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ABSTRACT

Enzymatic Synthesis of Alkyl N-acetylglucosamine (Alkyl-GlcNAc) by Application of
Transglycosylation Activity of βββββ-N-Acetylhexosaminidase from Aspergillus sp. 501. β-N-
Acetylhexosaminidase from Aspergillus sp. 501 has transglycosylation and hydrolytic activity.
Transglycosylation occur through transfer of N-acetylglucosamine (GlcNAc) which was
hydrolyzed from p-nitrophenyl-β-N-acetylglucosamine (pNP-GlcNAc) to various alcohols. The
transglycosylation product was determined by Thin Layer Chromatography and High
Performance Liquid Chromatography. Using this transglycosylation activity the novel
compound of Alkyl-GlcNAc was synthesized using N-acetylchitotriose as a donor and an
ethanol as an acceptor.

Keywords: Alkyl N-acetylglucosamine, Transglycosylation,  β-N-Acetylhexosaminidase,
Aspergillus sp. 501

PENDAHULUAN

Kitinase (EC 3.2.1.14) merupakan
enzim yang mampu menghidrolisa
polimer kitin menjadi kitin oligosakarida
atau monomer N-asetilglukosamina.
Enzim ini dihasilkan oleh bakteri, jamur,
tanaman, dan hewan. Berdasarkan atas
cara kerjanya dalam mendegradasi kitin,
kitinase dibedakan ke dalam 2 kelompok
utama yaitu endokitinase dan eksoki-
tinase. Endokitinase memotong polimer
kitin secara acak menghasilkan dimer,
trimer, tetramer, dan atau oligomer N-
asetilglukosamina. Eksokitinase memo-
tong kitin hanya dari ujung non reduksi.
Bila hasil potongan berupa monomer
maka enzim tersebut dinamakan N-
asetilheksosaminidase. Namun, bila
potongan yang dihasilkan berupa dimer

maka enzim tersebut disebut sitobiosi-
dase (Dahiya et al.  2006).

Penggunaan kitin, kitinase dan
produk hidrolisisnya di bidang bioindustri
telah berkembang pesat dan sangat
menarik perhatian. Kitin dan produk
hidrolisisnya banyak digunakan dibidang
industri kesehatan dan kosmetika, bahkan
sebagai biokontrol hama dan penyakit
tanaman (Patil et al. 2000). Enzim
kitinase dapat dihasilkan oleh berbagai
makhluk hidup diantaranya adalah
mikroba, tanaman dan hewan. Mikroba
yang berpotensi memproduksi enzim ini
adalah Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Enterobacter, Strepto-
myces (Omumasaba et al. 2001)

Enzim N-asetilheksosaminidase,
salah satu kelompok dari eksokitinase
dikenal mempunyai sifat transglikosilasi.
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Transglikosilasi adalah suatu aktivitas
pemindahan gugus karbohidrat hasil
reaksi hidrolisis polisakarida ke gugus
hidroksil senyawa penerima/akseptor
(Gambar 1.). Akseptor yang digunakan
biasanya adalah alkohol (R–OH)
(Kadowaki et al. 1997) dengan menggu-
nakan aktivitas transglikosilasi dari
beberapa jenis enzim beberapa senyawa
aktif telah dimodifikasi untuk memperoleh
sifat-sifat yang lebih baik dari senyawa
aktif sebelumnya (Bae et al. 2002,
Haneda et al. 2001, Saskiawan et al.
2004)

N-acetylglucosamina(GlcNAc)
adalah stuktur monomer dari polimer kitin
yang dapat digunakan untuk terapi
pengobatan osteoarthritis (nyeri sendi)
dan juga digunakan sebagai makanan
suplemen (Sashiwa et al. 2002). Peneli-
tian yang dilakukan oleh Widhyastuti
(2007) menunjukkan bahwa jamur
Aspergillus sp. 501 memproduksi enzim

N-asetilhexosaminidase yang menghi-
drolisis polimer kitin dan menghasilkan
monomer GlcNAc.

Penelitian ini bertujuan untuk
mensintesa senyawa alkyl GlcNAc
melalui aktivitas transglikosilasi enzim N-
asetilhexosaminidase dari Aspergillus
sp. 501 dengan menggunakan senyawa
chitotetraose sebagai donor dan ethanol
sebagai akseptor.

