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Abstrak

Kitin dan kitosan memiliki sifat antibakteri. Kitin bersifat tidak mudah larut sehingga harus diubah
menjadi partikel yang mudah larut. Pembentukan kitin menjadi partikel yang mudah larut dapat dilakukan
melalui memodifikasi menjadi bentuk nano menggunakan senyawa asam dan proses destruksi berkecepatan
tinggi. Proses pengecilan partikel diduga dapat memengaruhi aktivitas antibakteri dan viskositas kitin.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan perbandingan kitin dan HCI terbaik untuk menghasilkan nano
kitin berdasarkan zona hambat bakteri yang maksimum dan viskositas larutan nanokitin. Bakteri yang
diuji adalah Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Salmonella sp. Perlakuan yang diberikan adalah
perbandingan kitin dan HCI, yaitu 1:8, 1:10, dan 1:12 (b/v). Parameter yang dianalisis meliputi rendemen
partikel nanokitin, zona hambat bakteri, dan viskositas larutan nanokitin. Perbandingan kitin dan HCI 1:8
merupakan hasil terbaik menghasilkan nanokitin 70,44%. Perbedaan jumlah HCl dalam menghidrolisis
kitin berpengaruh terhadap zona hambat bakteri. Zona hambat terhadap Salmonella sp. yaitu 7,4 mm dan
S. aureus, yaitu 8,10 mm. Zona hambat untuk E. coli hanya terdapat pada perlakuan perbandingan 1:10. Nilai
viskositas tidak dipengaruhi oleh perbedaan perbandingan kitin dan HCI. Nanokitin dari perbandingan 1:8
berpotensi sebagai bahan aktif dalam pembuatan edible film.

Kata kunci: destruksi, nanokitin, rendemen, zona hambat bakteri

Viscosity and Antibacterial Activity of Nano-Particle Chitin
Hydrolyzed with Different Volumes of HCI

Abstract

Chitin and its derivative chitosan possess antibacterial properties. To facilitate their application,
chitin, which is highly insoluble, must be converted into soluble particles. This can be achieved by reducing
the particle size using acidic compounds and a high-speed destruction process. It is believed that particle
reduction affects the antibacterial activity and viscosity of chitin. The objective of this study was to
determine the optimal ratio of chitin and HCI for producing nano-chitin based on the maximum zone
of bacterial inhibition and the viscosity of the resulting solution. The bacteria tested were Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, and Salmonella sp. The treatments were administered at three different ratios of
chitin to HCI: 1:8, 1:10, and 1:12 (w/v). The parameters analyzed included the yield of nanochitin particles,
zone of bacterial inhibition, and viscosity of the nanochitin solution. A chitin: HCI ratio of 1:8 yielded the
best result, producing 70.44% of nanochitin. Differences in the amount of HCl used to hydrolyze chitin
affected the bacterial inhibition zone. The inhibition zones of Salmonella sp. (7.4 mm), and S. aureus (8.10
mm). The only observed zone of inhibition for E. coli was treatment with 1:10. Viscosity was not affected by
the different chitin-to-HCI ratios. Nanochitin from the ratio of 1:8 has the potential as an active ingredient
in the manufacture of edible film.

Keywords: bacterial inhibition zone, destruction, nanochitin, yield
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PENDAHULUAN

Kitin merupakan senyawa biopolimer
yang ditemukan pada cangkang atau
kerangka krustasea, serangga, dan dinding
sel beberapa kelompok jamur. El Knidri et al.
(2018) menyatakan bahwa kitin merupakan
polisakarida alami berbentuk kristal berwarna
putih yang bersifat hidrofobik, asam organik,
alkali pekat, dan pelarut organik, tetapi hanya
larut dalam asam kuat, yaitu asam sulfat, asam
nitrat, dan asam fosfat sehingga membatasi
aplikasinya pada electrospinning. Natalia et
al. (2021) menyatakan bahwa kitin tidak
dapat larut pada asam lemah di antaranya
asam asetat, asam sitrat maupun asam
format. Kitin yang diperoleh dari cangkang
udang Penaeus monodon adalah 36% (Xu
et al., 2008), sedangkan Kaya et al. (2013)
melaporkan bahwa kitin yang terkandung
dalam krustasea Gammarus argaeus adalah
11-12%. Kitin dapat diaplikasikan di berbagai
bidang industri, di antaranya medis, makanan,
pertanian, pengolahan limbah, kosmetik, dan
berbagai bidang bioteknologi. Kelemahan
kitin, yaitu tidak mudah larut dalam berbagai
jenis pelarut dan reaktivitasnya yang relatif
rendah, sehingga penting untuk mengubah
kitin menjadi bentuk yang lebih mudah
direaksikan dengan air dan pelarut lainnya.
Yang et al. (2020) menyatakan bahwa kitin
sangat kristalin dengan ikatan hidrogen
yang kuat karena memiliki struktur linier
(1,4)-b-N-asetil glikosaminoglikan dengan
dua gugus hidroksil dan gugus asetamida.

