngla

Gambar tersebut menunjukkan bahwa suatu amina dekurakan
memperlihatkan sebuah pita absorpsi kuat pada f&580-3100 cim atau pada
3506,90 crit. Pita ini menunjukkan jenis regangan N-H. Ikatarida C-N menyerap
pada bilangan gelombang 1662 tnRegang C-H terlihat pada bilangan gelombang
2935, 1377,dan 1321 ¢hmsedangkan regang hidroksil -OH (sekunder) pad® 14
cm’ (Erfani, D.A, 2005).

2.4 Kitosan

Kitosan adalah produk terdeasetilasi dari kiting/arerupakan biopolimer alami
kedua terbanyak di alam setelah selulosa, yangabamgrdapat pada serangga,
krustasea, dan fungi. Kitosan merupakan suatu polyang tersusun dari beberapa
monomer yaitu D-glukosamin.

Diperkirakan lebih dari 109-1010 ton kitosan dipxksi di alam tiap tahun.
Sebagai negara maritim, Indonesia sangat berpatesmsghasilkan kitin dan produk
turunannya. Limbah cangkang rajungan di Cireboa bajkisar 10 ton perhari yang
berasal dari sekurangnya 20 industri kecil. Kitosansebut masih menjadi limbah

yang dibuang dan menimbulkan masalah lingkungara Btatistik menunjukkan
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negara yang memiliki industri pengolahan kerang ghasilkan sekitar 56.200 ton
limbah. Pasar dunia untuk produk turunan kitin nmpnkkan bahwa oligomer kitosan
adalah produk yang termabhal, yaitu senilai $ 601000 Meidinaet.al, 2006).

24.1 Sifat Kimia Kitosan

Kitin dan kitosan adalah salah satu dari polisalkadi dalam unit dasar suatu
gula amino. Polisakarida ini adalah suatu struktumaur yang memberikan kekuatan
mekanik organisme. Kitin tidak dapat larut dalam pelarut organik alkali atau asam
mineral encer, tetapi dapat larut dan terurai dengdanya enzim atau dengan
pengolahan asam mineral padat. Struktur kitin teddiri sebuah rantai panjang dari
N-asetilglukosamin. Rumus empirisnya adalahHLNHCOCH; dan  berisi
campuran murni 6,9 % Nitrogen. Polimer ini adal&upa selulosa diganti oleh
suatu asetil amino ( NHCOGHunit.

Kitosan atau kitin terdeasetilasi terbentuk apabdhagian besar gugus asetil
pada kitin disubstitusikan oleh hidrogen menjadjugiamino dengan persen bahan
larutan hasil kuat berkosentrasi tinggi. Kitosarkdru merupakan senyawa tunggal,
tetapi merupakan kelompok yang terdeasetilasi sabagpngan derajat polimerasi
yang beragam.

Kitin dan kitosan adalah nama untuk dua kelompokya&a yang tidak
dibatasi dengan stoikiometri pasti, kitin adalahli dg-asetil glukosomin yang
terdeasetilasi sedikit, sedang kitosan adalah éirg terdeatilasi sebanyak mungkin,
tetapi tidak cukup sempurna untuk dinamakan pokgsamin.

Kitosan yang disebut juga dengdl,4-2 amino-2-dioksi-D-glukosa
merupakan senyawa yang tidak larut dalam air, darblasa kuat, sedikit larut dalam
HCI, HNGO;, dan 0,5% HPO, dan tidak larut dalam #$0,. Kitosan juga tidak larut
dalam beberapa pelarut organik seperti alkoholfoasedimetil formamida dan
dimetilsulfoksida tetapi kitosan larut baik dalasam format berkosentrasi (0,2 -
100)% dalam air. Kitosan tidak beracun, mudah miangebiodegradasi dan bersifat

polielektrolitik. Disamping itu kitosan dapat dengaudah berinteraksi dengan zat-
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zat organik lainnya seperti protein. Oleh kareng Kitosan relatif lebih banyak
digunakan pada berbagai bidang industri terapanmaiustri kesehatan.

Berat molekul kitosan adalah sekitar 1,2 Xs,mergantung pada degradasi
yang terjadi selama proses deasetilasi. Sifat-kifasan dihubungkan dengan adanya
gugus-gugus amino dan hidroksil yang terikat. Adagygus tersebut menyebabkan
kitosan mempunyai reaktifitas kimia yang tinggi geenyumbang sifat polielektrolit
kation, sehingga dapat berperan sebagai amino patiggmino exchanger).

Beberapa kitin mempunyai kemampuan yang sama dekigasan. Kitosan
adalah sama dengan kitin tetapi beberapa kelompetil -COCH;), juga didapat
cincin pada mata rantai unit glukosamingfigOsNH2) bersama-sama seperti Kitin,

yang ditunjukkan oleh gambar 2.3. berikut
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oH H o OoH H o OH
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H NH2 H NH2 H NH;
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(b)
Gambar 2.3. Struktur molekul dari kitin (a) dan kitosan (b)

24.2 Teknik Isolasi Kitosan dari Cangkang Udang

Isolasi kitin dari limbah udang dilakukan secardadtgap. Tahap awal dimulai
dengan pemisahan protein dengan larutan basa, eelgasi, pemutihan
(bleancing) dengan aseton dan natrium hipoklorit. Transforrkidi®i menjadi kitosan

dilakukan tahap deasetilasi dengan basa berkoasenttinggi, pencucian,
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pengeringan dan penepungan hingga menjadi kitosaokb Kitin merupakan zat
padat yang tak berbentulanforphous), tak larut dalam air, asam anorganik encer,
alkali encer dan pekat, alkohol, dan pelarut org#éainnya dan bersifat polikationik.
Secara kimiawi kitin merupakan polimer (1-4)-2-aseiio-2 deoksi-B-D-
glukosamin yang dapat dicerna oleh mamalia.

Secara spesifik isolasi kitin hanya melibatkan thiep yaitu demineralisasi
dan deproteinisasi yang meliputi pelarutan kalskarbonat (CaCg) dengan asam
klorida (HCI) 1,0 N serta pelepasan protein denga®H 3% (Prasetyo, 2004).

Demineralisasi merupakan proses yang dilakukarukurmhenyingkirkan
kalsium karbonat sebagai kalsium klorida melalunggebahan asam klorida (HCI)
pada konsentrasi tinggi atau asam format (HCOOHM).90erbentuk busa berlebih
yang tidak diinginkan selama proses demineralidasikaitan dengan terbebasnya
karbon dioksida C®(CaCQ + 2 HC| » CaCh + CO, 7 + H,O). Hal tersebut akan
menimbulkan problem seperti berkurangnya produltuksi kapasitas ruang wadah
karena meningkatnya kebutuhan ruang wadah kosamggédn lambatnya laju proses
(Prasetyo, 2004).