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan-bahan yang digunakan antara
lain:  enzime kasar kitinase dari Asper-
gillus sp 501 yang merupakan koleksi
Bidang Mikrobiologi, Puslit Biologi LIPI,
buffer asetat, N-propanol, H2SO4 20%,
Na2CO3, p-nitrophenyl- β-N-acetylgluco-
samine (pNP-GlcNAc), N-acetylchito-
triose, methanol, etanol, 2-propanol,
butanol, 1-oktanol, N-asetilglukosamina,
pNP (p- nitropenol), aquadest, alkohol

Gambar 1. Skema reaksi transglikosilasi dengan menggunakan N-asetilkitooligomer sebagai
senyawa donor dan alkohol (R-OH) sebagai senyawa akseptor.Produk transglikosilasi
berupa senyawa Alkil-GlcNAc dihasilkan dalam reaksi ini.
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70%, aquabidestilata, parafilm, tissue,
silika gel aluminium, plastik wrap, aseton,
asetonitril, dan aluminium foil.

Pengujian aktivitas N-asetilhekso-
saminidase dilakukan dengan mendeteksi
kadar p-nitrophenol (pNP) sebagai hasil
hidrolisis substrat pNP-GlcNAc oleh N-
asetilheksosaminidase. Sebanyak 0,25 ml
pNP-GlcNAc 3,5 mM ditambahkan pada
0,25 ml bufer asetat pH 5.0 kemudian di
vorteks dan dilakukan pre-inkubasi
selama 3 menit. Sebanyak 0.1 ml larutan
enzim kasar (crude enzyme) ditambah-
kan kemudian diinkubasi pada suhu 50oC
selama 10 menit. Reaksi dihentikan
dengan penambahan 0.9 ml 0.2M
Na2C03. Konsentrasi pNP yang
terbentuk diukur dengan spektrofo-
tometer pada panjang gelombang 405
nm. Satu unit aktivitas N-asetilhekso-
saminidase dinyatakan sebagai banyak-
nya enzim yang menghidrolisis substrat
pNP-GlcNAc dan menghasilkan 1 mM
p-nitrophenol permenit pada suhu 50oC
dan pH 5.0. Dalam pengukuran ini pNP
(Biochemika, Fluka) digunakan sebagai
standar.

Pengujian aktivitas transglikosilasi
enzim N-asetilheksosaminidase dilakukan
dengan menggunakan berbagai macam
jenis alkohol sebagai akseptor dan pNP-
GlcNAc sebagai donor. Alkohol yang
digunakan adalah methanol, etanol, 2-
propanol, butanol dan 1- oktanol dengan
konsentrasi masing-masing 2%, 5%,
7,5%, 10%; dan 20%. Komposisi
campuran reaksi untuk pengukuran
aktivitas transglikosilasi adalah 0.25 ml
pNP-GlcNAc 3.5 mM, 0.25 ml buffer
asetat pH 5.0 dan 0.1 ml crude enzim.
Sebelum penambahan enzim, campuran

divortex agar homogen dan dipre-inkubasi
selama 3 menit pada suhu kamar. Setelah
penambahan enzim, campuran reaksi
kemudian diinkubasi pada suhu 50oC
selama 10 menit. Reaksi dihentikan
dengan penambahan 0.9 ml Na2C03 0.2
M. Aktivitas transglikosilasi enzim N-
asetilheksosaminidase dilakukan dengan
yang sama dengan pengukuran aktivitas
N-asetilglukosaminidase.

Sintesis senyawa Alkil-GlcNAc
secara enzimatis melalui aktivitas
transglikosidasi enzim N-asetilhekso-
saminidase dilakukan dengan mengguna-
kan N-asetilkitotriose sebagai senyawa
donor dan ethanol sebagai senyawa
akseptor. Komposisi campuran reaksi
tersebut adalah  0.25 ml N-asetilkitotriose
3.5 mM; ethanol 7.5%  0.25 ml; 0.25 ml
buffer asetat pH 5.0 dan 0.25 ml crude
enzyme. Reaksi dihentikan dengan
penambahan 0.5 ml Na2CO3 0.2M.

Uji khromatografi lapis tipis (KLT)
dilakukan dengan cara membuat spot dari
sampel yang akan diuji pada plat silika
gel aluminium (Kiesel Gel 60F354 Plate,
Merck, Darmstadt, Germany) yang
sebelumnya telah diberi garis sebagai
penanda. Spot yang terbentuk kemudian
dikeringkan dengan hair dryer. Setelah
kering plat silika gel dimasukkan dalam
wadah khusus yang sebelumnya telah
diisi dengan larutan pengembang yang
terdiri dari larutan n-propanol dan
aquadest dengan perbandingan 85:15 dan
diamati kenaikan larutannya hingga
mencapai bagian atas dari plat silika gel
tersebut. Selanjutnya plat silika gel
dikeringkan dalam oven dengan suhu
120oC selama 1 jam. Setelah 1 jam plat
silika gel dikeluarkan dari oven dan
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dilakukan penyemprotan dengan  H2SO4
20% hingga merata dan di oven kembali
dengan suhu 150oC selama 5-10 menit.

