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Abstrak
Kitosan memiliki fungsi yang telah banyak dikembangkan untuk produk pangan, pertanian, 

lingkungan, industri hingga medis, farmasi, dan kosmetik. Depolimerisasi menjadi kitooligosakarida 
(COS) menyebabkan kitosan mudah larut, sehingga memiliki fungsi antimikroba yang lebih baik. Tujuan 
penelitian ini yaitu memproduksi biopreservatif kitooligosakarida melalui depolimerisasi kitosan dengan 
hidrogen peroksida untuk aplikasi biopreservatif (antimikroba) pindang tradisional. Aktivitas penelitian 
meliputi depolimerisasi kitosan dengan hidrogen peroksida, karakterisasi COS, dan karakterisasi mutu 
pindang tradisional selama penyimpanan 4 hari. Kitooligosakarida terbaik diperoleh pada konsentrasi 
H2O2 2% dan frekuensi ultrasonikasi 20 kHz. Perlakuan ini menghasilkan rendemen 93,27±0,9%, 
berat molekul 2,83±0,1 kDa, derajat polimerisasi 17±0,6, dan menunjukkan penghambatan sebesar                                                                      
5,56±0,2 mm; 7,85±0,1 mm,; dan 8,17±0,1 mm terhadap Escerichia coli, Staphylococcus aureus, dan Bacilus 
cerus. Perendaman dengan larutan COS 0,25% (b/v) menghasilkan mutu pindang terbaik.  

Kata kunci: antimikroba, depolimerisasi, kitooligosakarida, pindang 

Chito-oligosaccharide by Chitosan Depolymerization Induced with Hydrogen Peroxide 
for application as Bio-preservative on Traditional Fish Brine 

Abstract
Chitosan has been developed for food product, agriculture, environment, and industry as medical, 

pharmaceutical, and cosmetics. The depolymerization of chitosan to chito-oligosaccharide was produce 
on soluble in water product and has better function as antimicrobial. The objective of this research was to 
produce COS with hydrogen peroxide depolymerization  for preservatives of fish boiled. Research activities 
included chitosan depolymerization, characterization of COS, and characterization of traditional fish boiled 
quality for 4 days storage. The optimum concentration of chito-oligosaccharide was produced by 2% H2O2 
with sonication at frequencies of 20kHz. The yield of this treatment was 93.27±0.9%, molecular weight 
2.83±0.1kDa, polymerization degree 17±0.6, and it inhibited the growth of Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, and Bacillus cereus. The dipping of boiled fish with 0.25% COS produced the best fish boiled quality.

Keywords: Antimicrobial, chito-oligosaccharide, depolymerization, fish boiled
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PENDAHULUAN
Antimikrobial merupakan segmen pasar 

pegawet makanan (food preservatif) dengan 
pertumbuhan tercepat, yang diproyeksikan 
mencapai 2,94 miliar dolar pada tahun 2021. 
Benzoat, sorbat, dan propionat merupakan 

pengawet makanan sintetis yang paling 
banyak digunakan. Penggunaan aditif sintetis 
ini menyangkut masalah keamanan (generally 
recognized as safe/GRAS) dan mutu, serta 
memberikan penampilan yang lebih baik 
selain memberikan masa simpan yang lebih 
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lama. Pengawet sintetis merupakan pilihan 
terbaik dan paling layak untuk dijadikan 
pengawet makanan, mengingat biaya dan 
kegunaannya. Peran pengawet alami juga 
semakin meningkat, meskipun memiliki 
karakteristik yang sangat terbatas. Pengawet 
alami yang memiliki pasar terbesar dan terus 
dikembangkan, antara lain cengkeh, bawang 
putih (Aluyor dan Oboh 2014), teh hijau 
(Wrona et al. 2017), daun mint (Tassou et al. 
2000), nisin (Khan dan Oh 2016) dan kitosan 
(Tiwari et al. 2009).

Kitosan merupakan konstituen penting 
produk pangan. Kitosan disintesis dari 
kitin dengan metode deasetilasi parsial                                   
(Du et al. 2014). Kitosan mempunyai berat 
molekul tinggi berkisar 100-1.200 kDa, 
sehingga dalam aplikasi praktisnya cenderung 
tidak larut pada pH di atas 6,3 (Je dan Kim 
2012). Pembatasan ini mengurangi potensi 
penggunaan kitosan di bidang pangan, 
kesehatan, dan pertanian (Jung dan Park 
2014). Aktivitas kitosan sebagai antimikroba 
merupakan salah satu sifat biologis yang 
sudah banyak dilakukan dengan pengujian 
terhadap beberapa strain bakteri. Liu et al. 
(2006) telah mengevaluasi sifat antimikroba 
pada kitosan dengan berat molekul 55 kDa 
sampai 155 kDa (derajat deasetilasi 80-90%) 
yang menunjukkan aktivitas antibakteri lebih 
dari 200 ppm terhadap strain bakteri E. coli. 

