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ABSTRACT

Mangrove crab shells are one of the wastes that are poorly utilized because it is usually
only used for animal feed mixtures. Mangrove crab shells have a high enough chitin
content so that it can be used as chitosan and then used as chitooligosaccharides that
have the potential to have prebiotic activity. The study aimed to determine the effect of
enzyme concentration and length of incubation time on the prebiotic characteristics and
activity of chitooligosaccharides. Completely Randomized Design was used as a design
experiment with a variable chitosanase enzyme concentration (0.5%, 1%, and 1.5%)
and incubation time (1 hour, 3 hours, and 5 hours). The study shows that there is an
interaction between the two variables in the viscosity parameter, degree of
deacetylation, molecular weight, and degree of polymerization. The results showed that
the best treatments were an enzyme concentration of 0.5% and a long incubation time of
5%, which resulted in chitooligosaccharides with characteristics: viscosity of 2.75 cPs,
degree of deacetylation of 97.68%, the molecular weight of 546.99 Da, and degree of
polymerization of 2.67. The best treatment tested the prebiotic activity of 1,18 for
Lactobacillus acidophilus bacteria and 1,33 for Bifidobacterium breve bacteria. Hope
this research would be an innovation in the production of a crabs shell or chitin’s
source into prebiotic chitooligosaccharide and could boost the immune system.
Keywords: Chitosanase enzyme, Chitooligosaccharide, Prebiotic activity

ABSTRAK

Cangkang kepiting bakau merupakan salah satu limbah yang kurang dimanfaatkan
dengan baik karena biasanya hanya dijadikan untuk campuran pakan ternak. Cangkang
kepiting bakau memiliki kandungan kitin yang cukup tinggi, sehingga dapat
dimanfaatkan menjadi kitosan kemudian dijadikan chito oligosakarida yang berpotensi
memiliki aktivitas prebiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi enzim chitosanase dan waktu inkubasi terhadap karakteristik dan aktivitas
prebiotik dari chito oligosakarida. Rancangan Acak Lengkap (RAL) digunakan sebagai
desain percobaan dengan variabel konsentrasi enzim chitosanase (0,5%, 1% dan 1,5%)
dan waktu inkubasi (1 jam, 3 jam dan 5 jam). Penelitian menunjukkan terjadi interaksi
(P<0.05) antara kedua variabel terhadap parameter rendemen, viskositas, kelarutan,
derajat deasetilasi, berat molekul, dan derajat polimerisasi. Perlakuan terbaik diperoleh
pada kondisi konsentrasi enzim chitosanase 0,5% dan waktu inkubasi 5 jam, yang
menghasilkan chito oligosakarida dengan karakteristik: rendemen 8,64%, viskositas
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2,75 cPs, kelarutan 93,5%, derajat deasetilasi 97,68%, berat molekul 546,99 Da, dan
derajat polimerisasi 2,67. Pada perlakuan terbaik uji aktivitas prebiotik sebesar 1,18
untuk bakteri Lactobacillus acidophilus dan 1,33 untuk bakteri Bifidobacterium breve.
Harapannya dengan adanya penelitian ini menjadi sebuah inovasi dalam mengolah
cangkang kepiting atau sumber kitin menjadi chito oligosakarida yang bersifat prebiotik

serta dapat meningkatkan sistem imun.

Kata kunci: Enzim chitosanase, Chitooligosakarida, Aktivitas prebiotik.

