
I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Pemanfaatan limbah cangkang udang untuk dijadikan kitosan dewasa ini telah diusahakan secara intensif. Permintaan yang semakin meningkat dan kebutuhan akan penanganan masalah buangan kulit udang dan kepiting pada industri besar menjadi alasan meningkatnya produsen kitin dan kitosan (Suhartono dan Lestari, 2000). Kitosan merupakan suatu amina polisakarida hasil proses deasetilasi kitin. Senyawa ini merupakan biopolymer alam yang penting dan bersifat polikatonik sehingga dapat diaplikasikan dalam berbagai bidang (Bhuvana, 2006). Perbedaan kitin dan kitosan terletak pada kandungan nitrogennya. Bila kandungan total nitrogennya kurang dari 7%, maka polimer tersebut adalah kitin dan apabila kandungan total  nitrogennya lebih dari 7%, maka disebut kitosan (Krissetiana, 2004).

Kebutuhan kitosan untuk industri dewasa ini semakin meningkat. Harga jual kitosan murni di pasaran dunia sangat tinggi, yaitu ± $7,5/g, maka produksi kitosan mempunyai prospek ekonomi yang menjanjikan. Namun, permasalahan mutu dan proses akan menjadi kendala bila tidak dilakukan pengkajian secara mendalam. Derajat deasetilasi adalah suatu parameter mutu yang menunjukkan gugus asetil yang dapat dihilangkan dari rendemen kitosan. Semakin tinggi derajat deasetilasi kitosan, maka gugus asetil yang terdapat dalam kitosan tersebut semakin sedikit (Knoor, 1982). Besarnya derajat deasetilasi dari kitosan sangat tergantung pada kondisi operasi proses deasetilasi pada pembuatan kitosan.

Untuk memproduksi kitin dan turunannya banyak faktor yang dapat mempengaruhi keberhasilannya antara lain jenis bahan baku, proses ekstraksi kitin (deproteinasi dan demineralisasi) dan ekstraksi kitosan (deasetilasi) (Knorr, 1984). Proses deasetilasi kitin dapat dilakukan secara kimiawi maupun enzimatis. Kedua reaksi tersebut bertujuan untuk menghilangkan gugus asetil yang terdapat pada kitin. Selama ini proses deasetilasi secara kimiawi sering digunakan yaitu menggunakan zat kimia seperti HCl dan NaOH. Hal ini dikarenakan bahan-bahan kimia tersebut mudah diperoleh dan murah harganya. Namun ternyata metode kimiawi sangat berbahaya dan berdampak buruk bagi lingkungan karena bersifat toksik. Di sisi lain, untuk memperoleh kitosan dengan derajat deasetilasi tertentu dapat juga dilakukan secara enzimatik. Salah satu enzim yang dapat digunakan yaitu enzim kitin deasetilase (CDA) yang bekerja spesifik memotong gugus asetil kitosan (Rahayu, 2004). Subianto (2001), telah berhasil mengisolasi enzim kitin deasetilase yang diproduksi oleh bakteri termofilik Bacillus papandayan yang berasal dari Kawah Kamojang Garut Jawa Barat. Makalah ini menyajikan kajian lebih lanjut mengenai potensi dari masing-masing pelarut terhadap derajat deasetilasi kitosan baik secara kimiawi maupun enzimatis.
B. Tujuan
1. Mengetahui potensi enzim kitin deasetilase pada optimasi derajat deasetilasi kitosan.

2. Membandingkan kualitas kitosan yang dihasilkan dengan ekstraksi secara kimiawi dan secara enzimatis.

C. Manfaat

1. Memberikan informasi mengenai potensi enzim kitin deasetilase dalam meningkatkan derajat deasetilasi kitosan.
2. Memberikan informasi tentang kualitas kitosan yang diekstraksi secara kimiawi dan membandingkannya dengan hasil ekstraksi secara enzimatis.
II. PEMBAHASAN
A. Kitosan

