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ABSTRAK 

Telah dilakukan uji aktivitas antioksidan dari N-metil kitosan yang memiliki kelarutan tinggi. Uji 

aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-pikrilhidrazil) dan 

metode FTC (ferric thiocyanate). Optimasi sintesis dilakukan untuk memperoleh N-metil kitosan dengan 

kelarutan tinggi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa N-metil kitosan yang berkelarutan paling tinggi adalah 

N-metil kitosan yang disintesis dengan 1,7 mL formaldehid 10%. Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH dapat diketahui bahwa N-metil kitosan merupakan antioksidan sedang dengan 

nilai IC50 sebesar 145,398 ppm. Hasil pengujian antioksidan metode FTC menunjukkan bahwa N-metil 

kitosan memiliki kemampuan menghambat terbentuknya senyawa radikal bebas yang disebabkan oleh 

oksidasi asam lemak. 

Kata kunci: aktivitas antioksidan, DPPH, ferric thiocyanate, N-metil kitosan, sintesis 

 

ABSTRACT 

An Antioxidant Activity Test of High Solubility N-Methyl Chitosan. An antioxidant activity test 

of high solubility N-methyl chitosan has been performed. The antioxidant activity test was performed using 

DPPH (1,1-diphenyl-2-pikrilhidrazil) and FTC method (ferric thiocyanate). The synthesis optimization was 

performed to obtain high N-methyl chitosan solubility. The results showed that N-methyl chitosan with the 

highest solubility in 1% acetic acid solvent was N-methyl chitosan which was synthesized with 1.7 mL 

formaldehyde 10%. Based on the results of antioxant activity test using DPPH method can be seen that N-

methyl chitosan is a medium antioxidant with IC50 value of 145.398 ppm. The result of antioxidant test of 

FTC method showed that N-methyl chitosan has antioxidant activity with tendency to increase along with the 

increase of N-methyl chitosan concentration. 

Keywords: antioxidant activity, DPPH, ferric thiocyanate, N-methyl chitosan, synthesis 

 

 

PENDAHULUAN 

Kitosan banyak diaplikasikan dalam bidang industri maupun kesehatan. 

Permasalahan terbatasnya tingkat kelarutan kitosan ini merupakan suatu hambatan utama 
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pada aplikasi kitosan di berbagai bidang. Oleh karena itu, kitosan perlu diderivatisasi 

sehingga didapatkan turunan kitosan yang berkelarutan tinggi. Beberapa derivat kitosan 

memiliki kelarutan dalam air yang lebih tinggi dibanding kitosan, diantaranya 

karboksimetil kitosan (Nada et al., 2006; Kurniasih et al., 2014), N-alkil kitosan (Ma et al., 

2008; Tan et al., 2013) dan N-metil kitosan (Kurniasih et al., 2017a). Kitosan memiliki dua 

gugus reaktif, yaitu gugus amino dan gugus hidroksil, sehingga memungkinkan untuk 

memodifikasi kitosan secara kimia. Salah satu proses derivatisasi melalui gugus amino 

adalah pembentukan basa Schiff atau imina (Kim and Choi, 2002).  Gugus amino kitosan 

pada posisi C2 dapat mengalami reaksi Schiff dengan aldehid dan keton, yang masing-

masing menghasilkan aldimin dan ketimin (Aranaz et al., 2010). 

Lin and Chou (2004) membuktikan bahwa larutan kitosan mengandung 

antioksidan yang dibuktikan dengan kemampuan larutan kitosan tersebut mengurangi 

aktivitas radikal bebas seperti hidrogen peroksida, anion superoksida dan ion Cu
2+

 dengan 

cara mengikat ion radikal bebas tersebut. Radikal bebas merupakan spesies yang relatif 

tidak stabil, memiliki elektron yang tidak berpasangan di orbital luarnya sehingga bersifat 

reaktif dalam mencari pasangan elektron (Kothari et al., 2010). Tubuh manusia secara 

alami memiliki sistem antioksidan untuk menangkal radikal bebas secara berkelanjutan, 

namun jika jumlah radikal bebas dalam tubuh berlebih maka dibutuhkan antioksidan 

tambahan yang diperoleh dari asupan bahan makanan (Erguder et al., 2007). Berdasarkan 

uraian di atas maka dilakukan optimasi sintesis N-metil kitosan untuk mendapatkan derivat 

kitosan dengan kelarutan tertinggi. Mengingat pentingnya antioksidan bagi tubuh manusia, 

maka pada penelitian ini juga dilakukan penentuan aktivitas antioksidan pada N-metil 

kitosan. 