Deproteinisasi merupakan proses berikutnya yangtujpen untuk
memisahkan kitin dari kompleksnya dengan proteitn@protein). Umumnya proses
ini dilakukan dengan menambahkan natrium hidroks{taOH) 1-10% pada
temperatur tinggi (65-10C) untuk melarutkan protein yang terkandung dal@m k
(Prasetyo, 2004).

Dekolorasi merupakan tahap eleminasi pigmen daglkang udang. Spesies-
spesiescrustacea  bercangkang memiliki pigmen yang menyebabkan camgkya
tampak berwarna. Pigmen tersebut berikatan dengdn &angkang melalui
pembentukan suatu kompleks, yaitu derivat 4-keto 414’-dikete f-karoten dengan
derajat kompleksasi yang bervariasi antar spesiegacea (Fernandez-Kim, S.O,
2004).
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Tahap selanjutnya adalah deasetilasi kitin, meraiparoses pengubahan
kitin menjadi kitosan melalui pelepasan gugus bseti Beberapa faktor penting
yang mempengaruhi tingginya derajat deasetilaseriepemperatur dan waktu
deasetilasi, konsentrasi alkali, perlakuan awalapelasi kitin, kondisi atmosfer
(udara atau nitrogen), rasio kitin terhadap larua#li, densitas kitin dan ukuran
partikel (Fernandez-Kim, S.O, 2004). Pelepasamug@getil merupakan suatu proses
yang keras yang umumnya dilakukan dengan natriidroksida (NaOH) pekat.
Nitrogen atau sodium borohidrida (NaBHlitambahkan ke dalam larutan alkali jika
diperlukan untuk menghindari reaksi yang tidak giimkan seperti depolimerisasi dan
dihasilkannya spesi reaktif akibat adanya oksigargymasuk (Anonymous, 2003).

2.4.3 Deproteinisasi Secara Enzimatik (Hidrolisis Protein)

Menurut Mathews dan Holde (1990:147) ikatan pepiidag membangun
rantai polipeptida dalam protein dapat diputusi¢idiisis) menggunakan asam, basa
atau enzim. Pemecahan ikatan peptida dalam koashsn atau basa kuat merupakan
proses hidrolisis kimia dan pemecahan ikatan paptidenggunakan enzim
merupakan proses hidrolisis biokimia (KristinnsoandRasco, 2000). Reaksi
hidrolisis peptida akan menghasilkan produk reg&sig berupa satu molekul dengan
gugus karboksil dan molekul lainnya memiliki gugasiina (lihat Gambar 2.4)
(Whitaker, 1994:469).

H O
H. /Rl‘ I Ry R, O
x ¢ N C H20 | |l
NSNS N SN, ——» X—N—C—COOH + H,N—C—C—Y
N i |
4 o R H H H

Gambar 2.4 Reaksi Hidrolisis Protein
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a. Hidrolisis Asam/Basa

Metode hidrolisis protein secara kimia dapat dikdu menggunakan asam
kuat atau basa kuat dalam konsentrasi tinggi. Reragm asam dalam proses
pengolahan makanan lebih sering dilakukan daripaglaggunaan basa. Metode
hidrolisis seperti ini telah lama dikenal dan difghan dalam industri makanan,
namun cukup sulit untuk mengontrol proses hidratiga. Hidrolisis protein
menggunakan asam atau basa dalam industri makangatgidak menguntungkan.
Bahan makanan yang diproses menggunakan metode asaun basa akan
menghasilkan produk yang memiliki nilai nutrisi daifiat fungsional yang rendah
(Kristinnson dan Rasco, 2000).

Hidrolisis menggunakan asam menghasilkan produldr¢hsat) yang
memiliki kelarutan tinggi. Asam yang sering diguaakadalah asam klorida atau
asam sulfat pekat (6 N) pada temperatur dan tekéinggi untuk mendapatkan
hidrolisis protein yang sempurna (Kristinnson daaséd, 2000). Protein tersebut
selanjutnya, perlu dilakukan netralisasi sisa asiam dalam hidrolisat terkandung
kadar garam (NaCl) yang tinggi sehingga dapat meggrehi sifat fungsional
makanan, selain itu hidrolisis asam juga dapat sadruriptofan yang merupakan
salah satu jenis asam amino yang dibutuhkan olkebhtKristinnson dan Rasco,
2000).

Penggunaan basa dalam hidrolisis protein menglaasitkoduk (hidrolisat)
yang memiliki kelarutan rendah. Kelarutan hidrdlissng rendah ini berkaitan
dengan hasil hidrolisis yang berupa molekul poligigpyang cukup besar, selain itu
hidrolisat yang dihasilkan juga memiliki sifat fusignal yang rendah. Beberapa asam
amino, seperti sistein, serin dan treonin, dapgangiselama proses hidrolisis protein

(Kristinnson dan Rasco, 2000).

b. Hidrolisis Enzimatis
Hidrolisis protein secara enzimatis dapat dilakukdengan penambahan

enzim spesifik untuk hidrolisis ikatan peptida, tyaenzim proteolitik (protease).



21

Pemotongan ikatan peptida yang dilakukan oleh psetesangat spesifik pada daerah
residu asam amino tertentu. Beberapa proteaserésilen dalam sistem pencernaan
hewan untuk mendegradasi protein menjadi moleklipg@otida atau asam amino
yang mudah untuk diserap (Mathews dan Holde, 1999:1Beberapa contoh
protease yang telah banyak dikenal adalah pap#sin, kimotripsin, bromelin dan
pepsin.

Pemisahan protein dari cangkang udang yang terjadtinya melibatkan
reaksi hidrolisis tanpa penggunaan temperatur gakgp tinggi. Pemilihan igberut
ikan sebagai sumber enzim karena perut ikan mengagnderbagai enzim protease
yang dapat menghidrolisis protein untuk menghasilgeoduk reaksi berupa gugus
karboksil dan gugus amina. Kelebihan pemisahanepratecara enzimatik selain
untuk pemanfaatan lain dari limbah ikan, dan juggksi enzim tersebut sangat khas
dalam hal ini enzim protease dalam menghidrolisistgin. Deproteinisasi secara
enzimatik juga dilakukan pada temperatur yang tilalu tinggi sehingga ikatan

kitin pada cangkang udang tidak rusak

2.4.4 Pemanfaatan Kitosan

Kitosan mempunyai potensi yang dapat digunakan pada berbagai jenis
industri maupun pada bidang kesehatan, sehinggétdamya bergantung pada
keperluannya, misalnya untuk penjernihan air digeh mutu kitin dan kitosan yang
tinggi sedangkan untuk penggunaan di bidang keaeldiperlukan kemurnian yang
tinggi. Besarnya nilai parameter standar yang dikelaki untuk kitosan dalam dunia
perdagangan dapat dilihat pada tabel 2.4
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Tabdl 2.4 Kualitas standar kitosan

Sifat — sifat kitosan Nilai yang dikehendaki

Ukuran partikel Butiran — bubuk
Kadar Air (% W/W) <10,0
Kadar Abu (% W/W) >2,0
Derajat deasetilasi > 70,0
Viskositas

* Rendah < 200

» Sedang 200 — 799

« Tinggi 800 — 2000

- Paling tinggi (eps) > 2000

sumber : Protan Laboratories Inc

Kitosan dapat berfungsi sebagai pengikat bahanrbainéuk pembentukan
alat-alat gelas, plastik, karet dan selulosa sejairsgring disebut " specialily adhesif
formulations.” Selain itu kitosan dapat digunakabagyai perekat (misalnya kitosan
yang berkosentrasi rendah dan sedang yang berkasie(® - 4 ) % dalam asam
asetat 2 % pada bahan untuk pembuedgon cotton.

