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ABSTRAK

Optimalisasi proses depolimerisasi kitosan melalui degradasi oksidatif dilakukan
menggunakan natrium nitrit (NaNO;) sebagai agen oksidator untuk menghasilkan Low
Molecular Weight Chitosan (LMWC). Metode eksperimen menggunakan desain eksperimen
Central Composite Design (CCD) berbasis Response Surface Methodology (RSM) untuk
mengidentifikasi pengaruh berbagai faktor proses terhadap tingkat depolimerisasi kitosan.
Depolimerisasi kitosan dilakukan untuk pengembangan manfaatnya melalui proses
derivatisasi untuk memperluas jangkauan aplikasinya. LMWC hasil depolimerisasi memiliki
sifat mudah larut dalam air/larutan berair dengan pH netral dan memiliki viskositas yang
lebih rendah dalam kondisi fisiologis sehingga lebih mudah diaplikasikan di berbagai bidang,
seperti biomedis dan pertanian. Faktor-faktor yang dimasukkan dalam eksperimen adalah
suhu reaksi (A), konsentrasi NaNO,, dan waktu reaksi. Analisis statistika menunjukkan data
eksperimen mengikuti model linier dengan nilai koefisien determinasi (R2) sebesar 0,9219.
Nilai optimal variabel independen pada 50 °C; 0,3 M NaNO;, dan 1,5 jam. Pengukuran Mv
pada kondisi ini memiliki ketepatan 94.35% dengan penurunan bobot molekul sebesar
83.68%.

Kata kunci: kitosan, Low Molecular Weight Chitosan (LMWC), depolimerisasi, degradasi
oksidatif, Central Composite Design

1. Pendahuluan

Kitosan merupakan biopolimer yang dihasilkan dari proses deasetilasi kitin,
baik melalui proses reaksi kimia maupun reaksi enzimatik. Proses ini
menghilangkan asetil pada gugus amida menjadi gugus amina. Struktur kitosan
hampir sama dengan selulosa, yaitu dibedakan hanya pada gugus yang terikat
pada atom C-2. Jika pada selulosa gugus yang terikat adalah gugus hidroksi, maka
pada kitosan yang terikat adalah gugus amina. Kitosan merupakan suatu bahan
kimia yang tidak toksik, biokompatibel, dan merupakan biopolimer yang dapat
terdegradasi. Ktiosan berbentuk padatan amorf berwarna putih kekuningan. Sifat
kitosan bergantung pada sumber, derajat deasetilasi (DD), panjang rantai, dan
bobot molekulnya. Sementara mutu kitosan ditentukan oleh nilai DD, kadar abu,
kadar air, dan viskositas (Purwantiningsih et. al., 2017).

Produksi turunan kitosan terus dilakukan dalam rangka memperluas
jangkauan aplikasi polisakarida amino alami ini, terutama di bidang pertanian dan
biomedis. Salah satu sifat kitosan yang menjadi perhatian khusus adalah
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kelarutannya dalam air. Beberapa faktor yang mempengaruhi kelarutan kitosan
dalam air adalah berat molekul, DD polimer, dan lokasi residu asetilasi dan
deasetilasi dalam rantai polimer. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
kelarutan air dan aktivitas biologis kitosan dengan berat molekul rendah atau Low
Molecular Weight Chitosan (LMWC) akan meningkat dibandingkan dengan kitosan
dengan berat molekul tinggi (Kulikova et. al., 2016).

LMWC merupakan kitosan yang memiliki berat molekul <150 kDa (Agirre et.
al., 2014), mudah larut dalam air/larutan berair dengan pH netral dan memiliki
viskosotas yang lebih rendah dalam kondisi fisiologis sehingga lebih mudah
diaplikasikan (Blagodatskikh et. al., 2017). Panjang rantai yang rendah dan gugus
amino bebas pada LMWC akan membuatnya memiliki aktivitas biologis yang
berharga pada level molekular atau selular. LMWC dianggap sebagai salah satu
biopolimer yang paling berharga untuk aplikasi biomedis dan farmasi karena
memiliki sifat biodegradabel, biokompatibel, antimikroba, non-toksik, anti-tumor,
dan aktivitas biologis lainnya (Kulikov et. al., 2014). Selain itu, LMWC juga
dilaporkan berguna dalam pertanian sebagai biostimulan yang merangsang
pertumbuhan akar dan peningkatan massa biji jagung (Kurchenko et. al., 2019),
serta pengendalian penyakit tanaman (Widiantini et. al., 2016).