 

METODE PENELITIAN 

Bahan kimia yang digunakan adalah Kitosan (hasil sintesis berdasarkan prosedur 

yang dilaporkan oleh Kurniasih et al., (2017b) dengan DD=94,32), CH3COOH (merck), 

formaldehid (merck), NaBH4 (merck), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (merck), metanol 

(merck), asam linoleat (merck), NH4CNS (merck), etanol absolut (merck), BHT (merck), 

α-tokoferol (merck), FeCl2.4H2O (merck), dan akuades. Alat yang digunakan antara lain 

timbangan analitik, oven Memmert, pHmeter hanna, Fourier Transform Infra-Red 

Spectrophotometer (FTIR) 8201 Shimadzu, dan spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1800. 
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Sintesis N-Metil Kitosan  

Larutan kitosan 1% (b/v) ditambahkan formaldehid 10% dengan volume yang 

divariasikan (0,17; 1,7; 3,4; dan 5 mL) pada temperatur kamar dan dilakukan pengadukan. 

Setelah satu jam pH larutan dikondisikan pada 4,5 dengan ditambahkan larutan NaOH 1 

M. Kemudian ke dalam campuran ini ditambahkan larutan NaBH4 10% dan campuran 

larutan diaduk selama 1,5 jam. Produk N-metil kitosan yang dihasilkan kemudian 

diendapkan dengan mengkondisikan pH sampai 10. Endapan yang diperoleh kemudian 

dicuci dengan akuades untuk menetralkan produk dan menghilangkan kelebihan 

formaldehid yang tidak bereaksi dan dilakukan uji Fehling. Kemudian endapan N-metil 

kitosan dikeringkan pada temperatur 35 °C. N-metil kitosan yang dihasilkan diberi kode 

NMK-a, NMK-b, NMK-c, dan NMK-d, secara berurutan sesuai dengan urutan volume 

formaldehid yang digunakan.  

Karakterisasi N-Metil Kitosan 

N-metil kitosan hasil sintesis diidentifikasi dengan Fourier Transform Infrared 

(FTIR) untuk mengetahui serapan-serapan karakteristik dari N-metil kitosan. Kemudian 

dilakukan uji kelarutan dalam pelarut asam asetat 1% (Kurniasih et al., 2014). N-metil 

kitosan hasil sintesis dihitung derajat substitusinya (DS) menggunakan Persamaan (1) yang 

dikutip dari Bobu et al. (2011). 

DS =  
𝐷𝐷𝐴1− 𝐷𝐷𝐴2

100
 (1) 

Keterangan: 

DS = Derajat Substitusi 

DDA1 = Derajat Deasetilasi Kitosan 

DDA2 = Derajat Deasetilasi N-metil Kitosan 

 

Uji Aktivitas Antioksidan N-Metil Kitosan 

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH  

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH mengacu pada penelitian Lin and 

Chou (2004). Larutan DPPH 50 µM dalam metanol sebanyak 4,0 mL ditambahkan ke 

dalam 1,0 mL sampel uji dengan variasi konsentrasi 20; 40; 60; 80; dan 100 ppm. Setelah 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar, larutan diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 515,6 nm. Operating time dan panjang gelombang diperoleh dari pengukuran 

sebelumnya (Kurniasih et al., 2017b). Persentase penghambatan DPPH dihitung menurut 

Persamaan (2): 
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%Penghambatan =  [1 − 
absorbansisampel

absorbansikontrol
] x 100%  (2) 

 

Uji aktivitas antioksidan N-metil kitosan metode FTC (ferric thiocyanate). 

Uji aktivitas antioksidan metode FTC mengacu pada penelitian Boer (2000). 

Sampel yang akan diuji dibuat dengan cara menambahkan 8 mL buffer phosphat 0,1 M pH 

7 dan 10 mL asam linoleat 0,05 % (b/v) ke dalam 2 mL sampel dengan variasi konsentrasi 

20; 40; 60; 80; dan 100 ppm. Sebagai kontrol adalah asam linoleat dengan perlakuan sama 

tanpa penambahan sampel. Sebagai pembanding terhadap sampel digunakan antoksidan 

BHT 500 ppm. Larutan ini kemudian disimpan dalam oven dengan suhu 60 °C selama 7 

hari. Perlakuan ini dilakukan juga untuk BHT 0,05% sebagai kontrol positif. 

Sampel yang telah disimpan dalam oven dikeluarkan, dibiarkan suhunya sama 

dengan suhu kamar. Sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 

4,7 mL etanol 75%, 0,2 mL NH4CNS 30 % dan 0,02 M FeCl2.4H2O dalam HCl 3,5% 

sebanyak 0,2 mL. Setelah dicampur sampel dibiarkan selama 35 menit, kemudian diukur 

absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 481 nm. 