Kitosan merupakan molekul yang linier, tidak bercabang dengan berat molekul 104-106. Kitosan dapat diperoleh dengan cara melakukan proses deasetilasi atau penghilangan gugus asetil yang ada pada kitin. Kitin adalah biopolimer tersusun oleh unit-unit N-asetil-D-glukosamin berikatan β(1-4) yang paling banyak dijumpai di alam setelah selulosa. Proses deasetilasi dapat dilakukan secara kimiawi maupun secara enzimatis. Proses deasetilasi ini akan menghilangkan gugus asetil dan menyisakan gugus amin pada struktur dasarnya (Departemen Kelautan dan Perikanan, 2007). Struktur kitosan dapat dilihat pada gambar 1. 
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Gambar 1. Struktur kimia kitosan (Prasetyanigrum et al.,2007)
Kitosan merupakan senyawa tidak larut dalam air, larutan basa kuat, sedikit larut dalam HCl dan  HNO3;0,5% H3PO4 sedangkan dalam H2SO4 tidak larut. Kitosan juga tidak larut dalam beberapa pelarut organik seperti alkohol, aseton, dometil formamida dan dimetilsulfoksida tetapi kitosan larut baik dalam asam format berkosentrasi (0,2 -100) % dalam air. Kitosan tidak beracun dan mudah terbiodegradasi. Berat molekul kitosan adalah sekitar 1,2 ×105, bergantung pada degradasi yang terjadi selama proses deasetilasi (Pasaribu, 2004). Adapun beberapa parameter mutu kualitas kitosan dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Spesifikasi kitosan menurut PROTAN Laboratories USA.

	Parameter
	Persyaratan (Reqruitment)

	Ukuran partikel (particle size)
	Serpihan atau bubuk (flakes or powder)

	Kadar air (%)
	≥ 10%

	Kadar abu (%)
	≥ 2%

	Warna larutan
	Jernih (clear)

	Derajat deasetilasi
	≥ 70%

	Viskositas:
	≥ 200 cps

	Rendah
	200-799

	Sedang
	800-2000

	Tinggi
	> 2000


Sumber :  Saleh (1999)
B. Derajat Deasetilasi
Derajat deasetilasi adalah suatu parameter mutu kitosan. Derajat deasetilasi  menunjukkan gugus asetil yang dapat dihilangkan dari rendemen kitosan. Semakin tinggi derajat deasetilasi kitosan, maka gugus asetil yang terdapat dalam kitosan tersebut semakin sedikit (Knoor, 1982). Saat ini kitosan komersial diproduksi secara termokimiawi. Cara ini dalam banyak hal tidak menguntungkan diantaranya tidak ramah lingkungan, prosesnya tidak mudah dikendalikan, dan kitosan yang dihasilkan memiliki berat molekul dan derajat deasetilasi tidak seragam (Chang, 1997 cit Tsigos, 2000). Hal ini karena proses deasetilasi rantai kitin yang berlangsung secara acak menghasilkan kitosan dengan derajat deasetilasi bervariasi (Tsigos, 1995; Kolodziejska, 2000; Win, 2001). Derajat deasetilasi minimal 70% umumnya dimanfaatkan untuk industri pangan, industri kosmetika dan biomedis sedikitnya 80 dan 90% ( Tsugita, 1997). 
Larutan NaOH yang digunakan untuk produksi kitosan bersifat reaktif sehingga mudah mereduksi air melalui reaksi yang sangat eksoterm dan larut dalam air. Tujuan penggunaan alkali konsentrasi tinggi (≥40%) untuk memutuskan ikatan antara gugus karboksil dengan atom nitrogen. Penggunaan konsentrasi NaOH yang tinggi pada proses deasetilasi akan menghasilkan rendemen kitosan yang memiliki derajat deasetilasi tinggi. Hal ini disebabkan gugus fungsional amino (-NH3+) yang mensubtitusi gugus asetil kitin di dalam sistem larutan semakin aktif, maka semakin sempurnalah proses deasetilasi (Arlius, 1991).
Jika dibandingkan produksi kitosan secara enzimatik menghasilkan derajat deasetilasi lebih tinggi dibandingkan secara kimiawi. Cara enzimatik tersebut memberikan keuntungan diantaranya memberikan  proses deasetilasi yang lebih merata dan dapat mengurangi sekecil mungkin  pemutusan  rantai polimer kitosan yang dihasilkan (Permadi, 1999). Salah satu enzim yang dapat meningkatkan derajat deasetilasi kitosan adalah enzim kitin deasetilase (CDA). Enzim kitin deasetilase tersebut dapat mengkonversi kitin menjadi kitosan dengan melakukan proses deasetilasi kitin.
C. Produksi Kitosan Secara Kimiawi
Penelitian tentang cara pengolahan dan pemanfaatan kulit udang telah banyak dilakukan. Menurut Prasetyo (2004), derajat deasetilasi kitosan ditentukan oleh beberapa faktor, yaitu konsentrasi NaOH, suhu dan lama proses deasetilasinya. Hasil penelitian dari Departemen Kelautan dan Perikanan RI (2007) terhadap produksi kitosan menyatakan bahwa berdasarkan data viskositas, kelarutan, dan derajat deasetilasi menunjukkan perlakuan pada suhu 60oC diperoleh hasil kitosan yang lebih baik daripada suhu 70oC, konsentrasi NaOH 60% relatif lebih baik dari konsentrasi 50%, sementara lama deasetilasi 72 jam relatif lebih baik dari 48 jam (Anonim, 2003).