Saat ini, ada beberapa metode utama untuk mendepolimerisasi kitosan,
yaitu hidrolisis asam, hidrolisis enzimatik, dan depolimerisasi degradasi oksidatif.
Semua metode ini memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing.
Depolimerisasi degradasi oksidatif kitosan memiiki kelebihan dapat dilakukan dalam
rentang waktu yang jauh lebih cepat daripada hidrolisis asam dan hidrolisis
enzimatik. Namun, metode ini memungkinkan terjadinya deaminasi parsial dan
oksidasi (Bezrodnykh et. al., 2018). Oleh karena itu, optimalisasi depolimerisasi
degradasi oksidatif kitosan perlu dilakukan.

Metode optimalisasi adalah salah satu cara yang dapat digunakan untuk
menekan efek yang ditimbulkan dari proses depolimerisasi degradasi oksidatif
kitosan. Salah satu metode optimalisasi yang banyak digunakan adalah metode
respon permukaan - Central Composite Design (CCD). Kelebihan utama dari design
ini adalah dapat memberikan informasi yang maksimal, mencakup interaksi
berbagai parameter, dengan jumlah percobaan eksperimental yang minimum
(Kamboj et. al., 2022). Dengan dasar ini maka perlu dilakukan optimalisasi proses
depolimerisasi kitosan dengan NaNO:2 menggunakan metode CCD sehingga
menghasilkan LMWC dengan rendemen yang baik dalam waktu yang relatif singkat.

2. Metode

Alat dan Bahan. Alat-alat yang digunakan diantaranya labu erlenmeyer,
viskometer Ostwald, oven, labu bulat dua leher, kondensor, hot plate, buret,
Fourier Transform Infrared (FTIR) Perkin Elmer spectrumOne, dan Design-Expert
13. Bahan-bahan yang digunakan diantaranya kitosan niaga, NaNOz, etanol 96%,
NaOH, asam oksalat, dan air distilasi.

Derajat deasetilasi kitosan. Penentuan derajat deasetilasi kitosan dapat
dilakukan spektrofotometri inframerah. Kitosan dibuat pelet dengan KBr 1%,
kemudian dilakukan pemindaian pada daerah frekuensi antara 4000 cm™ dan 400
cml. Derajat deasetilasi ditentukan dengan metode garis dasar. Puncak tertinggi
dicatat dan diukur dari garis dasar yang dipilih. Kitosan yang terdeasetilasi
sempurna (100%) memiliki nilai A1655 = 1.33. Dengan membandingkan absorbans
pada bilangan gelombang 1655 cm-1 (serapan pita amida I) dengan absorbans
pada bilangan gelombang 3450 cm-1 (serapan gugus hidroksil), % derajat
deasetilasi dapat dihitung dengan persamaan:
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Bobot molekul kitosan. Bobot molekul kitosan ditentukan dengan
menggunakan metode viskometer. Sebanyak £ 0.25000 g kitosan dilarutkan dalam
250 mL asam asetat 0.5 M. Larutan ini dianggap sebagai larutan induk. Kemudian
dari larutan tersebut dibuat larutan dengan ragam konsentrasi 0.2; 0.4; 0.6; dan
0.8 M. Diambil sebanyak 10 ml larutan dari pelarut, konsetrasi terendah hingga
konsentrasi tertinggi dan dimasukkan ke dalam viskometer untuk ditentukan waktu
alirnya.

Depolimerisasi kitosan. Depolimerisasi kitosan dilakukan dengan
degradasi oksidatif dengan NaNOa2. Kitosan 1% (b/b) dilarutkan dalam larutan asam
asetat 1%. Larutan diaduk dengan pengaduk magnet hingga larut sempurna.
Larutan kitosan ditambahkan NaNO: tetes demi tetes, kemudian dilakukan proses
pemanasan dengan pengadukan konstan selawa waktu tertentu. Variasi konsentrasi
NaNO2, waktu, dan suhu proses depolimerisasi mengikuti luaran dari optimalisasi
CCD. Campuran reaksi selanjutnya dinetralkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,0.
Hasil depolimerisasi dicuci beberapa kali dengan air deionisasi, dan dikeringkan.