Polimer kitosan berbentuk linear dengan 
struktur N-Asetil-D- Glukosamin (GlcNAc, 
Asetilasi Unit A) dan D-Glukosamin (GlcN, 
Deasetilasi Unit D) yang dihubungkan 
oleh ikatan ß (1,4) glikosidik. Menurut 
Mourya et al. (2011) rantai ikatan kitosan 
ß (1,4) glikosidik dapat dipotong melalui 
beberapa teknik misalnya degradasi kimiawi, 
enzimatis, dan perlakuan mekanik. Proses 
tersebut menghasilkan derivat kitosan 
yaitu kitooligosakarida (COS) dengan 
derajat polimerasi (DP) <20 dan berat 
molekul rata-rata hingga 3.900 Da (0,2-
30 kDa). Gugus N-Asetil glukosamin telah 
diidentifikasi pula dan ternyata memiliki 
potensi sebagai konstituen penting dalam 
aplikasi nutrasetikal. Kitooligosakarida telah 
banyak diproduksi menggunakan metode 
depolimerisasi alternatif, karena penggunan 
enzim yang umum digunakan memerlukan 

biaya produksi yang sangat tinggi.                                                   
Metode yang dapat digunakan yaitu degradasi 
oksidatif menggunakan H2O2. Xia et al. (2013) 
menjelaskan hidrogen peroksida (H2O2) dapat 
digunakan untuk menghidrolisis polisakarida 
dengan mekanisme pemotongan pada ikatan 
ß (1,4) glikosidik oleh radikal bebas. Proses 
tersebut menunjukkan hasil yang cukup 
baik, karena dapat menghasilkan persentase 
rendemen yang besar dengan derajat 
polimerasi kitooligosakarida yang cukup 
rendah. 

Ikan pindang diklasifikasikan sebagai 
produk tradisional perikanan Indonesia 
dengan masa simpan yang pendek. 
Pemindangan tradisional khas Indonesia 
dilakukan dengan berbagai cara, salah satunya 
adalah menyusun di atas keranjang atau rak 
bambu, kemudian ditaburi garam, dan aktivitas 
utama adalah pencelupan ke dalam air garam 
untuk direbus selama ±60 menit (BSN 2009).                                                                                                          
Fatunni et al. (2014) melaporkan kerusakan 
ikan pindang disebabkan oleh aktivitas 
mikroba. Aditif makanan yang bersifat 
antimikroba dapat diaplikasikan untuk 
memperpanjang umur simpan makanan. 
Kitooligosakarida mempunyai keunggulan 
mudah larut di pH 7, perannya sebagai 
aditif makanan sama dengan kitosan yang 
mempunyai fungsi antimikroba. Berbagai 
bahan aditif pengawet untuk memperpanjang 
masa simpan pindang telah banyak diteliti 
seperti jahe, kunyit, kluwak, lengkuas (Estu 
2015), asap cair (Hirmawati 2010), ganggang 
laut (Hidayat et al. 1996) dan protamin 
(Nitibaskara 1991), sebagai alternatif 
dikarenakan pengawet makanan sintetis yang 
diduga mempengaruhi keamanan pangan 
(Tajkarimi et al. 2010). 

Kitooligosakarida bila dibandingkan 
dengan kitosan memiliki struktur polimer 
yang lebih pendek, sehingga memiliki berat 
molekul rendah dan tingkat kelarutan 
menjadi tinggi. Nilai kebaruan untuk 
pemanfaatan kitooligosakarida sebagai 
bahan pengawet makanan (antimikroba) 
terutama olahan tradisional seperti ikan 
pindang belum banyak dilakukan, sehinga 
penelitian ini penting untuk dikembangkan. 
Penelitian ini bertujuan memproduksi 
kitooligosakarida melalui depolimerisasi 
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kitosan menggunakan hidrogen peroksida 
untuk aplikasi biopreservatif (antimikroba) 
pindang tradisional.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan meliputi ikan 
pindang tongkol higenis (UKM Cindy Grup, 
Parung, Bogor), kitosan (PT Biotech Surindo, 
Cirebon, Indonesia dengan BM~1582 kDa, 
DD~85%), asam asetat (CH3COOH 1%), 
akuades, hidrogen peroksida (H2O2 30%), 
natrium hidroksida (NaOH 0,1 M), dan 
isopropil alkohol (IPA 95%). Alat yang 
digunakan meliputi hotplate(Biobase MS-
H280-Pro), pH meter (Oakton WD-35614-
30), Spectrofotometer Fourier Transform 
Infra-Red (BRUKER Tensor 37), viskometer 
Gilmont (Cole Palmer Gilmont GV-2300), 
rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-210), 
dan probe ultrasonikasi (Cole Palmer 
Instrument CPX, 130 W).

Metode Penelitian
Depolimerisasi kitosan dengan 
penggunaan hidrogen peroksida           
(Xia et al. 2013)

Depolimerisasi kitosan dibagi menjadi 
dua tahapan yaitu degradasi larutan kitosan 
dan pemulihan larutan hasil degradasi 
(recovery). Degradasi dilakukan dengan 
melarutkan kitosan sebanyak 5 g ke dalam   
500 mL asam asetat 1%, menggunakan 
magnetic stirrer selama 60 menit. Pemanasan 
larutan kitosan dilakukan sampai mencapai 
50°C dan dipertahankan suhunya sampai 
proses degradasi selesai. Konsentrasi hidrogen 
peroksida yang ditambahkan meliputi 2%, 
serta dioperasikan alat probe ultrasonikasi 
(frekuensi 20 kHz, 130 W) selama 40 
menit. Setelah itu dilakukan pendinginan 
menggunakan ice bath suhu 10°C selama 
10 menit. Recovery dilakukan untuk 
menghilangkan alkali dan pelaksanaan proses 
presipitasi. Pemulihan (recovery) meliputi 
penambahan NaOH 1 M sampai larutan 
netral dan penguapan menggunakan rotary 
evaporator suhu 40°C selama 3 jam. Presipitasi 
larutan kitosan hasil depolimerisasi dilakukan 
dengan menggunakan larutan isopropil 
alkohol (IPA) sampai terbentuk endapan 

putih. Filtrat dan residu kitosan dipisahkan 
menggunakan kertas saring ukuran 150 mm 
dengan bantuan pompa vakum. Endapan 
selanjutnya dicuci menggunakan isopropil 
alkohol (IPA), dan dikeringkan menggunakan 
oven pada suhu   50°C selama 12 jam.