Peneliti lainnya, Srijanto dan Paryanto (2005) mempelajari pengaruh suhu reaksi terhadap derajat deasetilasi kitosan, dimana dengan naiknya suhu reaksi, maka derajat deasetilasi kitosan yang diperoleh juga meningkat. Hasil penelitiannya menunjukkan pada suhu 140, 130, dan 100oC diperoleh derajat deasetilasi kitosan berturut-turut sebesar 83,26; 82,66; dan 74,29% dengan menggunakan basa kuat dan lama reaksi 4 jam (Srijanto dan Paryanto, 2005). Hasil penelitian Alamsyah et al. (2007) menunjukkan proses deasetilasi yang dilakukan dengan menggunakan NaOH 50% pada suhu 140oC selama 4 jam diperoleh kitosan larut air dengan derajat deasetilasi sebesar 70%. 

Berbagai faktor yang mempengaruhi kualitas atau hasil akhir kitosan telah diteliti oleh beberapa peneliti. Faktor yang utama yang akan dikaji dalam makalah kali ini adalah derajat deasetilasi kitosan. Puspawati dan Simpen (2010) meneliti optimasi deasetilasi kitin dengan cara memvariasikan konsentrasi NaOH sedangkan suhu dan waktu reaksi dibuat konstan yaitu 120 oC selama 4 jam. Variasi konsentrasi NaOH yang digunakan yaitu 50, 55, dan 60%. Pertama-tama kitin sebanyak 51,1500 g dibagi menjadi tiga bagian dengan berat yang sama yaitu masing-masing 17,0500 g, kemudian dideasetilasi dengan menambahkan NaOH pekat dengan masing-masing konsentrasi pada tiap bagian kitin sebanyak 341,00 mL dengan perbandingan 1:20 (b/v) antara kitin dengan pelarut. Campuran diaduk dan dipisahkan pada suhu 120 oC selama 4 jam. Larutan dipisahkan dan disaring melalui kertas saring wolfram, kemudian larutan dititrasi HCl 7 N untuk mengendapkan kembali kitosan, lalu disentrifugasi pada 2000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan kitosan, kemudian endapan dipisahkan. Padatan dikeringkan pada 80 oC selama 24 jam. Kitosan kemudian ditimbang hingga diperoleh berat konstan. Kitosan yang diperoleh kemudian dimurnikan, lalu dihitung rendemennya kemudian dikarakterisasi dengan FTIR untuk ditentukan derajat deasetilasinya. Konsentrasi yang tertinggi selanjutnya digunakan pada proses penentuan suhu optimum. Proses deasetilasi dalam basa kuat panas menyebabkan hilangnya gugus asetil pada kitin melalui pemutusan ikatan antara karbon pada gugus asetil pada kitin melalui pemutusan ikatan antara karbon pada gugus asetil dengan nitrogen pada gugus amin. Skema alur produksi kitosan secara kimiawi dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Proses deasetilasi kitosan dengan variasi konsentrasi NaOH (Puspawati dan Simpen 2010)

Seperti yang tertulis pada Tabel 2, hasil optimasi deasetilasi kitin menjadi kitosan dari kulit udang berdasarkan variasi konsentrasi NaOH, menunjukkan bahwa pada kitin dari kulit udang A3 yang menggunakan konsentrasi NaOH 60% menghasilkan rendemen dan derajat deasetilasi kitosan yang paling tinggi yaitu berturut-turut sebesar 54,90 dan 88,04%. Pada kitin dari kulit udang A1 dan A2 rendemen dan derajat deasetilasi yang dihasilkan lebih rendah yaitu berturut-turut 50,40 dan 74,66% serta 50,62 dan 77,25%. Hal ini menunjukkan bahwa pada proses deasetilasi menggunakan suhu konstan 120oC, konsentrasi NaOH 60% lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 50 dan 55%. Pada penggunaan NaOH 60%, gugus asetil dapat lebih banyak dihilangkan melalui pemutusan ikatan antara karbon pada gugus asetil dengan nitrogen pada gugus amin dibandingkan dengan konsentrasi yang lebih rendah. Hal ini membuktikan bahwa semakin besar konsentrasi zat-zat yang bereaksi, makin cepat reaksinya berlangsung, ini berarti, semakin besar konsentrasi semakin banyak zat-zat yang bereaksi, karena semakin besar kemungkinan terjadinya tumbukan, dengan demikian semakin besar pula kemungkinan terjadinya reaksi (Habibi, 2008).
Tabel 2. Rendemen, derajat deasetilasi, dan tekstur senyawa kitosan dari kulit udang hasil optimasi konsentrasi NaOH pada proses deasetilasi.
	Asal sampel
	Berat sampel (g)
	Kitosan yang diperoleh (g)
	Rendemen kitosan (%)
	Derajat deasetilasi kitosan (%)
	Tekstur kitosan