Tabel 1. Perlakuan
No. A: Suhu (°C) B: Konsentrasi NaNOz2 (M) C: Waktu (jam)

1. 40 0.2 1
2. 40 0.2 1
3. 50 0.1 0.5
4. 40 0.2 1
5. 23.2 0.2 1
6. 40 0.2 0.16
7. 40 0.0318 1
8. 30 0.1 1.5
9. 30 0.3 0.5
10. 40 0.2 1
11. 50 0.1 1.5
12. 50 0.3 0.5
13. 56.8 0.2 1
14. 30 0.3 1.5
15. 40 0.2 1
16. 40 0.2 1
17. 30 0.1 0.5
18. 40 0.2 1.84
19. 40 0.3682 1
20. 50 0.3 1.5

3. Hasil dan Pembahasan

Karakterisasi Kitosan. Kitosan merupakan biopolimer hasil dari proses
deasetilasi yang merupakan kopolimer dari N-asetilgukosamina (B(1—4)-2-
asetamida-2-deoksi-D-glukopiranosa (y) dan B(1—4)-2-amino-2-deoksi-d-
glukopiranosa (x) dengan kandungan GIcN lebih dari 50% (Sajomsanga et. al.,
2008). Struktur kitosan ditampilkan pada Gambar 1.
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Gambar 1 Struktur Kitosan (x>50%)

Kitosan akan memiliki karakteristik unik sendiri yang mempengarui sifatnya. Sifat
ini sangat bergantung pada variabel-variabel identitasnya. Variabel awal yang perlu
ditentukan adalah kadar air, kadar abu, bobot molekul, dan derajat deasetilasi.

Kadar air merupakan parameter yang penting untuk ditentukan karena
berkaitan dengan masa simpan kitosan. Selain itu, parameter ini nantinya akan
digunakan sebagai koreksi bobot kitosan dalam penimbangan. Sedangkan kadar
abu merupakan gambaran seberapa besar jumlah mineral yang terdapat dalam
kitosan. Kadar air dan kadar abu kitosan berturut-turut sebesar 8,45% dan 0,74%.
Bobot molekul kitosan sangat berkaitan erat dengan derajat deasetilasi kitosan.
Semakin besar derajat deasetilasi, maka semakin kecil bobot molekulnya. Semakin
besar derajat deasetilasi, maka jumlah monomer x (bobot molekul lebih kecil dari
monomer y) akan semakin banyak, sehingga bobot molekul kitosan keseluruhan
akan menurun. Bobot molekul dan derajat deasetilasi kitosan yang didapat sebesar
2.6421x10° g.mol! dan 67.56%.

Depolimerisasi Kitosan. Depolimerisasi kitosan dilakukan secara
degradasi oksidatif menggunakan NaNO2. Depolimerisasi ini dioptimalisasi
menggunakan metode respon permukaan CCD dengan variabel suhu depolimerisasi
(A), konsentrasi NaNO:z (B), dan waktu (C). Metode ini telah banyak digunakan
untuk proses optimalisasi, seperti optimalisasi parameter pelarut supramolekul
berstruktur nano (Elik, 2022); model pelepasan nanopartikel obat (Luo et. al.,
2023); optimalisasi sintesis nanokomposit baru ([(SBA-15)-(Cu(BTC)]-
[KZn(Fe(CN)6)]) (Amin et. al., 2022); dan sebagainya.
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Gambar 2 Ilurstrasi respon permukaan untuk variabel suhu dan konsentrasi NaNO2
pada waktu (a) 0.5 jam, (b) 1 jam, dan (c) 1.5 jam.

Berdasarkan Gambar 2 dapat diketahui bahwa semakin tinggi suhu reaksi dan
konsentrasi NaNO2, maka depolimerisasi akan menghasilkan LMWC yang semakin
baik (bobot molekul kecil). Pengaruh waktu reaksi dapat dilihat dengan
membandingkan Gambar 2a, 2b, dan 2c dimana semakin tinggi suhu, maka
depolimerisasi juga akan menghasilkan LMWC yang semakin baik.

Tabel 2 Rangkuman model statistika

Source Std. Dev. R2 Adjusted R2 Predicted R2
Linear 4825.92 0.9219 0.9073 0.8661 Suggested
2FI 5336.60 0.9224 0.8866 0.7371
Quadratic 5421.48 0.9384 0.8830 0.5351
Cubic 2988.57 0.9888 0.9644 -1.3362 Aliased

Pada penelitian ini, 3 parameter, yaitu A, B, dan C dipilih sebagai variabel
bebas, sedangkan bobot molekul LMWC (Mv) dipilih sebagai respon (variabel
terikat). Berdasarkan Tabel 2 diketahui bahwa model statistika linier merupakan
model terbaik yand disarankan. Pemilihan model terbaik harus fokus pada model
statistika yang memberikan nilai adjusted R? dan predicted R> maksimal. Model
linier ini dapat dituliskan dengan persamaan:

Mv = 129405.77 - 427.86 A - 163230.65 B -12245.12 C

Persamaan di atas mengindikasikan bahwa interaksi antar variabel bebas tidak
berpengaruh signifikan terhadap penurunan Mv.