Kitosan merupakan senyawa turunan
dari kitin (Amalia et al., 2021) yang sudah
banyak diaplikasikan di antaranya dalam
bidang makanan (Hidayat et al, 2013;
Wahyuni et al., 2013; Sari et al., 2020), biolistrik
(Ibrahim et al., 2020), edible coating (Rochima
et al., 2018), pembersih air (Ratnawulan et al.,
2018), dan kosmetik (Purwanto et al., 2023).
Umumnya kitin diubah menjadi kitosan yang
memiliki tingkat kelarutan yang lebih tinggi.
Kelarutan kitosan adalah 100% dalam larutan
asam lemah (Agustina et al., 2018) sedangkan
kitin 28% (Rochima, 2007). El Knidri et al.
(2018) menyatakan bahwa beberapa pelarut
yang telah diverifikasi dapat melarutkan
polimer kitin, yaitu N,N-dimetilasetamida
yang mengandung 5-8% LiCl, asam dikloro-
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dan trikloroasetat, dan metanol yang
dijenuhkan dengan kalsium klorida dihidrat,
meskipun dianggap beracun, korosif, atau
berbahaya. Kitin dapat diubah menjadi kitin
serat mikro, kitin serat nano, atau bubuk
kitin nanopartikel secara fisik, kimiawi, dan
enzimatik untuk meningkatkan kelarutannya
dalam berbagai pelarut alami. Naiu (2020)
menyatakan bahwa partikel nanokitin dapat
meningkatkan kuat tarik film sehingga
berpotensi diaplikasikan sebagai bahan aktif
dalam pembuatan edible film.

Pembuatan partikel nanokitin telah
dilakukan oleh beberapa peneliti, di antaranya
yaitu Naiu et al. (2020) menghidrolisis
kitin menggunakan asam klorida (HCI)
disertai dengan proses homogenisasi kitin
berkecepatan tinggi, Kumar & Bhat (2018)
menghidrolisis kitin dengan asam kuat yang
diikuti dengan perlakuan ultrasonik, dan
Pillai & Sharma (2009) menghidrolisis dengan
teknik electrospinning untuk menghasilkan
serat berukuran nano. Penelitian-penelitian
tersebut hanya berfokus pada pengukuran
sifat fisik partikel nanokitin, yaitu rendemen,
ukuran dan distribusi partikel, tingkat
kelarutan, morfologi permukaan, dan gugus
fungsi dalam partikel. Lin et al. (2014)
menjelaskan bahwa nanokitin dapatdigunakan
sebagai bahan tambahan fungsional atau
sebagai nanofiller dengan memanfaatkan fitur
kimia, morfologi, dan biologi yang melekat
pada nanokitin, misalnya muatan kimia dan
muatan permukaan, fleksibilitas, dimensi
fibril, dan kandungan nitrogen. Huang et al.
(2018) melaporkan bahwa serat nanokitin
dapat berperan sebagai agen penghantar
zat  antimikroba  serta = menghambat
penguapan minyak atsiri kayu manis yang
tidak larut dalam air dan sangat mudah
menguap, sehingga dapat memperpanjang
aktivitas antibakterinya. Tzoumaki et al.
(2013)WPI, and sodium caseinate, SCn
menyatakan bahwa nanokitin yang tidak
larut merupakan enkapsulasi lemak yang
sangat baik karena dapat menutupi minyak
atsiri yang mengandung senyawa bioaktif.
Tinjauan terbaru tentang nanokitin, Bai et
al. (2022) menyimpulkan bahwa nanokitin
memiliki fitur morfologi yang mirip dengan
nanopolisakarida lainnya tetapi memiliki
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karakteristik kimia yang berbeda. Penelitian
terkait nanokitin masih terbatas sehingga
informasi mengenai nanokitin masih kurang
jika dibandingkan dengan nanoselulosa
nabati.