PENDAHULUAN

Industri pengolahan crustacea meng-
hasilkan sejumlah besar produk sampingan
seperti cangkang crustacea yang me-
nyumbang 50-70% dari bahan baku awal.
Pembuangan cangkang crustacea yang tidak
tepat mengakibatkan masalah lingkungan
yang parah seperti bau tak sedap dan
sedimentasi mineral di tempat pembuangan
sampah. Oleh karena itu, konversi bahan
limbah cangkang menjadi produk yang
bernilai dan bermanfaat adalah salah satu
strategi untuk mengurangi masalah ling-
kungan (Mohan et al.,, 2021). Cangkang
crustacea terdiri dari tiga komponen utama
yaitu kitin, protein, dan kalsium karbonat
serta dengan berbagai komponen minor
termasuk proteoglikan, lipid, dan bahan
anorganik  lainnya (Nagasawa, 2012).
Komponen utama pada cangkang crustacea
(udang, kepiting, lobster, squilla, dan krill)
adalah kitin (15-40%), protein (20-40%),
kalsium dan magnesium karbonat (20-50%),
serta dengan komponen minor lainnya.
Komponen tersebut seperti lipid, astaxanthin,
dan mineral (Khoushab & Yamabhai, 2010).
Kitin merupakan polisakarida yang mem-
bentuk arsitektur berserat, yang menjadi
scaffold untuk  pengendapan  kalsium
karbonat (Nagasawa, 2012). Kitin dan
turunannya merupakan biopolimer yang
ditinjau dengan baik dengan banyak aplikasi
yang bermanfaat. Preparat Kitin dan
turunannya sebagai biomaterial bervariasi
sesuai dengan kondisi proses dan aplikasi
potensial (Abidin et al., 2020), tetapi aplikasi
kitosan dan kitooligosakarida lebih potensial
karena  aplikasi  kitin  lebih  terbatas
dibandingkan kitosan karena kitin bersifat
inert secara kimia dan bersifat tidak larut
baik dalam air maupun asam, sedangkan

188

kitosan relatif reaktif dan dapat diproduksi
dalam berbagai bentuk. Kitosan biasanya
tidak larut dalam kondisi pH netral atau basa
sedangkan larut dalam pH asam. Kelarutan
kitosan tergantung pada distribusi gugus
amino dan N-asetil bebas. Dalam asam encer
(pH < 6), gugus amino bebas terprotonasi
dan molekul menjadi larut (Lodhi et al.,
2014).

Kitosan dihasilkan dari deasetilasi
kitin yang menghasilkan beberapa manfaat
baik karena aspek fisikokimia dan bio-
loginya (Islam et al.,, 2020). Kelemahan
senyawa ini adalah karena kelarutannya
dalam air rendah dengan viskositas tinggi
(Tanasale et al., 2019). Strategi yang umum
dilakukan adalah dengan memotong ikatan -
1,4 glikosidik dan produk degradasi kitosan
yang dibuat dengan hidrolisis enzimatik atau
kimia  kitosan, produk ini  disebut
kitooligosakarida (COS) (Akbari-Alavijeh et
al., 2020; Lodhi et al. ., 2014), produk
terhidrolisisnya dan COS mudah larut dalam
air karena panjang rantainya yang lebih
pendek dan gugus amino bebas dalam unit
D-glukosamin. Viskositas rendah dan kela-
rutan COS yang lebih besar pada pH netral
telah menarik minat banyak peneliti untuk
memanfaatkan kitosan dalam bentuk oligo-
sakaridanya. Khususnya penelitian tentang
COS di bidang pangan dan gizi telah
menekankan kemampuannya untuk mening-
katkan kualitas pangan dan kemajuan
kesehatan manusia karena COS memiliki
manfaat yang baik, dalam hal makanan,
kosmetik, biomedis atau farmasi, pertanian,
perlindungan lingkungan, dan pengelolaan
air limbah (Lodhi et al., 2014; Avrias et al.,
2018).