	Kitin A1

 (NaOH 50%)
	17,0500
	8,5936
	50,40
	74,66
	Serbuk putih krem

	Kitin A2 

(NaOH 55%)
	17,0500
	8,6306
	50,62
	77,25
	Serbuk putih krem

	Kitin A3 

(NaOH 60%)
	17,0500
	9,3609
	54,90
	88,04
	Serbuk putih krem


Sumber: Puspawati dan Simpen (2010)

D. Produksi Kitosan Secara Enzimatis
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh oleh Natsir et al. (2004) konversi kitin menjadi kitosan menggunakan enzim kitin deasetilase melaluli beberapa tahapan. Yaitu diantaranya koleksi atau peremajaan mikroba penghasil enzim kitinolitik serta pengujian aktivitas enzim kitin deasetilase serta analisis kadar protein dengan metode biuret yang diukur pada daera χ maksimum 544 nm.
Enzim yang telah diperoleh diinkubasikan dengan koloidal kitin sebagai substratnya dengan perbandingan koloidal kitin : enzim (2:1), yang dilakukan variasi waktu 4 jam pada kondisi suhu 55oC, 175 rpm. Setelah diinkubasi campuran tersebut disentrifugasi selama 30 menit 170 rpm. Endapan (kitosan) diambil dan ditimbang kemudian disimpan dalam suhu 4oC untuk analisis selanjutnya dengan menggunakan spektrofotometer IR atau FTIR. 
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Gambar 3. Spektrum IR kitosan hasil inkubasi 3 jam (Natsir et al., 2004)
Gambar 3 merupakan salah satu spektrum inframerah kitosan hasil deasetilasi enzim kitin deasetilase dengan waktu inkubasi selama 3 jam. Berdasarkan hasil interpretasi serapan atau puncak pada Gambar 3, maka diperoleh beberapa daerah frekuensi dengan gugus fungsi yang menyerap pada daerah tersebut. Gugus fungsi tersebut terlihat pada Tabel 3.
Tabel 3. Beberapa gugus fungsi yang menyerap pada 
pectrum IR senyawa kitosan

	Gugus fungsi
	Frekuensi (cm-1)
	Intensitas

	NH2 asimetrik
	3421,5
	Sedang 

	NH2 simetrik
	3128,3
	Tajam 

	C – H streeching
	2810,1
	Lemah 

	C = O (amida I)
	1718,5
	Lemah 

	N – H (amida II)
	1629,7
	Sedang 

	CH2
	1458,1
	Sedang 

	C – N 
	1400,2
	Tajam, kuat

	O – H sekunder pada atom C3
	1116,7
	Tajam, kuat

	O – H primer pada atom C6
	1033,8
	Sedang 


Sumber: Natsir et al. (2004)
Derajat deasetilasi kitosan adalah persentase gugus asetil yang berhasil dideasetilasi oleh enzim kitin deasetilase agar diperoleh kitosan. Pada standar, derajat deasetilasi kitosan diharapkan tidak kurang dari 70%. Derajat deasetilasi kitosan ditentukan dengan mengukur absorbansi contoh pada panjang gelombang 1655 cm-1 yang menunjukkan nilai absorbasni gugus amida (N-H) dan 3450 cm-1 menunjukkan serapan pita O-H. molekul kitosan yang terdeasetilasi dapat dilihat dari pita serapan pada 3421,5 cm-1, 3136,0 cm-1 yang diperkuat dengan serapan di daerah frekuensi 1629,7 cm-1. Hasil analisis derajat deasetilasi kitosan pada penelitian ini berkisar antara 66,5% - 78,9 %. Diamana pada waktu inkubasi 1 jam diperoleh derajat deasetilasi sebesar 76,10%, waktu inkubasi 2 jam diperoleh derajat deasetilasi 78,90%, waktu inkubasi 3 jam diperoleh derajat deasetilasi 66,53%, dan waktu inkubasi 4 jam diperoleh derajat deasetilasi sebesar 77,16%.