Penelitian mengenai aktivitas
antibakterisidal serat nanokitin terhadap E.
coli dan P. aeruginosa telah dilaporkan oleh
Nguyen et al. (2014), namun pengamatan
terhadap aktivitas antibakteri nanokitin yang
dihasilkan dari hidrolisis kitin menggunakan
variasi volume HCIl dalam suasana panas
yang disertai dengan homogenisasi Kkitin
berkecepatan tinggi belum dilaporkan.
Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji
lebih lanjut penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya oleh Naiu et al. (2020). Hasil
penelitian  sebelumnya telah  diperoleh
formula pembuatan kitin berpartikel nano
yang menghasilkan partikel berukuran
185,4-319 nm melalui hidrolisis kitin dengan
HCl menggunakan perbandingan 1:10,
1:12, dan 1:14. Semakin tinggi volume HCI
yang digunakan maka dapat menurunkan
kelarutan tingkat partikel. Proses hidrolisis
dan homogenasi kitin menggunakan putaran
berkecepatan tinggi telah diteliti memengaruhi
ukuran partikel sehingga diduga ikut dapat
memengaruhi aktivitas antibakteri dan
viskositas partikel nanokitin. Jenis bakteri
dalam penelitian ini dipilih untuk mewakili
golongan bakteri Gram positif (S. aureus) dan
bakteri Gram negatif (E. coli dan Salmonella
sp.) serta tingkat kontaminasi dan patogenitas
bakteri-bakteri tersebut pada makanan.
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk menentukan perbandingan kitin dan
HCI terbaik untuk menghasilkan nanokitin
berdasarkan zona hambat bakteri yang
maksimum dan viskositas larutan nanokitin.

BAHAN DAN METODE
Pembuatan Partikel Nanokitin
Pembuatan partikel nanokitin mengacu
pada Naiu et al. (2020). Kitin yang diperoleh
dari CV Bio Chitosan Indonesia diekstrak
dari cangkang/kulit udang dengan spesifikasi
kadar air 8,65%, abu 1,53%, berwarna light
brown, dan tidak berbau. Kitin ditimbang 25
g dan dihidrolisis menggunakan asam HCI
3M (Merck) sesuai perlakuan perbandingan
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kitin dan HCI, yaitu A (1:8), B (1:10), dan C
(1:12) (b/v) dalam autoclave 100°C masing-
masing selama 90 menit. HCl kemudian
dibuang, endapan dicuci dengan etanol
96% (Pudak Scientific), dan dihancurkan
selama 10 menit menggunakan homogenizer
berkecepatan ~ 22.000 rpm.  Endapan
dipisahkan menggunakan sentrifus 6.000 rpm
selama 30 menit. Supernatan dibuang, dicuci
dengan etanol 96%, dan disentrifugasi selama
10 menit. Endapan dinetralkan dengan kristal
NaOH (Pudak Scientific) hingga pH netral
dan dikeringkan dalam oven 80°C selama 4
jam.

Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan terhadap 3 jenis bakteri, yaitu S.
aureus, E. coli,dan Salmonella sp. menggunakan
metode difusi agar. Antibakteri kloramfenikol
digunakan sebagai kontrol positif dan
akuadestilat sebagai kontrol negatif. Teknik
pengujian mengacu pada Magani et al. (2020)
yaitu melengkapi cawan petri terlebih dahulu
dengan pencadang berisikan media NA 10
mL sebagai lapisan pertama dan dibiarkan
hingga mengeras. Media NA berisi bakteri
uji dituang 10 mL sebagai lapisan kedua,
didiamkan di dalam laminar air flow selama
dua jam untuk membiarkan media mengeras
dan bakteri berdifusi, kemudian pencadang
dikeluarkan sehingga diperoleh sumur-sumur
yang berdiameter 5 mm. Larutan nanokitin
0,6% dan antibiotik kontrol (kloramfenikol)
masing-masing dituang ke dalam sumur
sebanyak 200 pL setelah itu dimasukkan ke
dalam inkubator pada suhu 37°C selama
3x24 jam. Pengamatan zona bening atau zona
hambat dilakukan setiap 24 jam. Perhitungan
diameter zona hambat mengikuti prosedur
Toy (2015) dengan rumus:

Zona hambat = (d1-d3)+(d2-d3)

2
Keterangan:

d1 = Diameter horizontal (mm)
d2 = Diameter vertikal (mm)

d3 = Diameter sumur (+5mm)
Pengujian Viskositas

Viskositas diukur menggunakan alat
Viscometer Brookfield (DV-S Series, Amerika)
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yang mengacu pada metode yang dilakukan
oleh Jakhar et al. (2012) yang dimodifikasi.
Spindel terlebih dahulu dipanaskan pada
suhu 75°C kemudian dipasang ke alat ukur
Viscometer Brookfield. Posisi spindel dalam
larutan panas diatur sampai tepat berada
pada posisi tengah larutan. Viskositas larutan
sampel dibaca pada alat kemudian dilakukan
perhitungan sesuai faktor konversi. Pembacaan
dilakukan setelah satu menit putaran penuh
sebanyak 2 kali menggunakan spindel nomor
63. Kecepatan alat yang digunakan adalah 12
rpm.

Analisis Data

Penelitian ini dirancang menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Data
dianalisis sebanyak dua kali ulangan.
Data hasil pengamatan dianalisis dengan
ANOVA. Perlakuan variasi volume HCI yang
memberikan pengaruh diuji lanjut dengan uji
BNT. Data diolah menggunakan aplikasi IBM
SSPS versi 24.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen Partikel Nanokitin

Prosedur =~ pembuatan  nanokitin
mengacu pada Naiu et al. (2020) yang
melaporkan bahwa partikel nanokitin
yang dihasilkan dengan cara yang sama
tersebut berukuran 185,4-319,3 nm. Jika
dibandingkan dengan kitin yang digunakan
sebelum dihidrolisis berukuran 0,3 mm
(300 pm) hingga 1 mm (1.000 um). Hasil
ini menandakan terjadi pengecilan ukuran
yang signifikan antara kitin dan nanokitin.
Mohanraj & Chen (2006) menyatakan bahwa
nanopartikel merupakan partikel padat atau
butiran dengan kisaran ukuran 10 hingga
1.000 nm.

Rendemen kitin yang telah diproses
melalui tahap hidrolisis dengan variasi volume
HCI berbeda, homogenisasi/destruksi,
pengeringan, dan penghalusan hingga menjadi
berpartikel nano menunjukkan peningkatan
rendemen pada perbandingan kitin dan HCl
yang lebih besar. Perlakuan perbandingan
1:12 menghasilkan rendemen yang paling
tinggi, yaitu 71,60+0,46%, perlakuan 1:8
(70,44+0,13%) dan 1:10 (68,64+0,48%).
Rendemen nanokitin yang dihasilkan
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berkaitan dengan banyaknya senyawa Kkitin
yang terhidrolisis akibat penggunaan asam
klorida (HCI).

Hasil ujistatistik ANOVA menunjukkan
bahwa perlakuan perbandingan kitin dan
HCI berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap
rendemen nanokitin. Berdasarkan uji BNT,
maka perlakuan perbandingan 1:8 dan 1:12
tidak berbeda nyata (p>0,05), namun kedua
perlakuan ini berbeda nyata dari perlakuan
1:10 (p<0,05). Rendemen nanokitin yang
paling rendah pada perlakuan 1:10 diduga
karena tingkat kelarutannya yang relatif tinggi.