Beberapa  faktor  yang dapat
mempengaruhi Kkarakteristik COS, seperti
konsentrasi enzim, suhu, dan waktu inkubasi
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(Gao et al., 2012). Chito Oligosakarida
adalah produk kitosan yang dibuat dengan
hidrolisis enzimatik biasanya menggunakan
enzim spesifik chitosanase. Larutan kitosan
1% dengan enzim chitosanase dan waktu
inkubasi 180 menit memberikan kondisi
optimal untuk produksi COS (Jeon & Kim,
2000). Konsentrasi enzim dan waktu
inkubasi dapat mempengaruhi proses hidro-
lisis (Fawzya et al., 2009). COS mampu
bersifat antimikroba, menurunkan kadar ko-
lesterol, imunostimulan, dan prebiotik
hewani alami (Harti, 2011). Beberapa pene-
litian menunjukkan Kkitooligosakarida dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen
dan meningkatkan pertumbuhan bakteri
probiotik. Pengaruh oligosakarida kitosan
terhadap pertumbuhan B. bifidum ATCC
11863 dan B. breve ATCC 15700 dan
pertumbuhan meningkat secara signifikan
dalam waktu 48 jam inkubasi (Nurhayati et
al., 2016). Diantara dua strain bakteri
Bifidobacterium, Bifidobacterium bifidum
ATCC 11863 pertumbuhannya lebih tinggi
dibandingkan Bifidobacterium breve ATCC
15700 tetapi hasilnya tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata pada jam O dan 24
yaitu 5,22 + 0,02 dan 5,18 + 0,07 untuk O
jam kemudian untuk 24 jam adalah 5,21 +
0,1 dan 4,98 + 0,01. Pertumbuhan pada dua
strain bakteri Lactobacillus yaitu,
Lactobacillus acidophilus KCTC 3111
pertumbuhannya lebih tinggi dibandingkan
Lactobacillus brevis KCTC 3498. Pertum-
buhan Lactobacillus acidophilus KCTC 3111
adalah 0,576 + 0,066 dan untuk
Lactobacillus brevis KCTC 3498 adalah

Tabel 1. Kombinasi Perlakuan

0,420 £ 0,012 (Lee et al., 2002). COS dapat
menghambat pertumbuhan Escherichia coli
karena terjadi penurunan pertumbuhan
(Fernandes et al., 2008). Oleh karena itu,
tujuan penelitian ini untuk menentukan
kombinasi  perlakuan terbaik terhadap
kecukupan kondisi proses sehingga dapat
menghasilkan  karakteristik chito oligo-
sakarida dan aktivitas prebiotik yang baik.

METODE

Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam pene-
litian ini antara lain cangkang kepiting bakau
yang diperoleh dari Rumah Makan Seafood
Sari Laut Kapasan, Surabaya Jawa Timur,
NaOH, HCI, akuades, enzim chitosanase
(Merk Genofocus, Korea Selatan), dan
buffer asetat.

Alat penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain hot plate, thermometer,
erlenmeyer, blender, loyang, oven, cabinet
dryer, ayakan 100 mesh, neraca analitik,
timbangan, gelas ukur, pengaduk, water bath
shaker.

Rancangan penelitian

Jumlah perlakuan dalam penelitian ini
sebanyak 9 perlakuan. Penelitian ini meng-
gunakan metode Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang terdiri dari dua faktor yaitu
faktor 1: konsentrasi enzim chitosanase
0,5%, 1% dan 1,5% (b/v); faktor 2: waktu
inkubasi 1 jam, 3 jam, dan 5 jam.

Konsentrasi Enzim

Waktu Inkubasi

Chitosanase Ly 1jam L, 3 jam Ls 5 jam
K11% Kila Kils Kils
K> 2% KsLy Ky, Ksols
K3 3% K3l KL, Ksls
Keterangan:
K,L; : konsentrasi enzim chitosanase 0,5%; waktu inkubasi 1 jam
KL, : konsentrasi enzim chitosanase 0,5%; waktu inkubasi 3 jam

K,L3: konsentrasi enzim chitosanase 0,5%; waktu inkubasi 5 jam

Kyl :
KsL, :

konsentrasi enzim chitosanase 1%; waktu inkubasi 1 jam
konsentrasi enzim chitosanase 1%; waktu inkubasi 3 jam

K,Ls: konsentrasi enzim chitosanase 1%; waktu inkubasi 5 jam
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KsL; : konsentrasi enzim chitosanase 1,5%; waktu inkubasi 1 jam
KsL, : konsentrasi enzim chitosanase 1,5%; waktu inkubasi 3 jam
KsLs: konsentrasi enzim chitosanase 1,5%; waktu inkubasi 5 jam