E. Produksi Kitosan Secara Kimia dan Enzimatis
Kitin deasetilase (E.C.3.2.1.14) termasuk kelompok enzim hidrolase pendegradasi kitin yang banyak dihasilkan oleh mikroorganisme baik secara intra maupun ekstraseluler. Kebutuhan nutrisi mikroorganisme dipenuhi oleh kitinase ekstraseluler yang mendegradasi bahan-bahan berkitin. Bakteri penghasil enzim kitinase antara lain Vibrio, Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Achromobacter, Aeromonas, dan Clostridium. Di antara bakteri tersebut diketahui bahwa Pseudomonas, Bacillus, dan Streptomyces terdapat pada lingkungan alkali (Gooday, 1990).

Dari Kawah Kamojang telah diisolasi dan dikarakterisasi enzim CDA dari bakteri termofilik  Bacillus K29-14. Enzim CDA diproduksi optimum pada suhu 55 oC, pH 7,0, dan pada fase stasioner, yaitu sekitar 28-32 jam masa inkubasi. Aktivitas optimum dari enzim tersebut adalah pada suhu 55 oC, pH 8,0, dengan berat molekul 25-67 kDa, memunculkan 10 pita pada SDS-PAGE. Adanya 10 pita ini menunjukkan bahwa enzim terdiri atas beberapa subunit atau boleh jadi ada lebih dari satu enzim CDA yang terisolasi bersamaan (Rahayu, 2000). Rochima et al. (2004) menganalisis derajat deasetilasi kitosan hasil aplikasi enzimatis CDA sebagai langkah awal pemanfaatan kitin dan kitosan yang lebih luas baik di industri pangan maupun biomedis. Skema alur produksi kitosan secara enzimatis dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Optimasi deasetilasi kitosan menggunakan enzim kitin deasetilase (Rochima et al., 2004)
Produksi kitosan bertahap dengan cara kimiawi dengan merendam tepung kitin dalan larutan NaOH 50% pada suhu 60oC selama 0.5;1,3,dan 24 jam serta suhu 80oC selama 0.25;1,2, dan 3 jam. Tujuannya untuk memperoleh derajat deasetilasi 70%. Tahap berikutnya deasetilasi enzimatis dengan menginkubasi kitosan derajat deasetilasi hasil tahap kimiawi dengan CDA hasil pengendapan+MgCl2 dan hasil kolom kromatografi selama 3,6,9,12, dan 24 jam. Pengukuran derajat deasetilasi kitosan dengan First Derivative Ultra Violet (FDUV) Spekrophotometry Perkin Elmer Lambda 25 (Khan et al., 2002).

Larutan NaOH yang digunakan untuk produksi kitosan bersifat reaktif sehingga mudah mereduksi air melalui reaksi yang sangat eksoterm dan larut dalam air. Tujuan penggunaan alkali konsentrasi tinggi ( 40%) untuk memutuskan ikatan antara gugus karboksil dengan atom nitrogen. Selain itu kitin lebih tahan terhadap proses deasetilasi dengan penambahan alkali, yang biasanya menimbulkan masalah pada senyawa bergugus N-asetil. Hal ini disebabkan karena struktur kitin yang tebal dan ikatan hidrogen diantara atom nitrogen sangat kuat serta mempunyai karboksil pada rantai berikutnya. Hal ini sesuai pula dengan pendapat Martinou et al. (1995) yang menyatakan bahwa larutan NaOH mampu merubah konformasi kitin yang sangat rapat menjadi renggang sehingga enzim lebih mudah terekspos untuk mendeasetilasi polimer kitin. Penggunaan konsentrasi NaOH yang tinggi pada proses deasetilasi akan menghasilkan rendemen kitosan yang memiliki derajat deasetilasi tinggi. Hal ini disebabkan gugus fungsional amino (-NH3+) yang mensubtitusi gugus asetil kitin di dalam sistem larutan semakin aktif, maka semakin sempurnalah proses deasetilasi (Arlius, 1991).
Tabel 4. Derajat deasetilasi kitosan hasil perlakuan kimiawi
	Suhu (oC)
	Waktu (jam)
	Derajat Deasetilasi