Naiu et al. (2020) melaporkan bahwa
kelarutan nanokitin yang diperoleh dari
perbandingan kitin dan HCI 1:10, yaitu
71,72% sedangkan pada perbandingan kitin
dan HCI 1:12, yaitu 70,73% sehingga diduga
pada perlakuan 1:10 lebih banyak terbuang
dalam proses pencucian sebelum dilakukan
pengeringan. Tingkat kelarutan juga dapat
dipengaruhi oleh ukuran partikel. Hasil
penelitian Naiu et al. (2020) menunjukkan
bahwa perlakuan 1:10 memiliki ukuran paling
kecil dibandingkan perlakuan lainnya, yaitu
185,4 nm. Menurut Sinala (2016), ukuran
partikel berpengaruh terhadap kecepatan
kelarutan selain suhu dan pengadukan
mekanik.  Semakin halus solute maka
semakin kecil ukuran partikel. Semakin luas
permukaan solute yang kontak dengan pelarut,
solute semakin cepat larut. Kelarutan partikel
nanokitin juga dipengaruhi oleh monomer-
monomer kitin, yaitu N-asetilglukosamin
(GlcNac) yang terbentuk akibat putusnya
ikatan glikosidik pada kitin karena kehadiran
atom H dari HCI selama proses hidrolisis.
Chen et al. (2010) menyatakan bahwa
GlcNAc memiliki kelarutan >25% dalam
air. Herdyastuti & Cahyaningrum (2016)
menemukan bahwa GlcNac yang diperoleh
dari hidrolisis kitin dengan kitinase dan
pemurnian dengan etanol menghasilkan
kelarutan 88,4%, sedangkan Naiu et al. (2020)
memperoleh tingkat kelarutan nanokitin
hasil hidrolisis HCI pada kitin 68,92% hingga
71,72%. Tingkat kelarutan juga dipengaruhi
oleh derajat asetilasi (DA) kitin. Chatelet et
al. (2001) melaporkan bahwa derajat asetilasi
menunjukkan persentase N-asetilglukosamin
(GlcNAc) pada biopolimer kitin. Semakin
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tinggi DA, semakin stabil senyawa biopolimer
bereaksi dengan senyawa lain. Tingkat
kelarutan memengaruhi rendemen, sehingga
GlcNAc yang dihasilkan penelitian ini,
yaitu 68,64-71,60% karena sebagian diduga
ikut larut dalam larutan asam yang masih
mengandung air.

Aktivitas Antibakteri Nanokitin

Aktivitas antibakteri nanokitin yang
dihasilkan dapat dilihat pada Table I. Hasil
uji ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan
perbandingan kitin terhadap HClberpengaruh
nyata terhadap zona hambat ketiga jenis
bakteri uji (p<0,05). Semakin banyak jumlah
HCI yang digunakan untuk menghidrolisis
kitin maka zona hambat terhadap bakteri
Salmonella sp. semakin meningkat signifikan
(p<0,05) namun sebaliknya terhadap bakteri
S. aureus agak berkurang (p<0,05). Zona
hambat terhadap bakteri E. coli hanya terdapat
pada nanokitin perlakuan 1:10 dan berbeda
nyata dari dua perlakuan lainnya.

Hasil uji zona hambat partikel nanokitin
terhadap bakteri uji ditemukan bahwa
Salmonella lebih resisten pada perlakuan
perbandingan 1:8 dan 1:10 dibandingkan
perlakuan 1:12 yang berada pada kriteria
sedang. Menurut Hudzicki (2009), Kirby
dan Bauer telah mengklasifikasikan tingkat
ketahanan dan kerentanan bakteri terhadap
komponen antibakteri dalam tiga kelompok
berdasarkan diameter zona bening, yaitu
resisten dengan wilayah hambat <12 mm,
sedang 13-19 mm, dan rentan >20 mm,
meskipun nilai-nilai ini juga relatif berbeda
berdasarkan jenis antibakteri. Daya tahan

bakteri Salmonella cenderung berkurang
pada partikel nanokitin dari perlakuan 1:12
diduga karena nanokitin hasil penelitian
ini berukuran partikel lebih besar seiring
meningkatnya perbandingan kitin dan HCI
yang disebabkan oleh peristiwa aglomerasi
atau penumbukan antar nanopartikel. Alias
et al. (2010) menyatakan bahwa penurunan
ukuran kristalit dan partikel menjadi lebih
kecil ~menyebabkan mudah terjadinya
aglomerasi. Pembentukan aglomerasi partikel
diawali dari partikel-partikel kecil yang saling
mendekat dan saling bertubrukan (transport
step) kemudian saling melekat (attachment
step) membentuk partikel yang lebih
besar. Naiu et al. (2020) melaporkan bahwa
nanokitin hasil hidrolisis kitin dengan HCI
pada perlakuan perbandingan 1:12 berukuran
319,3 nm, lebih besar dari perlakuan 1:10 yang
berukuran 185,4 nm. Hal ini sejalan dengan
yang ditemukan oleh Jeon et al. (2001) bahwa
aktivitas antibakteri meningkat efikasinya
dengan bertambahnya berat molekul oligomer
kitosan. No et al. (2002) juga melaporkan
bahwa kitosan dengan berat molekul yang
lebih besar menghambat pertumbuhan
Salmonella thypi lebih tinggi. Ukuran partikel
nanokitin yang lebih kecil dapat menembus
dinding sel bakteri sehingga menyebabkan
kerusakan pada dinding sel dan berujung
pada kematian bakteri. Jawetz et al. (1995)
menyatakan bahwa ukuran Salmonella berada
pada kisaran 700 hingga 1.200 nm yang
lebih besar dibandingkan ukuran partikel
nanokitin. Penghambatan  pertumbuhan
bakteri oleh partikel nanokitin kemungkinan
juga akibat muatan-muatan positif dalam