Pengukuran dilakukan setiap 24 jam selama 7 hari. Berdasarkan pengukuran absorbansi 

kemudian dihitung persentase penghambatan dari sampel dengan Persamaan (3). 

% Penghambatan =
Absorbansi kontrol−Absorbansi sampel

Absorbansi kontrol
 𝑥 100% (3) 

 

PEMBAHASAN 

N-Metil Kitosan 

Subtitusi suatu gugus ke dalam struktur kitosan dapat meningkatkan kelarutan 

kitosan pada nilai pH netral dan basa, tanpa memberikan dampak signifikan terhadap 

karakter kationik dari kitosan itu sendiri (Alves and Mano, 2008). Kitosan hanya larut 

dalam larutan dengan pH dibawah 7 dikarenakan struktur kristalinnya yang kaku (rigid) 

sehingga membatasi penggunaannya (Ma et al., 2008). N-metil kitosan disintesis melalui 

suatu prosedur reduktif aminasi. Gugus amino primer pada kitosan membentuk basa Schiff 

dengan aldehid kemudian membentuk imin sekunder setelah mengalami reduksi oleh 

natrium borohidrida (Nikmawahda et al., 2015).  

Larutan kitosan direaksikan dengan formaldehid. Pada penelitian ini dilakukan 4 

variasi volume formaldehid yang digunakan. pH campuran dikondisikan menjadi 4,5 untuk 

mengontrol pH sistem. Menurut Solomons and Fryhle (2011), kontrol pH sangat 

diperlukan dalam pembentukan imin. Asam dapat memprotonasi gugus karbonil sehingga 
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atom C karbonil dari formaldehid menjadi lebih elektrofilik untuk menyerang NH2. Oleh 

karena itu, umumnya imin dapat terbentuk pada pH antara 4-5. Jika pH terlalu rendah atau 

terlalu tinggi, maka pembentukan imin seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1 akan 

berjalan lebih lambat. Selain itu, Nikmawahda et al. (2015) menjelaskan bahwa pada 

kondisi terlalu asam, NH2 akan terprotonasi menjadi NH3
+
 sehingga akan kehilangan 

nukleofilitas pada penambahan formaldehid pada reaksi awal. Sedangkan apabila pH 

terlalu basa, gugus –OH akan sulit terprotonasi menjadi –OH2
+ 

sehingga reaksi eliminasi 

air untuk membentuk iminium pada tahap selanjutnya tidak akan berjalan.  

Tahap selanjutnya, campuran ditambahkan dengan larutan NaBH4. NaBH4 

berfungsi sebagai agen pereduksi yang dapat mengubah ikatan C=N menjadi ikatan C-N 

sehingga terbentuk N-metil kitosan. N-metil kitosan yang diperoleh kemudian diendapkan 

dengan mengubah pH larutan menjadi 10. Endapan yang diperoleh disaring dan 

dikeringkan. Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh nilai rendemen N-metil kitosan 

berkisar antara 52,48 sampai 76,66%. Mekanisme sintesis N-metil kitosan ditunjukkan 

pada Gambar 1.  

 
Gambar 1. Mekanisme reaksi N-metil kitosan 

Karakteristik N-Metil Kitosan 

Spektra-spektra IR N-metil kitosan hasil sintesis ditunjukkan pada Gambar 2. 

Berdasarkan gambar spektra tersebut, didapat pita serapan gugus metilen, pita serapan 

gugus metil, pita serapan gugus hidroksil dan pita serapan gugus amina, yang disajikan 

pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Pita serapan IR N-metil kitosan 

Gugus fungsi Frekuensi (cm
-1

) 

-OH 

-NH 

-NH2 

-CH3 

kode sampel 

3448,72 

1635,64 

1072,42 

1381,03 

NMK-a 

3425,58 

1635,64 

1064,71 

1381,03 

NMK-b 

3425,58 

1604,77 

1072,43 

1381,03 

NMK-c 

3425,58 

1651,07 

1064,71 

1381,07 

NMK-d 

 

 
Gambar 2. Spektra IR N-metil kitosan hasil sintesis 

Selain dari spektra IR, variasi N-metil kitosan yang dihasilkan juga diukur 

kelarutannya dalam asam asetat 1%. Hasil uji kelarutan ditunjukkan pada Tabel 3. 