	60
	0,5
	52,51

	
	1,0
	60,97

	
	3,0
	84,15

	
	24
	99,12

	80
	0,25
	65,65

	
	1,0
	70,70

	
	2,0
	99,30

	
	3,0
	99,41

	Kitin tanpa perlakuan
	38,02


Sumber: Rochima et al. ( 2004 )
Suhu dan lama perendaman NaOH meningkat mengakibatkan derajat deasetilasi meningkat (Tabel 4). Derajat deasetilasi tertinggi setelah direndam NaOH pada 60oC selama 24 jam dan 80oC selama 3 jam. Kenaikan suhu sebesar 20oC dari 60oC menjadi 80oC) dapat meningkatkan derajat deasetilasi sebesar 9,7% (dari 60.97% menjadi 70.70%) pada perendaman 1 jam dan 15% (dari 84.15% menjadi 99.41%) pada perendaman 3 jam. Sedangkan lama perendaman yang semakin tinggi dari 1 jam sampai 3 jam meningkatkan derajat deasetilasi sebesar 23.18% pada 60oC dan 29% pada 80oC. Dengan demikian kenaikan derajat deasetilasi lebih dipengaruhi oleh kenaikan suhu daripada perpanjangan waktu. Kolodziejska et al. 2000 menguatkan hal ini bahwa kenaikan derajat deasetilasi sebesar 8% (dari 68% menjadi 76%) dengan memperpanjang lama perendaman NaOH 50% dari 1.5 jam sampai 3 jam pada 60oC. Suhu dan lama perendaman NaOH berpengaruh terhadap pemecahan rantai molekul kitin. Penggunaan suhu yang terlalu tinggi (di atas 150oC) menyebabkan pemecahan ikatan polimer (depolimerisasi) rantai molekul kitosan sehingga menurunkan berat molekul kitosan. Sedangkan pada suhu di bawah 100oC, pemutusan gugus asetil tidak berlangsung sempurna dan membutuhkan waktu lebih lama (Johnson, et al., 1982).
Tahap produksi CDA dilakukan dengan metode Tokuyasa et al. (1996) dimodifikasi. Media termus cair diinokulasikan dengan 10% (v/v) starter, diinkubasi pada inkubator goyang 150 rpm selama 2 hari. Hasil fermentasi disntrifuse pada 10.000 rpm selama 20 menit, filtrat yang berisi enzim diukur unit aktivitas dan aktivitas spesifiknya. Selanjutnya dilakukan pemurnian enzim meliputi tahap pengendepan dengan ammonium sulfat, dialisis, pemanasan 55 0C, dan kromatografi kolom. Filtrat bebas sel hasil produksi diendapkan dengan ammonium sulfat selama semalam pada suhu 4 0C dengan konsentrasi 80% kelarutan. Lalu disnetrifuse selama 20 menit  kecepatan 10.000 rpm (Jayanti, 2002). Peletnya dilarutkan dengan buffer borat 0.05 M pH 8 (1:1). Enzim hasil pengendapan dipanaskan 55 oC selama 24 jam untuk inaktivasi enzim non termofilik. Selanjutnya enzim didialisis (Boyer, 1986) dengan bufer borat 0.025M pH 8 dalam kantong dialisis. Pemurnian lebih lanjut dengan kromatografi kolom ( Modifikasi Harris dan Angal, 1989) menggunakan matriks DEAE Sephadex A-50 (anion exchanger), eluen 20 mM Tris-Cl pH 7 yang mengandung NaCl 0,1 M (Rahayu, 2000).
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Gambar 5. Grafik derajat deasetilasi kitosan 0.04 U/mg hasil pemurnian (Rochima et al., 2004)
Proses deasetilasi enzimatis dalam penelitian ini menggunakan enzim hasil presipitasi oleh ammonium sulfat 80% dengan hasil kolom kromatografi. Hasilnya bahwa secara umum peningkatan waktu inkubasi akan meningkatkan derajat deasetilasi kitosan sampai 24 jam. Pada enzim presipitasi, kenaikan derajat deasetilasi mencapai 12,5% (dari 70.23 menjadi 82.75), sedangkan enzim murni 20.4% (dari 75.23% menjadi 95.66%) (Gambar 5).
Kemurnian CDA mempengaruhi waktu pencapaian derajat deasetilasi antara 5-15% tergantung derajat deasetilasi awal. Semakin tinggi derajat deasetilasi awal, maka semakin kecil peningkatannya. Derajat deasetilasi di atas 90% hanya dapat dicapai pada kitosan dengan derajat deasetilasi awal di atas 70%. Hal ini kemungkinan karena dengan perlakuan awal secara kimiawi pada kitosan, konformasinya menjadi semakin mudah untuk diekspos oleh CDA. Selain itu pada enzim presipitasi, masih mengandung enzim lain seperti kitinolitik dan kitosanolitik. Enzim selain CDA kemungkinan masih tertinggal dari preparasi kitosan sebelumnya dimana CDA tidak mampu bekerja pada substrat yang mengandung gugus N-asetil glukosamin kurang dari empat buah (Kafetzopoulos, 1993 cit Kolodziejska, 2000). 
Derajat deasetilasi 80% diperoleh hanya dalam waktu 6 jam untuk enzim murni sedangkan untuk enzim presipitasi sampai 12 jam. Selain itu derajat deasetilasi 95% tercapai setelah inkubasi selama 12 jam untuk enzim murni, sedangkan enzim presipitasi baru mencapai 85%. Penggunaan CDA murni dapat mempercepat derajat deasetilasi sesuai dengan Martinou, 1995 yang menggunakan CDA dari M. rouxii mampu meningkatkan derajat deasetilasi sampai 14% (dari 58% menjadi 72% ).
F. Potensi Kitin Deasetilase dalam Optimasi Derajat Deasetilasi Kitosan
Berdasarkan uraian beberapa hasil penelitian di atas, kitosan dapat diproduksi baik secara kimiawi maupun secara enzimatik. Masing-masing metode menghasilkan derajat deasetilasi yang berbeda-beda. Pemicu utama pengembangan aplikasi baru kitosan terletak pada kenyataan bahwa polisakarida ini tidak hanya tersebar di alam, tetapi juga nontoksik, biodegradabel dan memiliki banyak manfaat. Salah satu sifat yang paling bermanfaat dari kitosan adalah sebagai pengkelat logam, penghambat sel tumor, sebagai anti jamur dan dapat mempercepat penyembuhan luka serta menstimulasi sistem imun (Dunn, 1997).
Tabel 5. Perbandingan derajat deasetilasi berbagai perlakuan