Table 1 Bacterial inhibition zone of nanochitin
Tabel 1 Zona hambat partikel nanokitin terhadap bakteri

Inhibition zone of nanochitin on bacteria

Treatment (mm)
Salmonella sp. ~ S. aureus E. coli
1:8 7.4+0.20° 8.10+0.59° 0+0.0?
1:10 8.35+0.33* 7.46+0.01® 8.98+0.21°
1:12 13.27+2.53% 6.67+0.49* 0x0.0?
Control (+), chloramphenicol 25.78 38.54 23.03
Control (-), aquadestilate 0 0 0

Different letter marks on the same column indicate significant differences (p<0.05)
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partikel berikatan dengan muatan negatif
dari protein bakteri sehingga menghambat
pertumbuhannya.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan
bahwa partikel nanokitin memiliki zona
hambat lebih besar terhadap Salmonella
dibandingkan S. aureus. Hal ini dapat terjadi
karena struktur S. aureus yang tergolong
bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang
didominasi oleh komponen peptidoglikan
yang tersusun atas N-asetil glukosamin dan
N-asetil muramat. Kondisi ini menyebabkan
partikel nanokitin yang terdiri dari monomer
N-asetil glukosamin memiliki ion positif yang
sama dengan dinding sel bakteri sehingga
tidak saling mengikat. Cooper & Hausman
(2007) melaporkan bahwa Staphylococcus
merupakan bakteri Gram positif yang
memiliki selaput plasma tunggal dengan
kandungan utama peptidoglikan yang tebal.
Hogg (2005) menyatakan bahwa peptidoglikan
merupakan polisakarida yang terdiri atas
dua gula turunan, yaitu N-asetil glukosamin
dan N-asetil glukosamat serta sebuah rantai
peptida pendek berupa asam amino L-alanin,
D-alanin, asam glutamate dan L-lisin.

Kemampuan partikel nanokitin sebagai
agen antibakteri terhadap S. aureus semakin
kecil seiring bertambahnya perbandingan
kitin dan HCl. Hal ini diduga berkaitan
dengan ukuran partikel yang dihasilkan
akibat jumlah asam yang digunakan untuk
menghidrolisis kitin. Berdasarkan penelitian
Naiu et al. (2020) sebelumnya bahwa semakin
banyak jumlah asam penghidrolisis, ukuran
partikel nanokitin justru semakin besar yang
diduga terjadi karena peristiwa penumbukan
antar partikel yang berukuran sangat kecil
akibat gaya Van Der Waals dan efek gerak
Brown. Peristiwa penumbukan antar partikel
atau aglomerasi ini menyebabkan partikel
menjadi lebih besar. Semakin besar partikel
semakin kecil zona hambat yang dimiliki
partikel nanokitin terhadap S. aureus. Partikel
nanokitin dari perlakuan 1:8 lebih besar zona
hambatnya karena diduga memiliki ukuran
partikel yang lebih kecil sehingga lebih
mudah menembus dinding sel S.aureus dan
melepaskan ion-ion positif dari asam amino
menyebabkan stress oksidatif terhadap DNA
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bakteri mengakibatkan kematian sel. Jawetz
et al. (1995) melaporkan bahwa ukuran sel
S. aureus berada pada rentang 200 hingga
700 nm. Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian yang diungkapkan oleh Masykuroh
& Puspasari (2022) bahwa semakin kecil
ukuran partikel perak, semakin tinggi daya
hambatnya terhadap bakteri S. aureus dengan
kategori kuat, yaitu 10,30 hingga 12,63 mm.
No et al. (2002) melaporkan bahwa kitosan
dengan berat molekul yang lebih besar, lebih
rendah dalam menghambat pertumbuhan
S. aureus. Li et al. (2016) juga melaporkan
bahwa kitin nanofiber terdeasetilasi dan kitin
nanofiber memiliki aktivitas antimikroba
yang rendah terhadap S. aureus.