Metode pelaksanaan

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Program Studi Teknologi Pangan UPN
“Veteran” Jawa Timur, Laboratorium
Terpadu dan Halal Center Universitas Islam
Malang, dan  Laboratorium  FMIPA
Universitas Negeri Malang. Parameter yang
diamati meliputi viskositas (Fawzya et al.,
2009), derajat deasetilasi (Czechowska, et al.
2012), berat molekul (Ridho et al., 2017),
derajat polimerisasi (Ridho et al., 2017),
serta uji perlakuan terbaik menggunakan
analisis aktivitas prebiotik (Huebner et al.,
2007).

Proses pembuatan kitosan

Penelitian diawali dengan pengeringan,
penghancuran, dan pengayakan 100 mesh,
lalu pembuatan kitosan. Kitosan dibuat
dengan cara hidrolisis secara kimiawi.
Pertama dilakukan deproteinasi dengan
NaOH 1M (1:10) lalu diaduk dan dipanaskan
dengan suhu 65°C selama 2 jam, kemudian
didinginkan dan disaring hingga netral
menggunakan aquades. Selanjutnya
dikeringkan. Kedua dilakukan demineralisasi
dengan HCI 2N (1:10) lalu diaduk dan
dipanaskan dengan suhu 30°C selama 1 jam,
kemudian didinginkan dan disaring hingga
netral menggunakan aquades. Selanjutnya
dikeringkan. Ketiga dilakukan deasetilasi
dengan NaOH 50% (1:20) lalu diaduk dan
dipanaskan dengan suhu 90-100°C selama 2
jam, kemudian didinginkan dan disaring
hingga netral menggunakan aquades.
Selanjutnya dikeringkan (Yanti et al., 2018,
Trisnawati et al., 2013, Sartika et al., 2016).

Proses pembuatan chito oligosakarida

Pembuatan larutan kitosan 1% (kitosan
dilarutkan dalam 1M buffer asetat pH 4,5)
dan  ditambahkan enzim  chitosanase
sebanyak 0,5%, 1%, dan 1,5%. Lalu
dihidrolisis dalam waterbath shaker dengan
suhu 45°C selama 1 jam, 3 jam, dan 5 jam.
Reaksi dihentikan untuk inaktivasi enzim
dengan suhu 80°C selama 10 menit.
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Kemudian chito oligosakarida dikeringkan
dengan freeze dryer suhu -54°C selama 24
jam (Jeon, et al., 2001, Ratanavaraporn dan
Damrongsakkul, 2011)

Aktivitas prebiotik

Media MRS broth modifikasi dibuat
kemudian pada masing-masing media MRS
broth modifikasi  ditambahkan  chito
oligosakarida atau glukosa. Kemudian pada
media-media tersebut di inokulasikan
probiotik yakni Bifidobacterium breve dan
Lactobacillus acidophilus, lalu diinkubasi
pada suhu 37°C selama 0 dan 24 jam.
Selanjutnya diinokulasikan  pada media
MRS agar untuk Lactobacillus acidophilus
dan BSA untuk Bifidobacterium breve,
kemudian koloni bakteri yang tumbuh
dihitung.

Perhitungan Skor Aktivitas Prebiotik
untuk menggambarkan kemampuan suatu
strain bakteri dalam menggunakan substrat
tertentu untuk mendukung pertumbuhannya.
Skor Aktivitas Prebiotik = {(probiotik log
cfu mL™ pada prebiotik pada 24 jam -
probiotik log cfu mL™ pada prebiotik pada 0
jam) / (probiotik log cfu mL™ pada glukosa
pada 24 jam - probiotik log cfu mL™ pada
glukosa pada 0 jam)} — {(enterik log cfu mL"

pada prebiotik pada 24 jam - enterik log
cfu mL" pada prebiotik pada 0 jam) /
(enterik log cfu mL™ pada glukosa pada 24
jam - enterik log cfu mL™ pada glukosa pada
0 jam)}.