Berdasarkan Tabel 3 didapat N-metil kitosan yang berkelarutan paling tinggi dalam pelarut 

asam asetat 1% adalah N-metil kitosan yang disintesis dengan 1,7 mL formaldehid 10% 

(NMK-b). Hal ini kemungkinan dikarenakan pada NMK-b memiliki DS yang paling besar 

dibandingkan N-metil kitosan lainnya, yaitu sebesar 4,88%.  

Tabel 3. Hasil uji kelarutan 

Sampel Kelarutan dalam asam asetat 1% (mg/mL) 

NMK-a 4,46 

NMK-b 10,62 

NMK-c 

NMK-d 

7,00 

5,99 
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Aktivitas Antioksidan N-Metil Kitosan 

Aktivitas antioksidan dalam penelitian ini ditentukan dengan menggunakan metode 

DPPH dan metode FTC (ferric thiocyanate). 

Metode DPPH 

Pengunaan metode ini memiliki beberapa keuntungan seperti mudah digunakan, 

mempunyai tingkat sensitivitas yang tinggi dan dapat menganalisis sampel dalam jangka 

waktu yang singkat. Metode DPPH adalah suatu metode pengujian antioksidan dengan 

mengukur radikal sintetik yang telah dilarutkan dalam metanol (Sari et al., 2013). Aktivitas 

antioksidan diukur dengan menghitung jumlah pengurangan intensitas warna ungu DPPH 

yang sebanding dengan pengurangan konsentrasi larutan DPPH akibat adanya penambahan 

sampel. Peredaman tersebut dihasilkan oleh bereaksinya molekul radikal DPPH dengan 

atom hidrogen yang dilepaskan satu molekul komponen sampel sehingga terbentuk 

senyawa DPPH nonradikal (Zuhra et al., 2008). Grafik hubungan variasi konsentrasi 

larutan uji N-metil kitosan dengan persentase penghambatan radikal bebas DPPH disajikan 

pada Gambar 3. 

 
Gambar 3. Persentase penghambatan radikal bebas DPPH 

Berdasarkan Gambar 3 dapat dilihat bahwa semakin besar konsentrasi larutan uji 

N-metil kitosan maka persentase penghambatan radikal bebas DPPH oleh larutan uji 

semakin meningkat. Selanjutnya persamaan regresi yang diperoleh dari grafik hubungan 

antara konsentrasi N-metil kitosan dengan persen penghambatan DPPH digunakan untuk 

mencari nilai IC50. Besarnya aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai IC50, yaitu 

konsentrasi larutan uji yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas DPPH 

(Andayani et al., 2008). Semakin kecil nilai IC50 artinya semakin aktif atau semakin tinggi 

aktivitas antioksidan suatu sampel yang diuji untuk menjadi senyawa antioksidan 

(Molyneux, 2004). Secara spesifik suatu senyawa dapat dikatakan sebagai antioksidan 
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sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50 ppm, kuat untuk IC50 bernilai 50-100 ppm, sedang 

jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah jika nilai IC50 bernilai 151-200 ppm (Zuhra et al., 

2008). Nilai IC50 untuk sampel uji N-metil kitosan dalam penelitian ini adalah sebesar 

145,40 ppm. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa N-metil kitosan merupakan 

antioksidan yang mempunyai aktivitas sedang. 

Metode FTC (ferric thiocyanate) 

Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan metode FTC adalah suatu 

mekanisme pengukuran aktivitas antioksidan dalam menghambat terbentuknya senyawa 

radikal bebas yang disebabkan oleh oksidasi asam lemak setelah diinkubasi pada suhu 

tertentu. Oksidasi lipid sering disebut autooksidasi karena reaksi tetap berlangsung 

walaupun tidak ada zat pengoksidasi. Asam lemak yang digunakan adalah asam linoleat. 

Hasil oksidasi asam linoleat adalah malonaldehida dan radikal peroksida yang reaktif. 

Radikal bebas yang terbentuk akan berubah menjadi senyawa karbonil, yaitu aldehida dan 

keton. Oksidasi asam linoleat membentuk malonaldehid merupakan indikasi adanya 

oksidasi lemak (Fardiaz, 1996). Selain itu, asam linoleat yang mengalami kerusakan akan 

menghasilkan senyawa peroksida yang sangat reaktif dan bersifat radikal bebas. 

Penambahan antioksidan menyebabkan oksidasi asam linoleat terhenti. Berbeda dengan 

metode DPPH yang digunakan untuk menentukan nilai IC50 dari N-metil kitosan, pada 

metode FTC dihitung persen penghambatan oksidasi asam linoleat selama 7 hari berturut-

turut. Pada metode FTC N-metil kitosan dibandingkan dengan kontrol positif (senyawa 

yang digunakan sebagai antioksidan) yaitu BHT 0,05%. BHT merupakan antioksidan 

sintetik yang sering digunakan untuk menghambat ketengikan minyak (Rahmatiyah, 2012). 