Di bidang industri, kitosan dapat meningkatkan letkn mekanik pada
kertas, memperbaiki ikatan antara warna dengan maakanenghilangkan kelebihan
penggunaan perekat dan dapat mencegah kelaruthmdsadkertas, plup dan tektil.
Penerapan lain di bidang biokimia, kitin dan kitosdigunakan sebagai zat
mempercepat dalam penyembuhan luka. Sifat lainahdeitosan dapat berfungsi
sebagai zat koagulan, adanya sifat ini menyebabkdmanyak dimanfaatkan untuk

memperoleh senyawa-senyawa organik dari limbahdelalia tumbuh seafood.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian telah dilaksanakan di Laboratorium Baalki dan Organik Jurusan
Kimia Fakultas Matematika [Imu Pengetahuan Alamvdrsitas Jember pada bulan

Juni sampai September 2007.

3.2 Sampeél Pendlitian
Isi perut ikan lemuru yang digunakan diperoleh dagdustri pengalengan ikan
dengan ukuran lebih dari 20 cm. Isi perut ikanmdEan pada temperatur < 4°C

selama dibawa dari industri pengalengan ikan mekeijaboratorium.

3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah beberapa jenis alat g&las (pipet Mohr, pipet
volume, labu ukur, gelas ukur, buret), neraca skatermometer, blender, sentrifuse,
spektrofotometer ultraviolet-visible, spektrofotdereFourier transform infra red
FTIR, penangas es, lemari es, pH-metenl box, beaker glass, seperangkat micro
Kjeldahl, hot plate, erlenmeyestirrer magnetic danspinbar.

Bahan kimia yang digunakan meliputi larutan Kaliwksalat (KC,0,),
Natrium klorida (NacCl), kasein, Buffer KCI-HCI, Bfefr sitrat, Buffer fosfat, Buffer
tris-HCI,  Buffer = Borak-NaOH, Natrium  hidroksida (N&l), Asam
trikloroasetat/TCA, Asam sulfat ¢30,), Kalium sulfat anhydrous @SQy),
Tembaga sulfat pentahidrat (CuS&H,0), aseton, kitosan cangkang udang (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA).
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3.4 Rancangan Pendlitian

Limbah Udang

Penghalusan
Pencucian

Y V VY

metodeKjeldahl

Sampel Ikartemuru

Isi Perut lkan

A 4
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Protease

Hitung kadar nitrogen

A

YV VYV VYV

il Diambil dan dibersihkan *

dan disentrifugasi *

Penentuan kadar nitrogen metode

Kjeldahl

Penentuan aktivitas protease
Optimasi ekstrak kasar protease, variasi

pH dan te
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Digunakan untuk hidrolisis limbah

Hidrolisis Basa

Hasil

Homogenat Limbah Udang
dan Ekstrak Protease

Disentrifugasi 3500 rpm, 15 menit *

Supernatan
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Penentuan kadar nitrogen

metode Kjeldahl
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Kjeldahl
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Kitin

A 4
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Kitosan

Karakterisasi Spektrum
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3.5 Prosedur Pendlitian
3.5.1 Isolasi Protease Dari Isi Perut lkan Lem@andinella sp.)

Sebanyak 50 gram isi perut ikan lemuru dihomogedaspan ditambahkan
buffer fosfat (pH 7,3), dengan perbandingan 1:3apadhperatur 4-10°C. Homogenat
yang diperoleh disentrifugasi dengan kecepatan 000.(pm selama 20 menit.
Endapan hasil sentrifugasi dibuang dan supernatacinyunakan sebagai ekstrak
kasar protease. Ekstrak kasar protease yang digoredalah ekstrak kasar protease

total dari isi perut ikan lemuru.

3.5.2 Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Protease Dari Parut lkan LemuruSardinella
sp.) Menggunakan Substrat Kasein.

Aktivitas protease dari isi perut ikan lemuarndinella sp.) ditentukan dengan
menggunakan substrat kasein. Sebanyak 0,9 mL atildstsein ditambah 0,9 mL
buffer natrium-sitrat dan 0,2 mL ekstrak kasar @age ikan lemuru. Setelah 30
menit, reaksi dihentikan dengan penambahan 0,2 @A T0% (w/v). Campuran
disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 8pa® untuk menghilangkan
endapan. Supernatan yang diperoleh diencerkan dciedf@ mL dan dibaca
absorbansinya dengan spektrofotometer UV pada mpgngelombang 280 nm.
Ekstrak kasar protease ikan lemuru diganti dengalades dan diberikan perlakuan

yang sama, digunakan sebagai kontrol.

3.5.3 Optimasi Ekstrak Kasar Protease Dari Isi Pian Lemuru Sardinella sp.)

Dengan Variasi pH Dan Temperatur.

Optimasi protease dari isi perut ikan lemufarfinella sp.) diukur dengan
menggunakan substrat kasein. Optimasi yang dilakukaliputi optimasi pH dan
optimasi temperatur, pada optimasi pH digunakarfebuserbeda untuk pH yang
berbeda, pH 1,0 dan 2,0 digunakan buffer KCI-HEl,30 dan 4,0 digunakan buffer
sitrat, pH 5,0 dan 6,0 buffer fosfat, pH 7,0; 8ah®,0 digunakan buffer tris-HCI dan
untuk pH 10 dan 11 digunakan buffer Borak-NaOH. KBRe@&nzimatik dihentikan
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dengan penambahan 0,2 ml TCA 10% (w/v). Campuraentlifugasi selama 15
menit pada kecepatan 3500 rpm untuk menghilangkadapan. Supernatan
diencerkan dengan akuades menjadi 10 ml dan didlasarbansinya pada panjang
gelombang 280 nm. Ekstrak kasar protease ikan lemiganti dengan akuades dan
diberikan perlakuan yang sama, digunakan sebag#idto

pH optimum yang diperoleh optimal digunakan untugnentukan temperatur

optimal, dengan variasi temperatuf@040C, 50C, dan 66C.