Analisis data
Data yang diperoleh  dianalisis
menggunakan  ANOVA  (Analysis  of

Variance) pada o 5%. Apabila terdapat
perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan
uji DMRT (Duncan’t Multiple Range Test)
pada a 5%.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik chitooligosakarida

viskositas

Viskositas adalah ukuran kekentalan
cairan atau fluida yang dapat menyatakan
kecepatan bergerak suatu fluida untuk
mengalir. Molekul-molekul yang membentuk
suatu fluida tersebut akan saling bergesekan
ketika fluida mengalir, hal tersebut
disebabkan karena adanya gaya kohesi pada
zat cair (Hananto, 2013).

Rata-rata viskositas chito oligosakarida
dengan  perlakuan  konsentrasi  enzim
chitosanase dan waktu inkubasi antara 2,75
cPs hingga 3,35 cPs (Tabel 2). Hasil
pengujian viskositas menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi enzim
chitosanase dari 0,5% hingga 1,5% dan
semakin lama waktu inkubasi dari 1 jam
hingga 3 jam memiliki kemampuan baik
dalam menurunkan viskositas. Penurunan
viskositas terjadi akibat aktivitas enzim yang
tinggi dan lamanya proses hidrolisis
memberikan  kesempatan enzim  untuk
bereaksi dengan substrat sehingga semakin
banyak substrat kitosan yang terhidrolisis
menjadi senyawa yang lebih kecil. Secara
otomatis, bertambahnya enzim maka semakin
banyak terbentuk kompleks dan semakin
banyak ikatan polimer yang terpotong maka
berat molekul semakin turun, sehingga
kekuatan tarik-menarik antar ikatan juga
menurun dan ditandai dengan menurunnya
viskositas senyawa tersebut (Handayani et
al., 2013; Rokhati et al., 2015). Selain itu,
semakin lama waktu inkubasi yang diberikan
akan menyebabkan daya kerja enzim untuk
melakukan proses hidrolisis semakin panjang
dan akan menghasilkan glukosamin dengan
berat molekul yang lebih rendah, dan
mengakibatkan penurunan viskositas
(Anggraini & Yunianta, 2015).

Konsentrasi enzim yang terlalu tinggi
serta diiringi dengan waktu inkubasi yang
lama dapat membuat proses hidrolisis
mengalami kejenuhan karena seluruh substrat
telah terhidrolisis sehingga tidak terdapat lagi
substrat yang dapat menempel pada sisi aktif
enzim dan menghasilkan viskositas yang
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cenderung konstan pada perlakuan enzim
chitosanase 0,5% hingga 1,5% dan waktu
inkubasi 5 jam. Sesuai dalam penelitian
Yunianta et al. (2010) dan Fennema (2006),
bahwa jika produk yang dihasilkan sudah
sampai titik batas dan setelah itu terlampaui
maka produk yang dihasilkan tidak akan
bertambah  atau  konstan  meskipun
konsentrasi enzim ditambahkan. Hal ini
terjadi karena sisi aktif enzim telah jenuh
oleh substrat sehingga tidak ada lagi substrat
yang dapat melekat pada sisi aktif dan waktu
inkubasi terlalu lama menghasilkan produk
yang cenderung konstan karena enzim
mengalami kejenuhan (Kurniadewi, 2016).

Derajat deasetilasi

Derajat deasetilasi merupakan proses
penghilangan gugus asetil yang besar pada
gugus asetamida (Mursida & Tasir, 2018).
Rata-rata  derajat  deasetilasi chito
oligosakarida dengan perlakuan konsentrasi
enzim chitosanase dan waktu inkubasi
antara 86,16% hingga 97,68% (Tabel 2).