Karakterisasi kitooligosakarida (COS)
viskositas intrinsik

Viskositas intrinsik dimulai dengan 
membuat larutan konsentrasi 1% (w/v) 
menggunakan pelarut CH3COOH                                              
0,5 M-CH3COONa 0,2 M. Larutan COS 
dibuat seri konsentrasi 0,1%; 0,2%; 0,3%; 
0,4%; dan 0,5% (w/v) selanjutnya ditentukan 
waktu tempuh masing-masing konsentrasi 
menggunakan viskometer Gilmont. Nilai 
viskositas intrinsik COS ditentukan dengan 
menghitung nilai viskositas relatif, viskositas 
spesifik, dan viskositas reduksi. Nilai viskositas 
intrinsik dihitung dengan mengekstrapolasi 
data dari hubungan grafik antara viskositas 
reduksi (Y) dan konsentrasi COS (X) yang 
berbeda secara berurutan menggunakan 
metode Least Square. Perhitungan tersebut 
menggunakan persamaan berikut,
Viskositas relatif

Viskositas spesifik

Viskositas reduksi

Keterangan:
ƞ rel 	 = Viskositas relatif
ƞsp 	 = Viskositas spesifik
ƞ red	 = Viskositas reduksi
C	 = Konsentrasi
ƞ	 = Viskositas

Berat molekul
Bobot molekul COS ditentukan dari 

hasil perhitungan nilai viskositas intrinsik, 
selanjutnya dilakukan perhitungan 
dengan persamaan Mark-Khun Houwing                                        
(Wang et al. 2005). Perhitungan sudah 
disesuaikan dengan ketentuan Mark-Khun 
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Houwing untuk polimer kitosan. Perhitungan 
berat molekul kitosan disajikan pada 
persamaan berikut,

Keterangan:
M = Berat molekul
[η] = Viskositas intrinsik
k = Konstanta Mark-Khun Houwing (3,5 x 10-4)
α = Konstanta Mark-Khun Houwing (0,76)

Derajat polimerasi
Derajat polimerisasi menunjukan efisiensi 

depolimerisasi. Perhitungan DP berdasarkan 
data rata-rata unit deseasetilasi (161 unit) dan 
unit asetilasi (203 unit) pada polimer kitosan 
(Fiamingo et al. 2016). Perhitungan DP 
kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 
didapat dengan persamaan berikut,

Analisis gugus fungsi (Robert 1997)
Analisis diawali dengan pembuatan pelet 

KBr sampel uji, pengukuran absorbansi, 
dan interpretasi hasil. Padatan COS 
hasil depolimerisasi dicampur dengan 
KBr nisbah 1:100, lalu dipadatkan pada 
tekanan beban 800 kg. Absorbansi diukur 
menggunakan spektrofotometer FTIR dengan 
kisaran scanning antara 400 cm-1 hingga                                          
4000 cm-1. Spektrum gugus fungsi selanjutnya 
diinterpretasikan dengan mengacu pada tabel 
absorpsi inframerah spektroskopi.

Analisis Antimikroba
Mikroba yang digunakan adalah B. 

cereus, S. aureus, E. coli, dan S. typrium. 
Peremajaan mikroba uji dilakukan dengan 
mengambil satu ose biakan mikroba untuk 
diinokulasikan ke dalam media NA miring, 
kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 
24 jam. Mikroba selanjutnya diinokulasi 
kembali pada media NB dan diinkubasi pada 
suhu 37oC selama 18-24 jam. Kultur mikroba 
diukur kekeruhannya secara turbidimetri 

menggunakan spektrometer UV-Vis pada 
panjang gelombang 600 nm hingga mencapai 
OD 0,5-0,8.

Kultur mikroba sebanyak 20 μL mikroba 
uji ditambahkan ke dalam media MHA 
steril. Media MHA yang mengandung 
mikroba uji dihomogenisasi menggunakan 
vortex kemudian dituang pada cawan petri 
steril secara aseptis. Media MHA tersebut 
didiamkan hingga memadat, selanjutnya 
dibuat lubang (sumur) secara aseptis dengan 
diameter 6 mm (seragam). Sediaan sampel 
COS masing-masing dibuat seri konsentrasi 
0,25% dan 0,5%. Cawan diinkubasi pada 
suhu 37°C selama 24 jam dan dilakukan 
pengukuran zona hambat yang terbentuk 
menggunakan penggaris (mm). Masing-
masing perlakuan konsentrasi larutan COS 
dilakukan uji sebanyak dua kali ulangan. 
Daya hambat zat antimikroba diukur dengan 
cara mengurangi diameter zona hambat yang 
terbentuk dengan diameter lubang (sumur). 
Hasil dinyatakan sebagai rata-rata ulangan 
yang disertai standar deviasi.