3.5.4 Deproteinisasi secara kimia

Tahap pemisahan protein atau deproteinisasi aekiania sesuai dengan
metode Prasetyo (2004). Produk cangkang udang tedaly dihaluskan dicampur
dengan sodium hidroksida 3,5 persen (NaOH 3,5 pedengan perbandingan antara
pelarut dan cangkang udang 6 : 1. Aduk sampai meglama satu jam. Selanjutnya
biarkan sebentar, lalu dipanaskan pada sutfi€ 3@lama satu jam. Larutan lalu
disaring dan didinginkan sehingga diperoleh regddatan yang kemudian dicuci

dengan air sampai pH netral.

3.5.5 Demineralisasi/Dekalsifikasi

Tahap demineralisasi dilakukan berdasarkan meikmalan Meyer (1995)
serta Prasetiyo (2004). Produk dari deproteindangénya ditambahkan HCI 1,0 N.
Campuran tersebut kemudian dipanaskan sambil dipadé& temperatur 90 selama
1 jam. Setelah dingin campuran kemudian dipisahttam residu yang diperoleh
selanjutnya dinetralkan dengan akuades, selanjutliigkukan pengeringan pada

temperatur 8 selama 24 jam.

3.5.6 Penentuan Kadar Nitrogen dengan Metode Kjélda
Timbang sampel sebanyak 0,2 sampai 0,5 gram dankkeas ke dalam labu
Kjeldahl. Selanjutnya tambahkan secara hati-hatigde 15 mL asam sulfat pekat

dengan menggunakan pipet hisap yang dilengkapit ks@eghisap dan 10 gram
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campuran CuSg: K,SO, (1 : 8). Penambahan asam sulfat pekat harus @gakdi

dalam ruang asam. Lakukan destruksi dalam lemanmdsngga cairan berwarna biru
atau hijau jernih. Dinginkan labu Kjeldahl dengan(auhu < 25°C), larutan yang

telah jernih diencerkan dengan aquades dalam lebuhingga 100 mL. Diambil 10
ml destruat lalu didestilasi dengan dirangkaikan atat destilasi Kjeldahl yang
sebelumnya telah ditambah NaOH 40 % sampai terkdatutan coklat. Destilasi
dilakukan selama sekitar 20 menit dan destilatngiiang dalam erlenmeyer yang
telah berisi 25 mL HCI 0,1 M. Lalu destilat yanglapatkan ditambah indikator pp,
kelebihan HCI selanjutnya dititrasi dengan NaOH N,1Buat blanko dengan cara

yang sama tanpa menggunakan sampel.

3.5.7 Dekolorisasi
Metode dekolorisasi dilakukan berdasarkan metodmdrelez-Kim (2004)
yang dimodifikasi. Kitin dilarutkan dalam asetorkniss sambil diaduk selama 10

menit dan dikeringkan selama 120 menit pada tenyremaang.

3.5.8 Deasetilasi

Tahap deasetilasi dilakukan berdasarkan metodsefyra (2004) yang
dimodifikasi. Proses deasetilasi kitin menjadi &#&no dilakukan dengan
menambahkan NaOH 12,5 N pada residu kitin. Penaambtrsebut dilakukan pada
temperatur 120selama 30 menit. Selanjutnya dilakukan penyarirdgm residunya
didinginkan. Residu kemudian dinetralkan dan dikgkan pada temperatur T

selama 24 jam. Hasil deasetilasi selanjutnyabdiskitosan.

3.6 Penyajian Dan Meode Analisis Data
Penyajian data merupakan salah satu agenda pEmealélam pembuatan

laporan hasil penelitian yang telah dilakukan adapat dipahami dan dianalisis
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sesuai dengan tujuan yang diinginkan. Bentuk pémyajata dalam hasil penelitian
ini berupa tulisan (textular presentation), tabtlble presentation), dan grafik
(graphical presentation).

Penentuan kadar protein dilakukan perhitungan dengatode Kjeldahl,

menggunakan rumus sebagai berikut :

6/titras'.blanko _Vtitras'.wrpel )ml X NNaOH X BM Nitrogen14!008£

KN (%) = . Mol 1 00%
massa.sampel.gr

KP(%) = KN (%) x Faktor.Konversi (625)

Keterangan :
KN = Kadar Nitrogen (%)
KP = Kadar Protein (%)
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Cangkang Udang Putih (Pennaeus vannamei)

Cangkang merupakan lapisan protektif terluar yagrgdpur pada hewan-
hewan invertebrata seperti filum arthropoda danusoh. Cangkang mengandung
beberapa komponen seperti kitin, matriks kalsiumbdaat CaC@ dan protein-
protein. Salah satu kelas arthropoda yang terkewalah crustacea dimana
cangkangnya mengandung protein 30,0-40,0%, kaldtanbonat 30,0-50,0%,
serta kitin 20,0-30,0%.

Penelitian ini menggunakan cangkang yang diperdbehjenis udang putih
(Pennaeus vannamel) yang ditangkap pada perairan laut disekitar Katarpa
Banyuwangi. Sebanyak + 542,48 gram cangkang uddogciddengan air
mengalir dan dibilas dengan akuades. Cangkang gudang diperoleh
ditambahkan pelarut akuades dengan perbandinganaBtdra pelarut dan
cangkang udang kemudian dihaluskan menggunakanddilemahap ini
menghasilkan produk berwarna merah kecoklatan gekar275,60 gram.
Cangkang udang terdapat kitin yang merupakan kosmpamama untuk sintesis
kitosan. Sampel udang putifPennaeus vannamei) yang digunakandalam

penelitian iniditunjukkan pada gambar 4.1

Gambar 4.1 SampelJdang Putih(Pennaeus vannamel)
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4.2 Ekstrak Kasar Protease Dari |si Perut Ikan Lemuru (Sardinella sp.)