Zona hambat E. coli hanya teramati
pada partikel nanokitin hasil hidrolisis
dengan perbandingan kitin: HCI (1:10). Hal
ini dapat dipengaruhi oleh partikel nanokitin
dari dua perlakuan lain gagal berpenetrasi
ke dalam dinding sel bakteri. Kegagalan ini
mungkin terjadi karena kemampuan bakteri
E. coli memproduksi enzim beta-laktamase
yang dapat menghidrolisis ikatan amida
yang terkandung dalam N-asetil glukosamin
(nanokitin) sehingga mengubah struktur
dan sifat fungsionalnya sebagai antimikroba.
Menurut Sjahrurachman et al. (2004), E.coli
dapat memproduksi enzim beta laktamase
yang dapat mengganggu kestabilan aktivitas
antimikroba  yang dalam  strukturnya
mengandung ikatan amida dan cincin beta
lactam. E. coli juga dapat menghasilkan
plasmid yang dapat memindahkan gen
resisten ke individu bakteri turunannya.
Faktor lainnya diduga akibat protein dinding
luar (outter membrane protein) dari bakteri
yang menghambat akses antimikroba ke
dalam sel bakteri. Martinez-Martinez (2008)
menyatakan bahwa bakteri E. coli memiliki
saluran membran luar berupa porin berisi
air yang dapat menjadi penghalang bagi
komponen hidrofil dari agen antimikroba
untuk melewati membran sel. Akibatnya porin
dapat menjadi salah satu faktor bagi bakteri
E. coli untuk resisten terhadap antimikroba.
Hasil penelitian Endriani et al. (2012)
melaporkan bahwa E.coli merupakan jenis
bakteri yang paling banyak menerima terapi
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antibakteri sehingga telah memiliki resistensi
hingga 100% pada beberapa jenis antibiotika,
misalnya Penicilin, Streptomisin, Clindamisin,
dan asam pipemidat. Aktivitas antimikroba
hasil penelitian perlakuan 1:8 dan 1:10 ini
hampir serupa dengan yang dilaporkan oleh
Li et al. (2016) yang menyatakan bahwa
lapisan film yang diinkorporasi dengan kitin
nanofiber hanya menunjukkan aktivitas
antibakteri yang sangat rendah terhadap E.
coli dengan lebar zona hambat hanya 0,2
mm. Nguyen et al. (2014) juga melaporkan
tidak menemukan adanya zona hambat dari
lembaran kitin nanofiber terhadap E. coli.
Nanokitin perlakuan 1:10 menunjukkan
aktivitas antimikroba yang setara dengan
yang diperoleh Notriawan et al. (2021) pada
film komposit nanopartikel perak dan kitosan
dengan perbandingan 1,5:0,5, yaitu 8,8 nm.

Viskositas Nanokitin

Viskositas merupakan daya alir dari
suatu larutan. Semakin tinggi nilai viskositas
menunjukkan kekentalan suatu larutan yang
semakin pekat yang menandakan bahwa
tahanan cairan semakin tinggi. Viskositas
partikel nanokitin hasil hidrolisis kitin dengan
volume asam klorida berbeda dapat dilihat
pada Figure 2.