Karakterisasi total mikroba, pH, dan 
sensori pindang tradisional
Total mikroba

Analisis total mikroba mengacu pada 
BAM (1998). Pindang tradisional sebanyak 
25 g dimasukkan dalam labu erlenmeyer yang 
berisi 225 mL larutan butterfield’s phosphate-
buffered, selanjutnya dihomogenkan selama 
2 menit. Campuran larutan diambil 10 mL 
dan dimasukkan ke dalam botol l berisi 90 
mL larutan garam sehingga diperoleh larutan 
dengan pengenceran 10-2. Pengenceran 
dilanjutkan sampai didapat pengenceran              
10-6. Pemipetan dilakukan dari masing-
masing tabung pengenceran sebanyak 1 mL 
dan dipindahkan ke dalam cawan petri steril 
secara duplo. Media agar dimasukkan ke 
dalam cawan petri sebanyak 12-15 mL sampai 
permukaan agar merata (metode tuang), 
kemudian didiamkan hingga mengeras. 
Inkubasi dilakukan pada suhu 35°C selama 48 
jam.
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Tingkat keasaman (pH)
Uji tingkat keasaman (pH) pada pindang 

dilakukan untuk mengetahui perubahan 
tingkat keasaman yang merupakan salah satu 
indikator pertumbuhan bakteri. Prosedur 
pengujian meliputi preparasi sampel uji, 
homogenisasi, dan pengujian menggunakan 
pH meter. Proses pengujian dilakukan 
dengan cara memasukkan sampel sebanyak 
10 g ke dalam 90 mL akuades, selanjutnya 
dihomogenkan, dan diukur menggunakan pH 
meter.

Sensori
Metode uji menggunakan score sheet 

berdasarkan SNI 2717:2009 tentang pengujian 
sensori ikan pindang (BSN 2009). Uji sensori 
dilakukan pada periode tertentu yang sudah 
ditetapkan yaitu pada hari ke 0, 2, dan 4 dengan 
panelis semi terlatih sebanyak 30 orang.

Analisis Data
Analisis data dilakukan untuk mengetahui 

pengaruh dan perbedaan konsentrasi larutan 
kitooligosakarida (COS) terhadap karakteristik 
ikan pindang selama penyimpanan. Taraf 
perlakuan yang digunakan adalah konsentrasi 
kitooligosakarida 0%, 0,25%, dan 0,50% 
dengan tiga kali ulangan. Rancangan yang 
digunakan yaitu rancangan acak lengkap 
(RAL). Rancangan yang digunakan 
yaitu rancangan acak lengkap (RAL)                                                                                                   
(Steel dan Torrie 1991).

Data yang diperoleh dilakukan analisis 
ragam untuk melihat pengaruh terhadap 
perlakuan yang diberikan. Pemenuhan 
asumsi yang mendasari analisis ragam 
dilakukan dengan pengujian kenormalan 
dan homogenitas. Selanjutnya dilakukan uji 
Duncan multiple range test untuk melihat 
perbedaan dari perlakuan yang diberikan. 
Uji kenormalan (Kolmogorov-Smirnov) 
dilakukan untuk mengetahui sebaran atau 
distribusi galat/sisa, apabila nilai p>(0,05) 
maka galat telah berdistribusi normal. Uji 
homogenitas (Levene’s Test) dilakukan untuk 
mengetahui galat/sisa yang memiliki ragam 

yang sama (homogen), apabila nilai p>(0,05), 
maka data telah homogen.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakterisasi Kitooligosakarida

Karakterisasi kitooligosakarida meliputi 
kenampakan, rendemen, berat molekul, 
dan derajat polimerasi. Karakteristik 
kitooligosakarida dibandingkan dengan 
karakteristik kitosan awal. Karakterisrik 
kitooligosakarida dapat dilihat pada Tabel 2.

Kenampakan kitooligosakarida sesuai 
dengan karakteristik kitosan awal yaitu 
berbentuk serbuk dan berwarna putih. 
Depolimerisasi kitosan dengan hidrogen 
peroksida menghasilkan rendemen berkisar 
92,40±0,9% sampai dengan 93,27±0,9%, 
menunjukkan proses depolimerisasi 
kitosan menggunakan H2O2 cukup efektif 
menghasilkan kitooligosakarida. Berat 
molekul kitooligosakarida pada masing-
masing perlakuan yaitu 7,63±0,3 kDa (COS 1) 
dan 2,83±0,1 kDa (COS 2), sedangkan berat 
molekul kitosan ~ 1580 kDa. 

Mekanisme depolimerisasi kitosan 
menggunakan H2O2 yaitu adanya penurunan 
polidipersitas larutan akibat proses degradasi 
oksidatif yang menunjukkan adanya 
penurunan distribusi ukuran partikel, 
atau dapat disimpulkan bahwa adanya 
penurunan berat molekul dan penyempitan 
distribusisehingga terbentuk struktur kitosan 
baru dengan molekul yang lebih kecil akibat 
adanya pemotongan ikatan ß-1,4 glikosidik 
oleh radikal bebas (Qin et al. 2002). Panas 
pada proses degradasi akan meningkatkan 
dekomposisi H2O2 membentuk ion hidrogen 
dan hidroksil anion yang akan beraksi dengan 
H2O2 membentuk hidroksil yang sangat reaktif 
(HO*), sesuai dengan persamaan (4) dan 
(5). Radikal hidroksil tersebut akan bereaksi 
dengan karbohidrat dengan sangat cepat 
melalui penguraian atom H yang berikatan 
dengan atom C, sesuai dengan persamaan 
(6). Reaksi kimia yang terjadi pada proses 
depolimerasi kitosan menggunakan H2O2 
(Tian et al. 2004) sebagai berikut:
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R – NH2 + H+ = R – NH3+		  (1) 
H2O2 = H+ + HOO-			   (2)
H2O2  + R – NH2 + H+ = R – NH3