Ekstrak kasar protease diperoleh melalui ekstradisiperut ikan lemuru
(Sardinella sp.) yang berasal dari Tempat Pelelangan lkan (@iPKecamatan
Puger, Kabupaten Jember. Tahap awal ekstraksingakd 00,22 gram isi perut
ikan lemuru Gardinella sp.) yang telah dipisahkan dari bagian atau organ
tubuhnya yang lain, ditambahkan buffer fosfat pHP@nambahan buffer fosfat
bertujuan untuk mempertahankan pH, sedangkan peaggufosfat sendiri
karena fosfat merupakan unsur pokok yang alamnaakl. Isi perut ikan lemuru
ditambahkan pelarut buffer fosfat dengan perbaradirig3 antar isi perut dengan
buffer fosfat, sehingga dihasilkan sampel total,880nL. Ekstrak kasar protease
dari isi perut ikan lemuruSardinella sp.) tergolong enzim intraseluler (terletak
didalam sel), sehingga untuk mengekstraknya peldkukan penghancuran sel-
sel pada isi perut ikan lemur@fdinella sp.)dengan blender (Whitaker, 1994).
Ikan lemuru merupakan salah satu ikan yang berleffadly fish), maka akan
terdapat lemak setelah proses sehingga perlu ##akypemisahan terlebih
dahulu. Dilakukan proses sentrifugasi dengan kate@p8000 rpm (putaran per
menit) pada suhu®@-10°C selama 20 menit untuk memisahkan supernatan
sebagai ekstrak kasar protease dari komponen-kanpgang lain. Perlakuan
pada suhu%€-10°C karena pada suhu tersebut kondisi enzim (progéiah lebih
stabil.

Ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lem{8ardinella sp.) yang
diperoleh setelah proses sentrifugasi, ditunjuldesuai gambar 4.2
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Gambar 4.2 Ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lenfSandinella sp.)

Tahap ini menghasilkan ekstrak kasar protease gaka@20 mL, ekstrak kasar
protease yang diperoleh selanjutnya dilakukan karesasi meliputi optimasi pH

dan suhu.

4.3 Aktivitas dan Optimasi Ekstrak Kasar Protease Dalam Menghidrolisis
Protein

Aktivitas enzim adalah banyaknya produk yang dikasi tiap satuan
waktu. Pengujian aktivitas serta optimasi ekstragak protease dari isi perut ikan
lemuru @Gardinella sp.) dalam menghidrolisis protein pada penelitiam i
menggunakan substrat kasein. Hal ini dilakukan rnateasein memiliki struktur
yang sederhana sehingga pemotongan oleh enzim dgkimk@an lebih mudah.
Terjadi reaksi enzimatik antara substrat dengartrakskasar protease, dan
ditambahkan TCA yang berfungsi untuk menghentik&tvitas enzim dan
mengendapkan protein, sedangkan sentrifugasi dekeaapatan 8000 rpm pada
temperatur ruang selama 15 menit akan memisahkagrrgatan dari sentratnya,
lalu diukur absorbansinya pada panjang gelombafgg8

Optimasi ekstrak kasar protease dari isi perut lkamuru Gardinella sp.)
dalam menghidrolisis protein (substrat) dilakukaengan dua variabel yaitu
optimasi pH dan suhu. Variabel pH dilakukan pad@agapH 1,0 sampai pH 11,0
sedangkan untuk variabel suhu dilakukan masingaggsada suhu 40, 45, 50

dan 55C. Aktivitas enzim optimum pada masing-masing \@la diketahui
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dengan melakukan pengukuran aktivitas ekstrak kasdease terhadap substrat
kasein menggunakan standar tirosin, diketahui &lbssinya pada daerah
pengukuran ultraviolet yaitu 280 nm. Hasil absodbayang didapatkan
disubtitusikan dalam persamaan standar tirosinngehi aktivitas total, aktivitas
spesifik enzim dapat diketahui.

Optimasi pH dalam penelitian ini menggunakan buffietara pH 1,0-11,0
dengan substrat kasein. Hasil optimasi pH dengamamg pH 1,0-11,0
ditunjukkan sesuai grafik 4.3

Pengaruh pH terhadap Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar
Protease Ikan Lemuru (Sardinella sp.)

12,00

10,34

8,00 -

4,00 -

Aktivitas Spesifik (ng/menit . mg)

1 2 3 4 5 6 pH 7 8 9 10 11 12

Grafik 4.3 Pengaruh pH terhadap aktivitas Ekstrak Kasar Bsetdari isi perut ikan
lemuru(Sardinella sp.)

Grafik tersebut memperlihatkan bahwa ekstrak kpsatease dari isi perut
ikan lemuru Gardinella sp.) optimum untuk kondisi asam pada pH 3,0 sedangk
untuk kondisi basa pada pH 9,0. Dilakukan optinpasia daerah asam dan daerah
basa, karena enzim protease pada isi perut ikaasdledari usus yang bersifat
basa dan juga lambung yang bersifat asam. Hasinagt pH yang diperoleh

digunakan untuk menentukan suhu optimum.
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Salah satu faktor lain yang mempengaruhi aktivédagim adalah faktor
suhu. Suhu merupakan mempengaruhi kecepatan réaksiutan dan stabilitas
enzim (Whitaker, 1994). Kondisi suhu dalam penemtaktivitas ekstrak kasar
protease ditentukan antara®@0hingga 55°C dengan interval %&. Aktivitas
spesifik ekstrak kasar protease pada pH 3 dan geingan rentang suhu 40, 45,
50 dan 58C, ditunjukkan pada grafik 4.4 dan 4.5

Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Spesifik Ekstrak
Kasar Protease Ikan Lemuru (Sardinellia sp.) pada pH 3

=

o

o

o
]

8,92

8,00 -

6,00

4,00 -

2,00

Aktivitas Spesifik (ug/menit . mg)

0,00 0,00
0,00 . .

40 45 50 55
Temperatur (°C)

Grafik 4.4 Pengaruh temperatur terhadap aktivitas Spesifétrek Kasar Protease dari
isi perut ikan lemur(Sardinella sp.) pada pH 3

Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar
Protease Ikan Lemuru (Sardinella sp.) pada pH 9

14,00 -
12,43

12,00 -
10,00 -
8,00
6,00 |
’ 4,59
4,00
2,00
0,00 0,00
0,00 : :
a5 50 55

40

Aktivitas Spesifik (jg/menit . mg)

Temperatur (°C)

Grafik 45 Pengaruh suhu terhadap aktivitas Spesifik Ekstiadar Protease dari isi
perut ikan lemurSardinella sp.) pada pH 9
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Grafik di atas memperlihatkan bahwa ekstrak kasatepse dari isi perut
ikan lemuru Gardinella sp.) memiliki kondisi optimum pada suhu %D, baik
pada kondisi asam dengan larutan buffer pH 3 mappada kondisi basa dengan
larutan buffer pH 9. Selanjutnya hasil optimasi gbeh temperatur yang telah
didapatkan digunakan untuk regulasi kondisi demasi secara enzimatik pada
cangkang udang yang merupakan salah satu taham daleses pembuatan
kitosan.

4.4 Kadar Nitrogen

Penentuan kadar nitrogen pada penelitian ini ddaku berdasarkan
metode Kjeldahl. Dalam metode Kjeldahl, nitrogemgaderukur adalah semua
unsur nitrogentermasuk yang berasal dari protein maupun darnasakleat,

lipida-lipida tertentu, kreatinin, urea, atau semgan nitrogen non protein.