Hasil pengujian derajat deasetilasi
menunjukkan  bahwa  semakin  tinggi
konsentrasi enzim chitosanase dari 0,5%
hingga 1,5% dan semakin lama waktu
inkubasi dari 1 jam hingga 3 jam mampu
meningkatkan derajat deasetilasi. Hal ini
disebabkan semakin tinggi konsentrasi
enzim yang ditambahkan dan semakin lama
waktu inkubasi memberikan kesempatan
enzim untuk bereaksi dengan substrat maka
semakin banyak gugus asetil pada substrat
kitosan ~ yang  dihidrolisis. Menurut
Rahmawati & Yunianta (2015) dan Ridhay
(2016), semakin banyak konsentrasi enzim,
substrat yang dipecah dan terhidrolisis juga
semakin banyak. Kemudian, semakin lama
waktu yang digunakan dalam proses, maka
semakin  lama  proses reaksi, yang
menyebabkan semakin banyak gugus asetil
yang tereduksi.

Konsentrasi enzim yang terlalu tinggi
serta diiringi dengan waktu inkubasi yang
lama dapat membuat proses hidrolisis
mengalami  kejenuhan  karena  seluruh
substrat telah terhidrolisis sehingga tidak
terdapat lagi substrat yang dapat menempel
pada sisi aktif enzim dan menghasilkan
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viskositas yang cenderung konstan pada
perlakuan enzim chitosanase 0,5% hingga
1,5% dan waktu inkubasi 5 jam. Sesuai
dalam penelitian Yunianta et al. (2010) dan
Fennema (2006), bahwa jika produk yang
dihasilkan sudah sampai titik batas dan
setelah itu terlampaui maka produk yang
dihasilkan tidak akan bertambah atau konstan

meskipun konsentrasi enzim ditambahkan.
Hal ini terjadi karena sisi aktif enzim telah
jenuh oleh substrat sehingga tidak ada lagi
substrat yang dapat melekat pada sisi aktif
dan  waktu inkubasi terlalu  lama
menghasilkan  produk yang cenderung
konstan karena enzim mengalami kejenuhan
(Kurniadewi, 2016).

Tabel 2. Analisa karakteristik chitooligosakarida pada berbagai kombinasi perlakuan

Kombinasi Viskositas Derajat Derajat

Perlakuan (cPs) Deasetilasi (%) Berat Molekul (Da) Polimerisasi
Kily 3,056 +0,071° 91,06 +0,002° 1150,01 + 79,355 4,81 + 0,014
KiL, 3,05+0,071° 91,23 + 0,000 1039,87 + 25,360° 4,70 + 0,000
Kils 2,75+0,071* 97,68 + 0,000° 546,99 + 44,653 2,67 + 0,000
KoLy 3,35+0,071° 86,16 + 0,000° 1909,39 + 149,878¢ 10,70 + 0,007"
KoLy 2,80 +0,141* 96,20  0,004' 658,59 + 23,977 3,31+ 0,007
KoLs 3,00 +£0,141° 92,72 +0,002° 787,18 + 18,441° 4,07 + 0,000"
KsLy 2,95 +0,071* 96,12 + 0,000° 691,80 + 22,985" 3,51 +0,014°
KsL, 3,05+0,071° 94,63 + 0,002 860,64 + 24,225¢ 4,51 +0,014°
KsLs 2,75+ 0,071* 97,59 + 0,007° 562,24 + 23,087° 2,69 + 0,000

Keterangan: Angka yang diikuti dengan huruf berbeda pada satu kolom yang sama menunjukkan

perbedaan yang signifikan (a = 5%)

Berat molekul

Rata-rata berat molekul chito oligo-
sakarida dengan perlakuan konsentrasi enzim
chitosanase dan waktu inkubasi antara
546,99 Da hingga 1909,39 Da (Tabel 2).
Hasil pengujian berat molekul menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim
chitosanase dari 0,5% hingga 1,5% dan
semakin lama waktu inkubasi dari 1 jam
hingga 3 jam memiliki kemampuan dalam
menurunkan berat molekul. Hal ini dise-
babkan karena aktivitas enzim yang tinggi
dan lama inkubasi dapat memberikan
kesempatan enzim dalam proses pemutusan
ikatan polimer semakin tinggi dan semakin
banyak ikatan polimer yang terpotong
menjadi monomer. Menurut Putri (2016) dan
Rokhati et al. (2015), semakin tinggi kon-
sentrasi enzim maka kecepatan reaksi akan
meningkat. Bertambah banyak enzim yang
mengkatalis reaksi pemutusan ikatan gliko-
sida pada rantai kitosan. Semakin banyak
ikatan polimer yang terpotong maka semakin
turun berat molekul dari kitosan oligomer.
Waktu inkubasi yang lebih lama menye-
babkan hidrolisis berlangsung lebih lama
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sehingga semakin banyak ikatan polimer
yang terhidrolisis (Wijaya & Yunianta,
2015).