+

+ HOO- + H+				    (3)
HOO- = OH- + O*			   (4)
H2O2  + HOO- = HO*+ O2*

-+ H2O	 (5)
RH + HO* = R* – H2O			   (6

Depolimerisasi kitooligosakarida 
menggunakan H2O2 2% tanpa ultrasonikasi 
menghasilkan derajat polimerisasi (DP) 
46±2,0 tidak sesuai dengan standar derajat 
polimerisasi kitooligosakarida (COS), 
sedangkan perlakuan H2O2 2% ultrasonikasi 
20 kHz menghasilkan kitooligosakarida 
dengan DP<20. Namun nilai DP tersebut 
masih lebih tinggi, bila dibandingkan dengan 
penelitian Xia et al. (2012) yang menghasilkan 
kitooligosakarida dengan DP<7. Faktor yang 
berpengaruh yaitu derajat deasetilasi kitosan 
awal (Tian et al. 2004), konsentrasi, suhu, 
waktu reaksi (Qin et al. 2002), dan pengaruh 
ultrasonikasi (Wu et al. 2008).

Gugus Fungsi Kitooligosakarida
Spektrum gugus fungsi FTIR COS A 

dan COS B menunjukkan pita serapan tidak 
berbeda nyata dengan derajat deasetilasi 
masing-masing yaitu 84,69% dan 85.14%. 
Menurut Liu et al. (2001) struktur kimia 
COS mirip dengan kitosan kecuali derajat 
polimerisasinya dan tidak ada perbedaan yang 
signifikan antara residu kitosan sebelum dan 
sesudah hidrolisis. Spektrum gugus fungsi 
FTIR COS dapat dilihat pada Gambar 1.

Spekrum FTIR kitooligosakarida sampel 
COS A dan COS B menunjukkan adanya pita 

serapan pada daerah gelombang 1406,20 cm-1 
dan 1403,54 cm-1. Brugnerotto et al.(2001) 
menjelaskan serapan sekitar 1429 cm-1 

pada polisakarida dikaitkan dengan gugus 
-CH2- dan kelompok hidroksil, namun 
pada kitooligosakarida daerah gelombang 
dibawah (1410 cm-1) ini diduga karena 
beberapa penyesuaian akibat penurunan 
kadar asetil yang mempengaruhi jaringan 
ikatan hidrogen. Intensitas serapan yang 
lebih tinggi pada rentang 750-500 cm-1 juga 
dapat dikaitan adanya penurunan kristalinitas 
kitosan akibat ikatan hidrogen antarmolekul 
dan intramolekul kitosan melemah, atau 
dapat disimpulkan adanya pemotongan ikatan 
ß (1,4) glikosidik (Prashanth et al. 2002). 
Hasil tersebut sesuai dengan data penelitian 
yang menunjukkan adanya pembentukan 
direntang serapan 750-500 cm-1  yaitu 652 cm-1,                                                                                                 
618 cm-1, 563 cm-1.

Karakterisasi gugus fungsi COS hasil 
depolimerisasi dengan H2O2 menunjukkan 
adanya pita serapan khas kitosan meliputi 
amida II (N-H) pada 1574,92 cm-1 dan 1572,7 
cm-1; amida III (C-N) pada 1221,13 cm-1 

dan 1223,3 cm-1; serta terdapat serapan pada 
1024,57 cm-1 (C-O) yang menunjukkan serapan 
khas struktur sakarida. Menurut Prashanth et 
al. (2002) pita serapan khas kitosan meliputi 
peregangan C-O-C pada 1000-1200 cm-1 

yang menunjukkan kitosan masuk kedalam 
struktur sakarida. Serapan lain yaitu pada 
1600–1650 cm-1 yang menunjukkan amida 
I (C=O), ~1550 cm-1 menunjukkan amida II 
(N-H) dan adanya gugus fungsi amida III (C-
N). Karakteristik gugus fungsi pada sampel 
kitooligosakarida dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 1 Karakteristik kitooligosakarida (COS)

Parameter H2O2 2% (COS A) H2O2 2% Ultrasonikasi
20 kHz (COS B) Standar Kitosan

Kenampakan
Bentuk Bubuk Bubuk Bubuk - Serpihan
Warna Putih Putih Putih
Ukuran 12,47 - 13,58 mm 6,12 - 8,79 mm -
Rendemen (%) 92,40±0,9 93,27±0,9 -
Berat Molekul (kDa) 7,63±0,3 2,83±0,1 ~ 1580
Derajat Polimerisasi 46±2,0 17±0,6 < 20*

Keterangan: *Mourya et al. 2011
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Aktivitas Antimikroba 
Kitooligosakarida

Larutan COS A dan COS B masing-
masing dibuat seri konsentrasi 0,25% (b/v) dan 
0,5% (b/v) menggunakan pelarut asam aseset 
0,5%, untuk mengetahui aktivitas antimikroba 
terhadap strain bakteri Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus, Eschericia coli, dan Salmonella 
typhimurium. Pelarut asam asetat 0,5% juga 
dilakulan uji aktivitas antimikroba sebagai 
kontrol. Diameter zona hambat larutan 
kitooligosakarida pada beberapa strain bakteri 
disajikan pada Tabel 3.