Metode Kjeldahl meliputi tiga tahap: destruksi atlakomposisi, destilasi
dan titrasi. Tahap destruksi, sampel terurai memjasur-unsur penyusunnya oleh
adanya pemanasan, oksidasi dan digesti oleh ashHat BWSO, pekat, sesuai

reaksi berikut:

('CONH') + On + H2$4 _) COZ + CO + Hzo + (NH4)23)4

Penambahan #0, dan CuS® (8 : 1) berfungsi mengkatalisis reaksi karena
pengaruhnya untuk menaikkan titik didih asam sutiagga 8C tiap gramnya,

sehingga estimasi temperatur pada tahap ini men8d@pat10C.

Tahap yang kedua adalah destilasi menggunakan ippripsrbedaan
tekanan, dimana ammonium sulfat dikonversi menjionia NH akibat
penambahan sodium hidroksida (NaOH). Amonia kemudigat oleh larutan

reservoir yaitu larutan asam klorida, sesuai rel&skut:

NH; + HCI — NH,CI
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Tahap ketiga titrasi, kelebihan asam yang tidakdlesi dengan amonia kemudian
dititrasi sodium hidroksida (NaOH), sesuai dengaaksi metatesis atau
pertukaran hidrogen berikut:

HCl4s + NaOH ——» NaCl + H,O

Sehingga bisa diketahui selisih volume sodium Hsiata yang dibutuhkan pada blanko
dan kontrolkadar nitrogen (% N) dapat ditentukan dengan rumus

%N = (ts—tb) x NHCI x 14,008 x 100 %

mg sampel

dengan ts : volume titrasi sampel
tb : volume titrasi blanko

% protein (wb) = % N x fk
dengan fk : faktor konversi / perkalian = 6,25

Kadar protein dapat ditentukan dari kadar nitrogemg dikalikan
dengan suatu bilangan atau faktor konversi. Dasdrifpngan penentuan protein
menurut metode ini adalah hasil penelitian dan peragan yang menyatakan
bahwa umumnya protein alamiah mengandung unsurtdNraga 16 % (dalam
protein murni), karena pada bahan belum diketalmmgosisi unsur-unsur
penyusunnya secara pasti maka faktor konversi yhggnakan adalah 100/16
atau 6,25. Apabila pada bahan telah diketahui ksmspya dengan lebih tepat
maka faktor konversi yang digunakan adalah fakwmmviersi yang lebih tepat
(telah diketahui per bahan) (Sudarmadji dkk., 198@&dar nitrogen yang diukur
dalam penelitian ini meliputi: kadar nitrogen pad#strak kasar protease,
cangkang udang, kadar nitrogen setelah proses téapsasi secara kimia dan
kadar nitrogen setelah proses deproteinisasi etikima
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4.4.1 Kadar Nitrogen Ekstrak Kasar Protease

Kadar nitrogen pada ekstrak kasar protease ditantbkrdasarkan metode
Kjeldahl sesuai uraian tentang kadar nitrogen ak.atlasil proses titrasi diketahui
bahwa volume natrium hidroksida yang dibutuhkanukimnentitrasi sisa asam
klorida yang tidak bereaksi pada ekstrak kasareps® sebesar 17,21 mL dan
kontrol 19,61 mL. Diperoleh kadar nitrogen (%N) paekstrak kasar protease
0,98 persen dan kadar protein sebesar 6,10 persen.

Penelitian tentang kadar nitrogen protease sebsfanielah dilakukan
oleh (Hordur g. kristinsson and Barbara a. rascepggunakan ikan salmon
sebagai bahan baku yang menghasilkan protease rdewagiar protein 9,12
persen. Dari penelitian didapatkan bahwa ekstrakrkprotease dari ikan lemuru

memiliki kadar protein yang relatif lebih kecil.

4.4.2 Kadar Nitrogen Cangkang Udang Putifennaeus vannamei)

Keberadaan nitrogen secara kuantitatif pada camgkatang diketahui
menggunakan metode Kjedahl, sesuai uraian diatdapBtkan data dari proses
titrasi bahwa volume sodium hidroksida yang dibarhuntuk mentitrasi sisa
asam klorida pada cangkang udang sebesar 16,54emgad volume kontrol
yang dibutuhkan 21,72 mL, sehingga didapatkan kadergen 2,10 persen dan
kadar protein 13,14 persen.

Kandungan protein pada cangkang salah satu kelhsopmda yang
terkenal sepertcrustacea mengandung protein 30,0-40,0% dan komponen lain
seperti kalsium karbonat serta kitin. Kadar profgaala penelitian ini relatif lebih
kecil daripada penelitian sebelumnya yang dilakust Johnson and Peniston
(1982).
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4.4.3 Deproteinisasi Secara Kimia
Pemisahan protein secara kimia dilakukan sesuaydaetang digunakan

(Prasetyo, 2004), yaitu limbah cangkang udang yamgh dihaluskan dicampur
dengan larutan natrium hidroksida 3,5 persen (N&™%) dengan perbandingan
antara pelarut dan cangkang udang 6:1, dipanask@da guhu R selama satu

jam. Larutan lalu disentrifugasi dan didinginkanhisgga diperoleh residu

padatan yang kemudian dicuci dengan air sampaigitdln Residu padatan yang
dihasilkan selanjutnya ditentukan kadar Nitrogetaltanenggunakan metode

Kjeldahl, diperoleh kadar nitrogen total pada resetsebut sebesar 0,871 persen.

4.4.4 Deproteinisasi Secara Enzimatik

Deproteinisasi secara enzimatik atau biokimia dapemnelitian ini yaitu
dilakukan dengan memanfaatkan isi perut ikan lemagbagai ekstrak kasar
protease, yang akan menghidrolisis protein padgksarg udang. Penambahan
larutan buffer dengan pH 3 dan 9 pada suhfC5Gesuai kondisi optimasi.
Pemisahan protein secara enzimatik lebih efekdieka reaksi enzim spesifik
dalam hal ini adalah menghidrolisis protein dalaamgkang udang, selain itu
deproteinisasi secara enzimatik tidak menggunadwpératur yang cukup tinggi
sehingga dapat dimungkinkan ikatan polisakarideuyktin tidak rusak.