Campuran reaksi transglikosilasi
dianalisa dengan alat HPLC Shimadzu
LC 20 AB dengan detector UV VIS
Shimadzu SPD 20 AV. Kolom yang
digunakan adalah Shodex Asahipak
NH2P-50 dengan ukuran 4.6mm x
250mm. Larutan buffer yang digunakan
untuk elusi adalah asetonitril dan aquades
(7:3) dengan kecepatan alir 1 ml/menit,
dideteksi dengan sinar UV pada panjang
gelombang 230 nm. Volume sample yang
diinjeksi yaitu sebanyak 0.02 ml.

HASIL

Aktivitas transglikosilasi enzim N-
asetilheksosaminidase dari kapang
Aspergillus sp 501, pada campuran
reaksi yang menggunakan substrat p-NP

GlcNAc sebagai senyawa donor dan
berbagai macam alkohol dengan berbagai
tingkat konsentrasi sebagai senyawa
akseptor menunjukkan aktivitas relative
enzim N-asetilheksosaminidase yang
yang meningkat. Aktivitas tertinggi
dicapai pada konsentrasi etanol 7.5%
dengan nilai aktivitas relatif sebesar 160.6
%. Pola peningkatan aktivitas enzim N-
asetilheksosaminidase untuk setiap jenis
alkohol adalah sama dengan peningkatan
tertinggi dicapai oleh etanol diikuti
dengan propanol, oktanol, butanol dan
metanol. Aktivitas enzim ini cenderung
turun pada konsentrasi alkohol di atas
15%. Pola aktivitas transglikosilasi enzim
N-asetilheksosa-minidase dari kapang
Aspergillus sp 501 ditunjukkan pada
Gambar 2. Dari hasil ini, selanjutnya
dibuat campuran reaksi dengan
menggunakan pNP-GlcNAc sebagai
senyawa donor dan ethanol 7.5% sebagai

Gambar 2. Aktivitas relatif enzim N-asetilheksosaminidase dengan menggunakan pNP-
GlcNAc sebagai substrat pada sistem reaksi yang mengandung berbagai macam
alkohol ( ♦, metanol; ■, etanol; ●, propanol; □, butanol, dan ∆, oktanol). 
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akseptor. Campuran reaksi tersebut
kemudian diinkubasikan pada beberapa
tingkatan waktu dan dianalisis dengan
kromatografi lapis tipis. Seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 3, munculnya
spot baru pada plat silica gel alumunium
di posisi paling atas setelah inkubasi
selama 30 menit memberikan spekulasi
adanya produk transglikosilase.   Spot
baru tersebut diduga merupakan Alkil-
GlcNAc. Ketebalan spot baru tersebut
semakin menipis menghilang pada
inkubasi selama 3 jam.

Campuran reaksi tersebut kemudian
dianalisis dengan menggunkan High
Performance Liquid Chromatography
(HPLC). Hasilnya memperlihatkan
adanya peak baru yang muncul pada
campuran reaksi dengan inkubasi 20
menit dan 30 menit dengan  retention time
5.8 menit. Peak ini diindikasikan sebagai
senyawa baru yang merupakan produk
transglikosilasi (Gambar 4.)

Selanjutnya dengan aktivitas
transglikosilasi dari N-asetilheksosamini-
dase senyawa Alkil-GlcNAc disintesa
dengan  menggunakan substrat alami N-
asetilkitotriose (GlcNAc)3 sebagai donor
dan ethanol sebagai akseptor. Analisa
KLT dari campuran reaksi tersebut dapat
dilihat di Gambar 5. Hasilnya menunjuk-
kan bahwa produk transglikosilasi dapat
dihasilkan dengan menggunakan N-
asetilkitotriose sebagai donor. Produk
transglikosilasi diindikasikan dengan
adalanya spot batu dengan posisi paling
atas. Hasil ini menunjukkan bahwa
aktivitas transgli-kosilasi enzim N-
asetilheksosaminidase dari Aspergillus
sp. 501 dapat digunakan untuk mensintesa
senyawa alkil GlcNAc.

PEMBAHASAN

Di dunia obat-obatan GlcNAc
dikenal sebagai salah satu bahan yang
digunakan untuk terapi osteophorosis
atau nyeri sendi. Bahan tersebut
biasanya disintesa melalui hidrolisis
secara enzimatis senyawa kitin. Enzim
N-asetilheksosaminidase dari beberapa
mikroba yang menghidrolisis senyawa
kitin dan menhasilkan GlcNAc telah
diketahui mempunyai aktivitias
transglikosilasi. Melalui aktivitas transgli-
kosilasi ini beberapa senyawa baru yang
merupakan modifikasi dari monomer
glikosida telah disintesa. Beberapa
laporan penelitian menunjuk-kan bahwa
penambahan gugus alkyl pada senyawa
aktif monomer glikosida dapat mempe-
ngaruhi sifat-sifat fisika dari senyawa
alkilglikosida tersebut misalnya stabilitas
terhadap suhu, derajat keasaman dan lain
sebagainya (Shinoyama et al. 1988,
Kadowaki et al. 1997).