Larutan COS B (0,5%) menghasilkan 
diameter zona hambat terbesar pada strain 

bakteri E. coli yaitu 5,56±0,2 mm, berbeda 
signifikan dengan perlakuan larutan COS 
B (0,25%), COS A (0,5%), COS A (0,25%), 
dan COS-P0 dengan diameter zona hambat 
masing-masing 5,07±0,0 mm, 4,52±0,0 mm, 
4,37±0,0 mm, dan 4,26±0,0 mm. Diameter 
zona hambat larutan COS B (0,5%) pada 
bakteri S. aureus sebesar 7,85±0,1 mm, 
berbeda signifikan dengan perlakuan larutan 
COS A (0,5%), COS B (0,25%), COS A 
(0,25%), dan COS-P0 dengan zona hambat 
masing-masing 6,58±0,0 mm, 6,39±0,0 mm, 
6,26±0,1 mm, dan 5,58±0,1 mm. Diameter 
zona hambat larutan COS B (0,5%) pada 
strain bakteri B. cereus juga menghasilkan 
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Gambar 1 Spektrum FTIR kitooligosakarida, (A) kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2% 
	     (w/v)/COS A, (B) kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2% (w/v) ultrasonikasi 
	     20 kHz /COS B.

Tabel 2 Karakteristik gugus fungsi kitooligosakarida depolimerisasi hidrogen peroksida

Daerah serapan
Panjang gelombang (cm-1)

COS A COS B Wilayah serapan*
O-H Stretching

3432,65 3435,18
3100 - 3650

N-H Stretching 3500 - 3400
O-H Bending 1406,20 1403,54 1440 - 1395
C-N Stretching 1221,13 1223,3 1250 - 1020
N-H Bending 1574,92 1572,71 1640 - 1550
C-O Stretching 1024,57 1025,25 1075 - 1020

Keterangan: *www.ochemonline.com, COS A = kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2% tanpa 
	       ultrasonikasi, COS B = kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2% probe ultrasonikasi 
	         20 kHz.
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penghambatan terbesar yaitu 8,17±0,1mm. 
berbeda nyata dengan diameter zona hambat 
pada larutan COS B (0,25%) dan sangat 
berbeda nyata dengan diameter zona hambat 
pada larutan COS A (0,5%), COS A (0,25%), 
dan COS-P0. Hasil tersebut menunjukan COS 
B dengan karakteristik berat molekul (BM) 
rendah mempunyai efektivitas penghambatan 
yang lebih tinggi terhadap strain bakteri yang 
di ujikan, terutama golongan bakteri Gram 
positif (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus). 
No et al. (2002) juga menunjukkan chito-
oligosaccharide dengan berat molekul rendah 
(2-4 kDa) mempunyai aktivitas antimikroba 
yang lebih tinggi terhadap bakteri Gram 
positif.

Larutan COS A dan Larutan COS B 
menunjukan penghambatan terhadap strain 
bakteri E. coli, S. aureus, dan B. cereus. Liu 
et al. (2001) menjelaskan bahwa mekanisme 
penghambatan mikroba pada COS karena 
kemampuan untuk merusak atau memblokade 
fungsi membran pada sel bakteri, sehingga 
menyebabkan kebocoran pada komponen 
intraseluler. Kitooligosakarida juga mampu 
membentuk polielektrolit komplek dengan 
polimer yang bersifat asam pada permukaan 
sel bakteri. Larutan COS-P0 (asam asetat 0,5%) 
juga menunjukan penghambatan pada strain 
bakteri E. coli, S. aureus, dan B. cereus. Hal 
tersebut sesuai dengan No et al. (2002) yang 
menunjukan golongan asam organik misalnya 
asam asetat mempunyai efek penghambatan 
terhadap bakteri.

Zona hambat pada pengujian terhadap 
bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus) menghasilkan diameter 
yang lebih besar, dibandingkan pada strain 
Gram negatif (Eschericia coli, Salmonella 
typhimurium). Menurut Fernandes et al. 
(2008) aktivitas antimikroba pada polimer 
kitosan tergantung pada mikroorganisme 
target yang berkaitan dengan perbedaaan 
struktur intrinsik dari dinding sel bakteri. 
Bakteri Gram positif mempunyai dinding 
yang terdiri dari peptidoglikan yang tebal dan 
penyusun lain berupa asam teikoat, sedangkan 
Gram negatif mempunyai karakteristik 
dinding sel yang lebih kompleks. Dinding 
sel bakteri Gram negatif meliputi membran 
semipermiabel terdiri dari lemak, protein 
dan lipoprotein, melapisis peptidoglikan 
yang berada didalam dan diluar dinding sel 
(Cooper dan Hausman 2007). Zona hambat 
bakteri pada larutan COS B konsentrasi 
0,25% dan 0,5% menghasilkan diameter 
penghambatan terbesar, berbeda signifikan 
dibandingkan dengan pelarutan asam asetat 
0,5% (COS-P0) dan larutan COS A (0,25%) 
dan COS A (0,5%). Oleh karena itu, larutan 
COS B dipilih untuk diaplikasikan sebagai 
aditif makanan yang bersifat antimikroba 
pada pindang tradisional.