Keberadaan nitrogen secara kuantitatif setelah eprodeproteinisasi
ditentukan berdasarkan metode Kjeldahl. Besarnyaggreh waktu terhadap
proses deproteinisasi secara enzimatik menggunalkstrak kasar protease pada
sampel limbah udang dengan larutan buffer pH 3ptu®, sesuai grafik 4.6 dan
4.7
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Pengaruh Waktu Terhadap Deproteinisasi Secara
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Grafik 4.6 Grafik pengaruh waktu terhahap proses deprotaing@am limbah udang
secara enzimatik menggunakan ekstrak kasar protsdsi perut ikan
lemuru (Sardinella sp.) pada pH 3
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Grafik 4.7 Grafik pengaruh waktu terhahap proses deprotainga@am limbah udang
secara enzimatik menggunakan ekstrak kasar protsdsi perut ikan
lemuru (Sardinella sp.) pada pH 9

Berdasarkan kedua grafik diatas diketahui bahwaradeinisasi secara
enzimatik mencapai kestabilan pada menit ke-9kkgggaambahan enzim dalam
sampel, dengan kadar nitrogen total metode Kjelgalda pH 3 sebesar 0,872



39

persen dan pada pH 9 sebesar 0,871 persen. Remskisuai metode (Prasetyo,
2004) yaitu proses deproteinisasi dilakukan se&arda dengan penambahan
larutan natrium hidroksida dan diperoleh kadarog#én total metode Kjeldahl
sebesar 0,871 persen. Kadar nitrogen total padayjkeag udang setelah
deproteinisasi secara kimia dan deproteinisasiraeeazimatik sangat identik.
Dapat diasumsikan bahwa proses deproteinisasissecaimatik pada pH 3 dan
pH 9 selama 90 menit telah menghidrolisis protaingkang udang hingga habis.
Kadar nitrogen yang telah mencapai kestabilan meakkan nilai nitrogen sisa,

yaitu nitrogen dari cangkang udang tanpa nitrogengtotein.

4.5 Kitin Hasil Deproteinisasi Secara Enzimatik

Limbah cangkang udang yang didapatkan lalu diceoigdn air mengalir,
selanjutnya dilakukan proses deproteinisasi mergjgam ekstrak kasar protease
sesuai kondisi optimum selama 90 menit. Prosedisgbut deproteinisasi secara
enzimatik, penambahan ekstrak kasar protease tdrsdimaksudkan untuk
melepaskan protein, dengan suatu proses yang diseduolisis protein.
Keberadaan protein tidak diharapkan karena akanggasiggu atau dapat
mengurangi efektifitas dalam proses deasetilagioddn yang dihasilkan tanpa
deproteinisasi mempunyai derajat deasetilasi yandah.

Kitin hasil deproteinisasi secara enzimatik yangedbleh pada pH 3
sebesar 25,64 gram dan pH 9 sebesar 26,17 gramarbar merah kecoklatan.
Kadar nitrogen kitin diketahui melalui penentuard&anitrogen menggunakan
metode Kjeldah. Cangkang udang setelah mengalareeprdeproteinisasi secara
enzimatik menggunakan ekstrak kasar protease dariperut ikan lemuru

(Sardinella sp.) ditunjukkan pada gambar 4.8
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Gambar 4.8 Kitin hasil proses Deproteinisasi secara enzinati

4.6 Kitin Hasil Demineralisasi/Dekalsifikasi

Limbah cangkang udang yang telah mengalami prosgsoteinisasi
kemudian dicampur dengan larutan asam klorida N2&engan perbandingan
10:1 untuk pelarut dibanding kulit udang. Produkngadihasilkan kemudian
dinetralisasi menggunakan akuades. Reaksi yajgglitetapat dituliskan sebagai
berikut.
Residu-CaCOsg + 2HClp— CaClyy + COz + HO + Residu

Selama proses demineralisasi akan terbentuk budebibe yang tidak
diinginkan berkaitan dengan terbebasnya karbon stiak CQ. Residu yang
dihasilkan setelah proses ini pada pH 3 sebes@d 2tam sedangkan pada pH 9
sebesar 24,83 gram. Gambar cangkang udang setelagpalami demineralisasi

sesuai pada gambar 4.9
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Gambar 4.9 Sampel cangkang setelah mengalami proses Denigasial

4.7 Kitin Hasil Dekolorisas

Serbuk kitosan di alam bersifat sangat lembek a@engarna yang
bervariasi antara kuning pucat hingga putih. Bilsaddingkan dengan selulosa
dan pati sebagai biopolimer, maka keduanya mentiéikstur yang lembut dan
berwarna putih (Fernandez-Kim, 2004). Timbulnya p@en untuk skala
penggunaan yang lebih luas misalnya kebutuhan loafisasi, maka dibutuhkan
produk dengan performa yang lebih baik dan menarik.

Berdasarkan hal tersebut maka diharapkan kitin ydipgroleh pada
penelitian ini agar menunjukkan warna putih dandpkokitosan berwarna lebih
cerah, sehingga dilakukan dekolorisasi berupa degmgasi terhadap produk
demineralisasi yaitu kitin melalui perlakuan dengemmambahan aseton. Hal ini
perlu dilakukan karena setiap perlakuan yang mid#ma baik senyawa asam
maupun basa akan menghasilkan produk kitin yangwdryea. Metode
dekolorisasi dalam penelitian ini diadopsi dari detso, (2004) yang
menggunakan aseton. Berdasarkan metode terselbutlddesilkan variasi warna
kitin antara putih hingga krem. Pada penelitiartiohak dilakukanbleaching yang
didasarkan pada karakteristik reagen-reagkaching yang berupa oksidator.
Selain itu Moorjankt al. (1975) merekomendasikan bahwa tabl@aching tidak
perlu dilakukan untuk produk tiap-tiap perlakuanreke akan menurunkan

viskositas produk kitosan akhir.
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4.8 Kitin Terdeasetilas

Kitin diubah menjadi kitosan dengan melepaskan gug@setilnya
menggunakan larutan basa kuat. Proses deasetilasi pada penelitian ini
dilakukan menggunakan larutan NaOH 60 % denganapeibgan 20:1 (pelarut
dengan kitin) lalu dipanaskan pada temperatur’@4@lama 90 menit. Pelepasan
gugus asetil pada kitin menggunakan NaOH pekatkumi&mperoleh hasil yang
maksimum. Prasetyo (2004) melakukan deasetilasgaterkonsentrasi NaOH
(40,0-50,0%) pada temperatur 200selama 30 menit untuk merubah gugus asetil
dari polimer kitin. Fernandez-Kim (2004) melakukateasetilasi dengan
konsentrasi NaOH 50,0% pada temperatur’@24elama 30 menit. Mekanisme
reaksi proses deasetilasi kitin dengan NaOH meiilghaskitosan sesuai gambar
4.10