	Perlakuan
	Suhu (oC)
	Waktu
	Derajat Deasetilasi

	Kimiawi (NaOH 60%)
	120
	4 jam
	88,04%

	Enzimatis
	55
	2 jam
	78,9%

	Kombinasi

· Enzim presipitasi

· Enzim murni
	80

	24 jam
	70,23%-82,75%

75,23%-95,66%


Jika dibandingkan hasil yang diperoleh dari ketiga penelitian di atas yaitu produksi kitosan dengan proses deasetilasi secara kimiawi menghasilkan derajat deasetilasi kitosan tertinggi sebesar 88,04% pada perendaman NaOH dengan konsentrasi 60% pada suhu 120oC selama 4 jam. Variasi waktu dan lama perendaman alkali terhadap kitin dapat menghasilkan kitosan dengan derajat deasetilasi yang berbeda-beda. Proses yang dipilih akan tergantung pada tujuan aplikasi kitosan. Masing-masing bentuk aplikasi membutuhkan kitosan dengan karakteristik yang berbeda-beda. Berbeda halnya hasil yang diperoleh ketika proses deasetilasi kitosan dilakukan secara enzimatis. Secara enzimatis derajat deasetilasi yang dihasilkan yaitu sebesar 78,9% dalam waktu 2 jam. Berbeda perlakuan berbeda juga faktor yang mempengaruhi hasil akhir derajat deasetilasi. Dari segi waktu jika dibandingkan seacara kimiawi membutuhkan waktu 4 jam untuk mencapai derajat deasetilasi sebesar 88,04%. Sedangkan dengan waktu 2 jam saja deasetilasi secara enzimatis sudah mencapai 78,9%. Faktor yang mempengaruhi derajat deasetilasi diantarannya waktu dan suhu, sementara untuk enzim semakin suatu enzim akan mempengaruhi hasil akhir dearajat deasetilasi. Dari hasil perbandingan tersebut dapat disimpulkan bahwa enzim kitinase berpotensi dalam mengoptimalkan derajat deasetilasi kitosan.
Secara kombinasi, yaitu proses deasetilasi secara kimiawi dilanjutkan dengan enzimatis mengahasilkan derajat deasetilasi tertinggi sebesar 95,66%. Proses deasetilasi enzimatis ini melanjutkan hasil deasetilasi secara bertahap yang dilakukan secara kimiawi dengan  untuk memperoleh derajat deasetilasi awal sebesar 70%. Pada perendaman NaOH 50% pada suhu 80oC selama 1 jam maka diperoleh derajat deasetilasi 70,70% (mendekati 70%) (Puspawati dan Simpen 2010). Setelah dilakukan deasetilasi secara enzimatis  diperoleh hasil akhir derajat deasetilasi. Derajat deasetilasi 80% diperoleh hanya dalam waktu 6 jam untuk enzim murni sedangkan untuk enzim presipitasi sampai 12 jam. Selain itu derajat deasetilasi 95% tercapai setelah inkubasi selama 12 jam untuk enzim murni, sedangkan enzim presipitasi baru mencapai 85% (Rochima et al., 2004). Perendaman dalam NaOH meningkatkan derajat deasetilasi kitin. Semakin lama dan semakin tinggi suhu perendaman, derajat deasetilasi akan semakin meningkat. Penambahan enzim, sampai batas tertentu, akan meningkatkan derajat deasetilasi. Besarnya peningkatan derajat deasetilasi karena penambahan enzim dipengaruhi oleh derajat deasetilasi awal. Dengan derajat deasetilasi awal yang kecil, peningkatan derajat deasetilasi secara enzimatis akan semakin besar. 