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa perbedaan volume HCl dalam
menghidrolisis  kitin tidak memberikan
pengaruh nyata (p>0,05) terhadap viskositas
nanokitin, meskipun tampak meningkat
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seiring kenaikan jumlah HCI. Hal ini mungkin
terjadi karena konsentrasi HCl yang digunakan
sebagai senyawa penghidrolisis kitin adalah
sama pada semua taraf perlakuan, yaitu 3
M dan perbedaan volume asam tidak cukup
untuk membedakan nilai viskositas larutan
partikel. Viskositas larutan partikel nanokitin
terbentuk akibat adanya interaksi dan ikatan
silang antara nanokitin yang berpotensi
membentuk gel. Hal ini senada dengan yang
diungkapkan oleh Liao & Huang (2022) bahwa
gugus —~-COO- pada rantai molekul nano kitin
akan diubah menjadi -COOH pada kondisi
asam sehingga mengurangi muatan negatif
nano kitin. Melemahnya tolakan elektrostatik
mengarah pada agregasi nanokitin yang
meningkatkan interaksi antara molekul kitin,
sehingga mencapai gelasi nano kitin melalui
peningkatan ikatan silang ikatan hidrogen
antarmolekul.  Jika dibandingkan dengan
viskositas kitin standar yang dilaporkan oleh
Bajaj et al. (2011) yang hanya sebesar 3,45
mPa.s, maka setelah dihidrolisis menjadi
nanokitin dalam penelitian ini menunjukkan
peningkatan yang signifikan mencapai 6,73
cPs atau 6,73 mPa.s.

Zewude et al. (2021) menjelaskan
bahwa serat nano mengandung muatan
permukaan kationik dalam kondisi asam. Hal
ini disebabkan oleh protonasi gugus amino
(-NH**) pada permukaan serat nano. Gaya
tolak elektrostatik antara serat nano dengan
muatan permukaan kationik berkontribusi
pada stabilitas dispersi partikel dalam air

—

(1:8)

(1:10) (1:12)

Ratio of chitin to HCI

Figure 2 Viscosity of nanochitin solution

Gambar 2 Viskositas larutan nanokitin
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yang pada gilirannya berpengaruh terhadap
ketahanan daya alir larutan atau viskositas.
Liao & Huang (2022) menyatakan bahwa
stabilitas dispersi nanokitin sangat berperan
dalam aplikasi pembentukan gel karena
dapat membentuk struktur jaringan gel yang
seragam. Ukuran partikel yang seragam
berkontribusi dalam dispersi yang merata.
Ukuran partikel yang seragam ini dicerminkan
dari indeks polidispersitas (IP) yang rendah.
Prosedur pembuatan nanokitin yang mengacu
pada Naiu et al. (2020) diduga menghasilkan
ukuran nanokitin dengan IP relatif rendah,
yaitu 0,3. Hal ini menunjukkan bahwa partikel
nanokitin dalam larutan terdispersi secara
seragam yang mencerminkan nilai viskositas
ideal.

Nurahmanto et al. (2016) mengaitkan
hubungan viskositas dan aktivitas antibakteri
dalam suatu sediaan dan menyatakan bahwa
sediaan dengan viskositas tinggi memiliki daya
hambat terhadap bakteri S. aureus dan Bacillus
subtilis yang lebih besar dibandingkan dengan
viskositas rendah seperti dalam bentuk spray.
Baizuroh et al. (2020) juga melaporkan bahwa
larutan pembersih dari ekstrak daun kunyit
dengan viskositas paling tinggi memiliki zona
hambat terhadap bakteri E. coli lebih besar.
Namun hasil penelitian menunjukkan bahwa
nilai viskositas cenderung meningkat seiring
meningkatnya volume asam penghidrolisis
kitin dan tidak menyebabkan peningkatan
zona hambat terhadap semua jenis bakteri
yang diuji (Figure 2 dan Table I). Berdasarkan
data hasil pengujian, semakin tinggi viskositas
larutan nanokitin, maka aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Salmonella sp. juga semakin
tinggi yang ditandai dengan zona hambat
yang semakin besar, namun tidak sama
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli. Hal ini
mungkin dipengaruhi oleh perbedaan sifat
bakteri uji, di antaranya ukuran bakteri dan
komposisi senyawa penyusun dinding sel
bakteri. Oleh sebab itu, perlu dipelajari lebih
lanjut nilai viskositas optimum dari larutan
nanokitin dalam menghambat pertumbuhan
dan perkembangan mikroba.

KESIMPULAN

Perlakuan rasio kitin terhadap HCI
1:8 merupakan perlakuan terbaik dengan
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rendemen yang paling tinggi dan berpotensi
dalam menghambat pertumbuhan Salmonella
sp., S. aureus, meskipun nilai viskositasnya
tidak berbeda dari perlakuan 1:10 dan 1:12.
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