Karakteristik Total Mikroba, pH dan 
Sensori Pindang selama Penyimpanan
Total Mikroba

Total mikroba pindang dengan 
perendaman larutan kitooligosakarida 
selama penyimpan disesuaikan dengan SNI 
2717:2009 tentang persyaratan total mikroba 
pindang. Standar total mikroba pindang yaitu 

Tabel 3 Diameter zona hambat larutan kitooligosakarida hasil depolimerisasi hidrogen peroksida 
	 dan ultrasonikasi

Sampel Konsentrasi
(%)

Zona hambat (mm)
S. typhimurium E. coli S. aureus B. cereus

COS P0 0,5 Tidak terdeteksi 4,26±0,0a 5,58±0,1a 5,42±0,0a

COS A
0,25 Tidak terdeteksi 4,37±0,0b 6,26±0,1b 5,91±0,1a

0,5 Tidak terdeteksi 4,52±0,0c 6,58±0,0c 5,48±0,0a

COS B
0,25 Tidak terdeteksi 5,07±0,0d 6,39±0,0bc 6,86±0,7b

0,5 Tidak terdeteksi 5,56±0,2e 7,85±0,1d 8,17±0,1c

Keterangan: COS P0 = pelarut asam asetat 0,5%, COS A = kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2%
	   tanpa ultrasonikasi, COS B = kitooligosakarida hasil depolimerisasi H2O2 2% probe
	       ultrasonikasi 20 kHz.
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<5x105 CFU/g (BSN 2009). Total mikoba 
pindang selama penyimpanan disajikan pada 
Gambar 2.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa 
pindang dengan perbedaan konsentrasi 
larutan kitooligosakarida memberikan 
pengaruh yang nyata terhadap karakteristik 
total mikroba pindang selama penyimpanan 
(p<0,05). Uji lanjut menggunakan Duncan 
multiple range test menunjukkan pindang 
dengan larutan COS 0,25% dan 0,5% tidak 
berbeda nyata, sedangkan dengan kontrol 
berbeda nyata.

Total mikroba pindang dengan larutan 
COS 0,25% yaitu 1x105 CFU/g dan pada 
pindang dengan larutan COS 0,5% yaitu 
2x105 CFU/g, sedangkan pindang kontrol 
8x105 CFU/g. Jumlah mikroba pindang 
pada pengamatan jam ke-48 menunjukan 
peningkatan signifikan yaitu 3x108 CFU/g 
(kontrol), 2x107 CFU/g (larutan COS  0,25%) 
dan 5x107 CFU/g (larutan COS 0,5%), lebih 
besar bila dibandingkan dengan persyaratan 
standar total mikroba pindang yaitu <5x105 
CFU/g (BSN 2009). Peningkatan jumlah 
mikroba terbesar pada pengamatan jam 
ke-96 yaitu 4,3x109 CFU/g (kontrol), 
2,8x109 CFU/g (larutan COS 0,25%), 
dan 1,7x109 CFU/g (larutan COS  0,5%). 
Peningkatan total mikroba menunjukan 
bahwa pindang mengalami kemunduran 
mutu selama penyimpanan. Tajkarimi et al. 
(2010) menunjukan senyawa antimikroba 

dapat mengontrol proses pembusukan dan 
mencegah pertumbuhan mikroorganisme.

Total mikroba pindang dengan 
larutan COS 0,25% dan 0,5% mengalami 
peningkatan jumlah mikroba yang lebih 
rendah, dibandingkan kontrol. Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa larutan kitooligosakarida 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri 
pada pindang selama penyimpanan, namun 
peningkatan konsentrasi menjadi 0,5%, tidak 
memberikan pengaruh yang nyata dengan 
penggunaan larutan COS 0,25%.

Tingkat Keasaman (pH)
Nilai pH dapat dijadikan sebagai 

parameter kebusukan ikan. Tingkat keasaman 
(pH) pidang berkisar antara 5,71±0,1 sampai 
dengan 7,75±0,3. Nilai pH pindang dengan 
larutan COS selama penyimpanan dapat 
dilihat pada Gambar 3.

Analisis ragam menunjukkan bahwa 
pindang dengan perbedaan konsentrasi 
kitooligosakarida (COS)  memberikan 
pengaruh yang nyata terhadap karakteristik 
pH pindang selama penyimpanan (p<0,05). 
Uji lanjut menggunakan Duncan multiple 
range test menunjukkan pindang dengan 
larutan COS 0,25% dan COS 0,5% tidak 
berbeda nyata, sedangkan dengan pindang 
kontrol berbeda nyata.

Nilai pH pindang pada pengamatan jam 
ke-0 dalam kondisi asam, terus mengalami 
peningkatan yang signifikan pada pengamatan 

Gambar 2 Total mikroba pindang dengan larutan COS selama penyimpanan ( ) pindang kontrol, 
	     ( ) pindang dengan larutan COS B 0,25%, ( ) pindang dengan larutan COS B 0,5%.
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jam ke-48 dan kembali mengalami 
peningkatan signifikan menjadi basa pada 
pengamatan jam ke-96. Peningkatan pH 
pindang selama penyimpanan diduga proses 
pembusukan akibat reaksi secara enzimatis 
dan aktivitas bakteri pembusuk. Menurut 
Jiang et al. (2012) nilai pH pada periode 
tertentu akan mengalami peningkatan karena 
terjadi akumulasi basa-basa volatile, akibat 
pengurain protein oleh bakteri menjadi 
senyawa amoniak yang bersifat basa.