Konsentrasi enzim yang terlalu tinggi
serta diiringi dengan waktu inkubasi yang
lama dapat membuat proses hidrolisis
mengalami  kejenuhan  karena  seluruh
substrat telah terhidrolisis sehingga tidak
terdapat lagi substrat yang dapat menempel
pada sisi aktif enzim dan menghasilkan
viskositas yang cenderung konstan pada
perlakuan enzim chitosanase 0,5% hingga
1,5% dan waktu inkubasi 5 jam. Sesuai
dalam penelitian Yunianta et al. (2010) dan
Fennema (2006), bahwa jika produk yang
dihasilkan sudah sampai titik batas dan
setelah itu terlampaui maka produk yang
dihasilkan tidak akan bertambah atau
konstan ~ meskipun  konsentrasi  enzim
ditambahkan. Hal ini terjadi karena sisi aktif
enzim telah jenuh oleh substrat sehingga
tidak ada lagi substrat yang dapat melekat
pada sisi aktif dan waktu inkubasi terlalu
lama menghasilkan produk yang cenderung
konstan karena enzim mengalami kejenuhan
(Kurniadewi, 2016).
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Derajat polimerisasi

Derajat polimerisasi adalah jumlah unit
monomer pada makromolekul atau molekul
oligomer dalam suatu blok atau rantai. Nilai
derajat polimerisasi diperoleh dari kadar total

gula per kadar gula pereduksi
(Mangunwidjaja et al., 2014).
Rata-rata  berat  molekul  chito

oligosakarida dengan perlakuan konsentrasi
enzim chitosanase dan waktu inkubasi antara
2,67 hingga 10,70 (Tabel 2). Hasil pengujian
derajat polimerisasi menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi enzim
chitosanase dari 0,5% hingga 1,5% dan
semakin lama waktu inkubasi dari 1 jam
hingga 3 jam mampu menurunkan derajat
deasetilasi. Penurunan derajat polimerisasi
terjadi akibat aktivitas enzim yang tinggi dan
lamanya waktu inkubasi memberikan
kesempatan enzim dalam proses hidrolisis
kitosan yang berupa polimer menjadi COS
yang memiliki 2 hingga 10 monomer karena
banyaknya ikatan polimer yang terpotong.
Secara tidak langsung, semakin tinggi
aktivitas enzim yang ditambahkan dalam
produksi oligosakarida maka semakin tinggi
retensi yang dihasilkan dan semakin kecil
nilai DP dan penambahan enzim dari
berbagai konsentrasi enzim berhasil meng-
hasilkan oligosakarida dengan nilai DP tidak
lebih dari 10 monosakarida (Afni et al.,
2017). Selain itu, semakin lama waktu
inkubasi menghasilkan rantai monomer yang
pendek, semakin lama hidrolisis makin
rendah nilai DP yang dihasilkan ( Sarni et al.,
2016; Yeni et al., 2018). Semakin banyak
ikatan yang terpotong maka semakin turun
DP (Handayani L et al., 2013).