Tabel 3 Analysis of variance (ANOVA) untuk model linier

Source Sum of df Mean F-value p-value
Squares Square
Model 4.401E+09 3 1.467E+09 62.99 <0.0001 significant
A-suhu 2.500E+08 1 2.500E+08 10.73 0.0047
B-NaNO2 3.639E+09 1 3.639E+09 156.24 <0.0001
C-waktu 5.119E+08 1 5.119E+08 21.98 0.0002
Residual 3.726E+08 16 2.329E+07
Lack of Fit 3.696E+08 11 3.360E+07 55.61 0.0002 significant
Pure Error 3.021E+06 5 6.043E+05
Cor Total 4.773E+09 19
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Berdasarkan Tabel 3, nilai F model linier sebesar 62.99 menunjukkan bahwa
model ini signifikan. Hanya ada kemungkinan 0,01% bahwa nilai F ini dapat terjadi
noise. Nilai P yang <0,05 pada setiap variabel bebas menunjukkan bahwa model
tersebut signifikan. Nilai p pada /ack of fit sebesar 0.0002 menunjukkan bahwa
hanya ada kemungkinan 0,02% bahwa nilai F pada lack of fit dipengaruhi oleh
noise.

MNormal Plot of Residuals

Nermal % Probability
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Gambar 3. Plot probabilitas normal dari residual.

Jumlah deviasi standar yang memisahkan nilai aktual dan prediksi dapat
diukur dengan internally studentized residual. Batasan internally studentized
residual adalah £3 sigma (Sadhukhan et. al., 2016). Asumsi normalitas terpenuhi
karena plot residual mendekati garis lurus yang ditunjukkan pada Gambar 3.
Analisis statistik ini menunjukkan bahwa model tersebut cocok untuk
mengoptimalkan variabel independen untuk depolimerisasi kitosan. Gambar 4 juga
menunjukkan bahwa model statistika yang diberikan mampu memprediksi nilai Mv
untuk depolimerisasi kitosan secara degradasi oksidatif menggunakan NaNO:
dengan baik.
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Gambar 4. Plot nilai Mv prediksi dan aktual.
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Pengaruh variabel bebas, yaitu A, B, dan C terhadap Y dapat dilihat pada
Gambar 5. Berdasarkan gambar tersebut diketahui bahwa variabel B, yaitu
konsentrasi NaNO:2, merupakan variabel yang memiliki pengaruh lebih besar
terhadap penurunan Mv. Pengaruh ini dapat dilihat secara visual berdasarkan
kemiringan plot perturbation untuk setiap variabel.
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Gambar 5. Plot perturbation dari depolimerisasi kitosan.

Tabel 4 Nilai optimal variabel independen, eksperimen, dan prediksi CCD pada
depolimerisasi kitosan.

Suhu Konsentrasi Waktu Mv LMWC (Da)
(°cO) NaNO:z (M) (jam) Terukur Prediksi
50 0.3 1.5 43112.1 40675.9

Nilai optimal variabel independen, eksperimen, dan prediksi CCD pada
depolimerisasi kitosan ditampilkan pada Tabel 4. Pengukuran Mv pada kondisi
optimum memiliki ketepatan 94.35% dengan penurunan bobot molekul sebesar
83.68%.

4. Simpulan

Depolimerisasi  kitosan secara degradasi oksidatif dengan NaNO:
menggunakan metode respon permukaan CCD dengan suhu depolimerisasi (A),
konsentrasi NaNO:2 (B), waktu (C) sebagai variabel bebas dan bobot molekul LMWC
(Mv) sebagai variabel terikat. Model statistika terbaik adalah model linier dengan
persamaan Mv = 129405.77 - 427.86 A - 163230.65 B -12245.12 C. Model ini
memiliki nilai R? = 92.19% dan Rpred> = 86.61%. Nilai optimal variabel independen
pada A = 50 °C, B = 0.3 M, dan C = 1.5. Pengukuran Mv pada kondisi ini memiliki
ketepatan 94.35% dengan penurunan bobot molekul sebesar 83.68%.
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