Nilai pH pindang dengan larutan COS 
0,25% dan 0,5% pada pengamatan jam ke-0 
masing-masing yaitu 5,48±0,1 dan 5,43±0,1, 
sedangkan pindang kontrol 5,71±0,1. Nilai 
pH pindang kontrol kurang dari 7, yang 
menunjukan pindang sudah mengalami 
kemuduran mutu. Perendaman dengan 
larutan COS juga mempengaruhi nilai pH 
pindang menjadi asam, karena pengaruh dari 
asam asetat yang digunakan sebagai pelarut. 
Nilai pH pindang kontrol pengamatan jam ke-
48 yaitu 6,14±0,2 dan mengalami peningkatan 
cepat menjadi 7,75±0,3, sedangkan nilai pH 
pindang dengan perendaman larutan COS 
0,25% dan 0,5% masing-masing 7,40±0,3 
dan 7,04±0,4. Peningkatan yang signifikan 
pada pindang kontrol diduga karena 
mengalami kemunduran mutu yang lebih 
cepat dibandingkan dengan perlakuan lain. 
Tajkarimi et al. (2010) menunjukan selama 
proses kemunduran mutu akan meningkatkan 
nilai pH, disebabkan penguraian protein dan 

komponen selain protein yang mengandung 
nitrogen.

Sensori
Penilaian secara sensori disesuaikan 

dengan SNI 2717:2009 tentang persyaratan 
mutu ikan pindang. Nilai sensori ikan 
pindang yang sesuai standar SNI 2717:2009 
yaitu >7 (BSN 2009). Nilai sensori pindang 
dengan perbedaaan konsentrasi larutan 
kitooligosakarida (COS) tidak berbeda nyata. 
Hasil tersebut menunjukan penggunaan 
larutan COS dengan perbedaaan konsentrasi 
0%, 0,25% dan 0,5% tidak mempengaruhi 
parameter sensori pindang meliputi 
parameter kenampakan, lendir, rasa, tekstur, 
dan bau. Nilai sensori pindang dengan larutan 
COS selama penyimpanan dapat dilihat pada               
Tabel 4.

Nilai sensori pindang pada hari ke-0 lebih 
> 7 yang menunjukkan pada semua perlakuan 
mempunyai mutu yang baik. Nilai sensori 
pindang pada hari ke-2 menunjukkan pindang 
kontrol tidak sesuai standar, sedangkan 
pindang dengan larutan COS 0,25% dan 
0,5% masih diatas ambang batas persyaratan 
mutu yaitu >7 (BSN 2009). Menurut Estu 
(2015) kerusakan mutu pindang disebabkan 
oleh mikroorganisme akibat proses 
enzimatis dan oksidasi melalui dekomposisi 
protein dan lemak. Perendaman pindang 
menggunakan larutan kitooligosakarida dapat 
mempertahankan mutu pindang, karena 
bersifat antimikroba. 
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Gambar 3 Nilai pH pindang dengan larutan COS selama penyimpanan ( ) pindang kontrol, 
	     ( ) pindang dengan larutan COS B 0,25%, ( ) pindang dengan larutan COS B 0,5%.
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Pindang pada penyimpanan 4 hari tidak 
dalam keadaan mutu yang baik, dengan 
karakteristik meliputi kenampakan tidak rapih 
dan kusam, bau agak basi, tekstur lembek 
dan berair, serta terbentuk lendir kental dan 
asam, oleh karena itu tidak dilakukan uji rasa. 
Mutu pindang cepat mengalami kemunduran 
diduga karena pengaruh perendaman, 
sehingga menghasil pindang dengan kadar air 
tinggi. 

Perendaman dengan larutan COS 
0,25% dan 0,5% dapat mempertahankan 
mutu pindang dengan nilai sensori yang 
sesuai standar SNI 2717:2009 selama 2 hari, 
sedangkan pindang kontrol yang diberi 
perlakuan perendaman menggunakan 
akuades hanya bertahan 1 hari. Larutan 
COS B konsentrasi 0,25% dan 0,5 % belum 
cukup baik mempertahankan mutu pindang. 
Penggunan zat aditif alami lain untuk 
pengawet pindang di antaranya pengunaan 
larutan ekstrak jahe 30%, ektrak kunyit 30%, 
ektrak kluwak 30%, dan ektrak lengkuas 30%, 
dengan hasil masing-masing dapat menambah 
masa simpan pindang sampai 3 hari (Estu 
2015). Penggunaan ektrak ganggang laut 
(Sargassum sp.) pada pegawetan pindang juga 
menunjukkan indikator mutu yang lebih baik 
(Hidayat et al. 1996).

KESIMPULAN
Kitooligosakarida (COS) dapat 

diproduksi melalui depolimerisasi kitosan 
menggunakan hidrogen peroksida, dengan 
hasil terbaik pada konsentrasi H2O2 2% 

frekuensi probe ultrasonikasi 20 kHz. 
Fungsinya sebagai antimikroba menunjukkan 
penghambatan pada strain bakteri E. coli, 
S. aureus, B. cereus. Aplikasi COS sebagai 
biopreservatif (antimikroba) belum terlihat 
secara nyata dapat menambah umur simpan 
pindang tradisional.
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