Gambard.10 Mekanisme reaksi deasetilasi kitin hasil isolasi dangkang udang
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Reaksi tersebut memperlihatkan bahwa terdapatnya lz@au gugus
hidroksil ‘OH akan menyerang posisi karbonil dari asetil dankhatan untuk
membentuk intermediet. Atom hidrogen H akan diikaieh NH yang
mengakibatkan lepasnya ikatan karbonil dari aségih NH', yang mana produk
samping akan terbentuk berupa garam asetat;GOBNa). Larutan yang
dihasilkan kemudian disaring untuk mendapatkandredierupa padatan, lalu
dilakukan pencucian dengan air sampai pH netral, dikeringkan dengan oven
suhu 76C selama 24 jam atau dijemur sampai kering. Digérddtin yang telah
terdeasetilasi pada pH 3 sebesar 22,90 gram dé&hg#Hesar 23,02 gram, bentuk
akhir dari kitosan bisa berbentuk serbuk maupupilsan, berwarna putih. Hasil
proses deasetilasi ini selanjutnya dapat diselhsgse kitosan, yang ditunjukkan

sesuai gambar 4.11

Gambar 4.11 Kitin setelah mengalami proses Deasetilasi (kitpsa

49 Kitosan
Kitosan banyak dimanfaatkan dalam bidang indusperikanan, dan

kesehatan, seperti untuk bahan pelapis, perekastai®l, serta sebagai polimer
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dalam bidang teknologi polimer. Kitosan pada peiagliini yang diperoleh dari
cangkang udang hasil proses deproteinisasi secaranaik diidentifikasi
berdasarkan metode spektroskopra red FTIR menggunakan pellet potassium
bromida KBr, dengan rentang bilangan gelombang 48 cn’. Pada
penelitian ini uji keberhasilan dilakukan perbamg@din spektra FTIR antara
kitosan hasil penelitian dengan kitosan pemban8igga Aldrich DD 85%.
4.9.1 Karakteristik Spektra FTIR kitin dan kitosan

Gugus fungsional yang terdapat pada membran kitbsail deasetilasi
dengan larutan buffer pH 3 dan pH 9 dikarakterisasenggunakan
spektrofotometer FTIR. Puncak-puncak absorpsi ydagadi dari gugus
fungsional disebabkan oleh vibrasi molekul dari ugidersebut. Vibrasi pada
setiap molekul sangat spesifik sehingga mudah utiiedakan karena menyerap
pada bilangan gelombang tertentu. Spektra FTIRs&tohasil penelitian ini
masing-masing dibandingkan dengan spektra FTIRs&itokomersial yang
ditunjukkan pada gambar 4.12 dan 4.13 (data sppktta lampiran F).
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Gambar 4.12. Perbandingan spektra FTIR kitosan komer@d 85,0%, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) dengan kitosan hagénelitian pada pH 3
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Sigma

Aldrich, St. Louis, USA) dengan kitosan hagénelitian pada pH 9
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4.9.2 Karakteristik Spektra FTIR dengan Larutan f&ufpH 3 dan pH 9
dibandingkan dengan kitosan pembanding

Terdapat kemiripan pada spektra yang diperoleh ftiap perlakuan
(gambar 4.14-4.16), perbedaan hanya terdapat péelasitas absorpsi atau kuat
tidaknya absorpsi. Absorpsi dominan terjadi unetfang C-H pada 2877.79 ¢m
untuk larutan buffer pH 3, dan pada 2879.72'amtuk larutan buffer pH 9.
Regang OH (sekunder) menyerap pada 1423.47 dan1mB8@i* untuk larutan
buffer pH 3, 1421.54 dan 1379.10 ¢mntuk larutan buffer pH 9.

Absorpsi yang paling penting untuk kitosan yaits@psi gugus amina
-NH; dan ikatan amida C-N yang merupakan ciri khasskito Perlakuan dengan
penambahan larutan buffer pH 3, absorpsi zNerdapat pada 3466.08 dan
1597.06 crit dengan ikatan C-N pada 1658.78 trdengan larutan buffer pH 9
menunjukkan gugus -NHyang menyerap pada 3450.65 dan 1597.06' cm
sedangkan ikatan C-N menyerap pada 1664.57. @pektra FTIR dari kedua
perlakuan dengan larutan buffer pH optimasi sepada gambar berikut.

Hasil penelitian sebelumnya yaitu kitosan dengaajdedeasetilasi 85,0%
dari cangkang kepiting yang dilakukan oleh Khatnal. (2002) mempunyai
karakteristik spektra FTIRyang memperlihatkan absorpsi amina -Nphda
bilangan gelombang 3450 éndan ikatan amida C-N pada 1655 tnHasil
spektra pada penelitian ini identik namun berbpdda tingkat absorbansinya.
Perbedaan ini berhubungan dengan derajat deasétilzsan dan sumber untuk
isolasi kitosan.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang dilakukan dan pembahasang telah dibuat, dapat

ditarik kesimpulan sebagai berikut:

a.

Ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lem@andjnella sp.) pada larutan
buffer pH 3 dengan substrat kasein memiliki akdisitsebesar 39,51
pgram/menit.mg.

Ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lem@ardinella sp.) memiliki
aktivitas optimum dalam menghidrolisis protein nkondisi asam optimum
pada pH 3 dan kondisi basa pada pH 9, sedangkanagtimum untuk pH 3
maupun pH 9 yaitu pada suhu’60

Ekstrak kasar protease dari isi perut ikan lem@andjnella sp.) bermanfaat
dalam deproteinisasi secara enzimatik pada cangkdagg, dimana kadar
nitrogen cangkang udang sebelum deproteinisasirasemazimatik sebesar
2,10 persen sedangkan setelah deproteinisasi secarmaatik pada kondisi
asam (pH 3) kadar nitrogennya 0,872 persen dan kaadisi basa (pH 9)

sebesar 0,871 persen.

. Deproteinisasi secara enzimatik pada cangkang udsrmggunakan ekstrak

kasar protease dari isi perut ikan lemyfardinella sp.) dengan waktu
inkubasi 90 menit memberikan hasil yang maksimal.

Karakterisasi spektra IR kitosan yang dihasilkan gaoses deproteinisasi
secara enzimatik dibandingkan dengan spektra I8&s&it pembanding dan
memiliki puncak-puncak spektra yang identik, khuigaspada absorpsi gugus
amina -NH dan ikatan amida C-N yang merupakan ciri khasskito Pada
perlakuan dengan larutan buffer pH 3, absorpsi-Mifdapat pada 3466.08
dan 1597.06 cih dan C-N pada 1658.78 &mdengan larutan buffer pH 9

48
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gugus -NH yang menyerap pada 3450.65 dan 1597.06'dem C-N
menyerap pada 1664.57 ¢rSedangkan pada kitosan standar absorpsi -NH
terdapat pada 3450.59 dan 1568.13'ctan C-N pada 1656.85 ¢in

5.2 Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai hi@isl protein secara
enzimatik dengan menggunakan perbandingan antdrsirau dan ekstrak kasar
protesase serta perlu dilakukan pemurnian padaag&kisasar protease dari isi perut

ikan lemuru Gardinella sp.) sehingga proses deproteinisasi lebih efaleifigan
waktu yang relatif singkat.
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