Dibandingkan dengan derajat deasetilasi yang dihasilkan secara kimiawi, secara kombinasi derajat deasetilasi yang dihasilkan lebih optimal. Berdasarkan faktor waktu , derajat deaidak deasetilasi yang dihasilkan pada 3 jam pertama adalah sekitar 70-78%. Dengan suhu 80oC.  Hasil ini tidak jauh berbeda dibandingkan secara kimiawi sebesar 88,04% dengan suhu 120oC selama 4 jam. Hal ini menandakan bahwa kitin deasetilase memiliki potensi dalam meningkatkan derajat deasetilasi kitosan baik secara kombinasi sekalipun. Suhu juga mempengaruhi hasil akhir derajat deasetilasi kitosan, dimana suhu yang digunakan hanya 80oC sedangkan secara kimiawi sebesar 120oC. Bahkan perlakuan secara enzimatis menghasilkan derajat deasetilasi sebesar 78,9% dalam waktu 2 jam. Hal ini dipengaruhi oleh tingkat kemurnian enzim yang digunakan. Semakin tingkat kemurnian suatu enzim semakin tinggi derajat deasetilasi yang dihasilkan (Martinou, 1995).

Produksi kitosan dilakukan di industri secara termokimia dengan menggunakan alkali kuat pada suhu tinggi. Dengan menggunakan proses ini, hasil yang diperoleh belum memuaskan karena mutu kitosan yang dihasilkan masih beragam. Selain itu, proses termokimia juga menghasilkan limbah dan produk samping yang berpotensi menjadi toksikan bagi lingkungan. Deasetilasi kitin dapat dilakukan dengan menggunakan kitin deasetilase (CDA). Proses enzimatis diharapkan akan lebih mudah dikendalikan, spesifik dan meminimalkan produk samping (Tsigos, et al., 2000). (Tsigos, et al., 2000). Perbaikan kinerja CDA dapat dilakukan dengan memberikan perlakuan awal untuk memodifikasi kitin secara struktural agar lebih sesuai dengan spesifisitas enzim. Perlakuan awal dapat diberikan secara kimia tetapi sifatnya lebih ringan daripada proses termokimia secara komersial. Cara ini relatif dapat menghasilkan kitosan dengan derajat deasetilasi lebih tinggi (Kolodziejska, et al., 2000).
III. KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
1. Derajat deasetilasi yang dihasilkan secara enzimatis sebesar 78,9% dalam waktu inkubasi selama 2 jam pada suhu 55C, sedangkan secara kimiawi dihasilkan derajat deasetilasi sebesar 88,04% dalam waktu 4 jam pada suhu 1200C.

2. Perlakuan secara kombinasi (kimiawi+enzimatis) menghasilkan derajat deasetilasi kitosan hingga 95% dengan derajat deasetilasi awal (kimiawi) sebesar 70,70%.
3. Berdasarkan derajat deasetilasinya kualitas kitosan yang dideasetilasi secara enzimatis jauh lebih tinggi dibandingkan dengan deasetilasi secara kimiawi.
4. Derajat deasetilasi dipengaruhi oleh faktor konsentrasi pelarut, suhu, dan waktu yang digunakan. Secara enzimatis, semakin tinggi tingkat kemurnian suatu enzim semakin tinggi derjat deasetilasi yang dihasilkan.
B. Saran
Penelitian lebih lanjut mengenai pemurnian dan karakterisasi enzim kitin deasetilase perlu dilakukan, terutama dari mikroorganisme lain yang berpotensi menghasilkan kitin selain bakteri termofilik.
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