Konsentrasi enzim yang terlalu tinggi
serta diiringi dengan waktu inkubasi yang
lama dapat membuat proses hidrolisis
mengalami kejenuhan karena seluruh substrat
telah terhidrolisis sehingga tidak terdapat lagi
substrat yang dapat menempel pada sisi aktif
enzim dan menghasilkan viskositas yang
cenderung konstan pada perlakuan enzim
chitosanase 0,5% hingga 1,5% dan waktu
inkubasi 5 jam. Sesuai dalam penelitian
Yunianta et al. (2010) dan Fennema (2006),
bahwa jika produk yang dihasilkan sudah
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sampai titik batas dan setelah itu terlampaui
maka produk yang dihasilkan tidak akan
bertambah  atau  konstan  meskipun
konsentrasi enzim ditambahkan. Hal ini
terjadi karena sisi aktif enzim telah jenuh
oleh substrat sehingga tidak ada lagi substrat
yang dapat melekat pada sisi aktif dan waktu
inkubasi terlalu lama menghasilkan produk
yang cenderung konstan Kkarena enzim
mengalami kejenuhan (Kurniadewi, 2016).

Aktivitas prebiotik

Aktivitas prebiotik merupakan ke-
mampuan prebiotik untuk membantu per-
tumbuhan organisme yang dihubungkan
dengan organisme lain dan dibandingkan
dengan glukosa (Roberfroid, 2007). Pertum-
buhan bakteri probiotik dan patogen dapat
dilihat pada Gambar 1, sedangkan aktivitas
prebiotik chito oligosakarida dengan perla-
kuan konsentrasi enzim 0,5% dan waktu in-
kubasi 5 jam disajikan pada Tabel 3.

_ 251 206
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2 =
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L. acidophilus f

Jenis bakteri

Gambar 1. Pertumbuhan bakteri probiotik
dan patogen

Tabel 3. Hasil analisa aktivitas prebiotik

Bakteri Aktivitas prebiotik
L. acidophilus 1,18
B. breve 1,33

Gambar 1 menunjukkan bahwa media
yang ditambah dengan chito oligosakarida
dapat menumbuhkan bakteri probiotik dan
menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
Nilai dari pertumbuhan bakteri tersebut
menghasilkan aktivitas prebiotik sebesar
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1,18 pada bakteri L. acidophilus dan sebesar
1,33 B. Breve. Aktivitas prebiotik pada
bakteri probiotik B. breve lebih tinggi
dibandingkan L. acidophilus, hal ini
disebabkan B. breve memiliki enzim N-asetil
glukosamida sehingga dapat memetabolisme
N-asetilglukosamin pada chito oligosakarida

dan  menjadi  sumber energi  pada
pertumbuhan. Sesuai dengan pernyataan
Zuniga et al. (2018), bahwa B. breve
memiliki gen yang mengkode N-asetil

glukosamidase dalam metabolisme N-asetil
glukosamin yang merupakan sumber karbon
dan energi bagi bakteri, sedangkan pada
bakteri L. acidophilus dengan genus
lactobacillus tidak memiliki enzim tersebut.

Penghambatan  pertumbuhan  pada
bakteri E.coli disebabkan bahwa salah satu
monomer COS vyaitu N-asetil glukosamin
melekat pada lektin bakteri sehingga dapat
mengganggu adanya pelekatan ligan target
pada reseptor. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Quintero-Villegas et al. (2013),
bahwa mekanisme COS dapat menghambat
pertumbuhan bakteri EPEC
(Enteropathogenic Escherichia Coli), secara
khusus salah satu monomer COS vyaitu
GIcNACc atau N-asetilglukosamin
mengganggu pelekatan ligan target pada
reseptor (lektin bakteri) untuk melakukan
adhesi atau pertahanan hidup.

KESIMPULAN

Chito Oligosakarida dengan perlakuan
konsentrasi enzim 0,5% dan lama waktu
inkubasi 5 jam menunjukkan hasil karak-
teristik terbaik, dengan memiliki nilai visko-
sitas 2,75 cPs, nilai berat molekul 546,99 Da,
nilai derajat polimerisasi 2,67, dan derajat
deasetilasi 97,68%. Chito Oligosakarida ini
memiliki aktivitas prebiotik pada Lacto-
bacillus acidophilus dengan nilai sebesar
1,18 dan sebesar 1,33 pada bakteri Bifido-
bacterium breve.
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