Metode Tiosianat menggunakan larutan amonium thiosianat dan besi ferro dalam 

larutan asam. Radikal merupakan senyawa oksidator. Radikal ini akan mengoksidasi ion 

ferro (Fe
2+

) (dari feroklorida) menjadi ion ferri (Fe
3+

). Uji ini diharapkan mampu 

memberikan hasil positif terhadap senyawa peroksida yang terbentuk dari hasil reaksi asam 

lemak tidak jenuh dengan oksigen. Selanjutnya ion ferri (Fe
3+

) akan membentuk senyawa 

kompleks dengan ion thiosianat (CNS
-
) yang akan menghasilkan kompleks ferri-thiosianat 

yang berwarna merah dan dapat diukur intensitasnya pada panjang gelombang 481 nm 

(Rohman and Riyanto, 2005).  

Semakin banyak peroksida yang terbentuk, maka semakin merah intensitas warna 

yang dihasilkan. Berdasarkan Gambar 4 dapat dilihat serapan untuk asam linoleat yang 

ditambahkan N-metil kitosan dengan variasi konsentrasi 20; 40; 80; dan 100 ppm 

mempunyai serapan lebih kecil dibandingkan dengan serapan kontrol negatif (asam 
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linoleat tanpa penambahan N-metil kitosan). Kemampuan antioksidan pada metode 

tiosianat dilihat dari rendahnya nilai absorbansi yang terbentuk dibandingkan dengan 

absorbansi kontrol. Menurut Hadisusilo et al. (1999), semakin rendah absorbansi berarti 

semakin sedikit peroksida yang dihasilkan. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan 

larutan uji ke dalam asam linoleat mampu menurunkan pembentukan peroksida, dengan 

demikian dapat dikatakan bahwa larutan uji N-metil kitosan dapat berfungsi sebagai 

antioksidan.  

 
Gambar 4. Hubungan absorbansi dengan lama waktu penyimpanan 

Persentase penghambatan yang tidak beraturan dikarenakan proses reaksi yang 

tidak sempurna yang disebabkan karena oksidasi berlangsung tidak stabil (Suparmi, 2012). 

Asam linoleat yang teroksidasi oleh oksigen pada tahap awal akan membentuk 

hidroperoksida. Kadar hidroperoksida ini akan semakin meningkat dan setelah mencapai 

kadar maksimum, hidroperoksida akan mengalami dekomposisi membentuk 

malondialdehida yang merupakan produk akhir dari reaksi peroksida lipid. Penggunaan 

BHT bertujuan sebagai pembanding positif untuk mengetahui apakah N-metil kitosan 

dapat digunakan sebagai antioksidan. Apabila N-metil kitosan mempunyai nilai serapan 

seperti BHT yang mempunyai serapan lebih kecil dibandingkan dengan kontrol negatif, 

maka dapat dipastikan bahwa N-metil kitosan dapat berfungsi sebagai antioksidan (Hanani 

et al., 2005). 

Berdasarkan data absorbansi yang diperoleh kemudian dihitung persentase 

penghambatan uji aktivitas antioksidan yang disajikan pada Gambar 5. Gambar 5 

menunjukkan persen penghambatan N-metil kitosan mengalami kenaikan pada hari ke 1, 2, 

dan 3. Pada hari berikutnya, yaitu hari ke 4; 5; 6; dan 7 mempunyai persen penghambatan 
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yang tidak teratur (naik-turun). Hal ini dapat disebabkan karena terjadinya reaksi oksidasi 

yang tidak teratur atau tidak terkendali sehingga mempengaruhi terbentuknya kompleks 

ferri-tiosianat (Suparmi et al., 2012). Persen penghambatan radikal bebas pada metode 

FTC cenderung lebih besar dibandingkan pada netode DPPH karena pada metode FTC 

dihitung selama 7 hari berturut-turut dan pada variasi konsentrasi.  

 
Gambar 5. Persen penghambatan radikal bebas 

KESIMPULAN 

N-metil kitosan dengan kelarutan tinggi dapat disintesis dengan menggunakan 1,7 

mL formaldehid 10%. Uji aktivitas antioksidan N-metil kitosan menunjukan nilai IC50 

sebesar 145,40 ppm sehingga tergolong antioksidan yang mempunyai aktivitas sedang.  
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