Dalam penelitian ini senyawa Alkyl-
GlcNAc diduga telah berhasil disintesa
dengan menggunakan aktivitas transgliko-
silasi N-asetilheksosaminidase dari
kapang Aspergillus sp. 501. Hasil anali-
sa aktivitas enzim N-asetilheksosa-
minidase pada campuran reaksi antara
pNP-GlcNAc sebagai substrat pada
sistem reaksi yang mengandung  berbagai
macam alkohol menunjukkan bahwa
aktivitas ensim tersebut meningkat pada
konsentrasi alkohol 7.5% dan cenderung
mengalami penurunan pada konsentrasi
alkohol 20%. Hasil ini mengindikasikan
bahwa N-asetilheksosaminidase dari
Aspergillus sp. 501 mempunyai aktivitas
transglikosilasi yaitu transfer GlcNAc
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Gambar 4. Kromatogram HPLC reaksi transglikosilasi enzim N-asetilheksosaminidase yang
mengandung pNP-GlcNAc sebagai donor dan etanol sebagai akseptor pada berbagai
waktu inkubasi. Peak baru yang muncul pada inkubasi 30 menit diindikasikan sebagai
produk transglikosilasi (Alkil-GlcNAc).

Gambar 3. Kromatogram KLT hasil reaksi transglikosilasi N-asetilheksosaminidase yang
mengandung pNP-GlcNAc sebagai donor dan etanol sebagai akseptor (a, inkubasi 0
menit; b, inkubasi 30 menit; inkubasi; c, inkubasi 60 menit; d, inkubasi 90 menit; e;
inkubasi 120; f. standard pNP-GlcNAc; g, standard GlcNAc)

yang merupakan monomer hasil
hydrolisis pNP-GlcNAc ke alkohol
sebagai senyawa akseptor. Ethanol
merupakan akseptor yang paling baik
dibandingkan dengan jenis alkohol yang
lain dalam reaksi transglikosilasi ini. Hal
ini ditunjukkan dengan aktivitas relative
N-asetilheksosamine yang paling tinggi
dibandingkan dengan beberapa jenis

alkohol lainnya (Gambar 2.). Hal ini
sesuai dengan penelitian dari Nanjo et al.
1990 yang melaporkan bahwa beberapa
enzim N-asetilhexosaminidase diduga
mempunyai sifat transglikosilasi.

Hasil analisa KLT menunjukkan
bahwa produk transglikosilasi, Alkil-
GlcNAc diperoleh dengan adanya spot
baru pada kromatogram setelah inkubasi
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30 menit dengan nilai Rf 0.8 dan GlcNAc
dengan nilai Rf 0.5 seperti ditunjukkan
pada Gambar 3. Setelah inkubasi selama
2 jam, spot yang diduga senyawa Alkil-
GlcNAc terlihat semakin tipis. Hal ini bisa
disebabkan karena senyawa hasil reaksi
transglikosilasi bisa mengalami proses
rehidrolisis oleh enzim yang sama dalam
satu system reaksi. Senyawa Alkil-
GlcNAc yang disintesis dalam penelitian
ini merupakan senyawa modifikasi dan
belum diproduksi secara komersil. Oleh
karena itu dalam analisa KLT tidak
digunakan senyawa Alkil-GlcNAc
sebagai standar.

Dari hasil uji aktitivitas transgli-
kosilasi, analisa kromatografi lapis tipis
dan analisa High Performance Liquid
Chromatography (HPLC),  pada
penelitian ini senyawa Alkil-GlcNAc
diindikasikan telah berhasil disintesis
secara enzimatis. Meskipun demikian
untuk mengetahui struktur kimia senyawa
Alkil-GlcNAc masih perlu dilakukan
analisis spektoskopi dengan Nuclear
Magnentic Resonance (NMR).
Sedang-kan analisis berat molekul produk
transglikosilasi dapat dilakukan  spektros-

kopi massa (MS). Selanjutnya  penelitian
tentang sintesis secara enzimatis
senyawa Alkil-GlcNAc dengan skala
yang lebih besar, karakter biokimia, dan
uji aktivitas senyawa modifikasi tersebut
masih diperlukan untuk mengetahui
pengaruh penambahan senyawa alkil
pada GlcNAc.
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Gambar 5. Kromatogram KLT hasil reaksi transglikosilasi N-asetilheksosaminidase yang
menggunakan N-asetilkitotriose sebagai donor dan etanol sebagai akseptor (a, stan-
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campuran reaksi tanpa enzim)
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