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ABSTRACT

SCREENING OF BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) MICROBIAL
ISOLATES

By

Hani Chintia Ramadani

Bacterial Nanocellulose (BNC) is a linear polysaccharide consisting of D-
glucopyranose monomers linked by 1,4-glycosidic linkages. BNC can be
produced from various sources, one of which is from bacteria in rotten fruits. This
study aimed to obtain BNC-producing microbial isolates from rotten fruits and to
obtain the best isolates for BNC production. The methods used in this study were
microbial isolation from rotten fruit with Hestrin-Schramm (HS) solid medium,
selection on GEY (Glucose Ethanol Yeast) medium, and selection by liquid HS
medium. The isolation results obtained five candidate isolates, namely 6-Pi-3-1,
8-Pr-5-2, 9-Pr-2-1, 1-Sri-6-3, and 7-Sa-2-1. One isolate, namely 1-Sri-6-3
obtained from rotten srikaya fruit was selected as the best isolate. BNC production
by using isolate 1-Sri-6-3 with a fermentation period of 14 days, obtained a thin
white pellicle sheet. The maximum capability of BNC production and the
characterization of the resulted product will be investigated further.

Keywords: Bacterial Nanocellulose (BNC), Rotten fruit, Hestrin-Schramm (HS)



ABSTRAK

PENAPISAN ISOLAT MIKROBA PENGHASIL BACTERIAL
NANOCELLULOSE (BNC)

Oleh

Hani Chintia Ramadani

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan polisakarida linier yang terdiri dari
monomer B-D-glukopiranosa yang dihubungkan oleh hubungan B-1,4-glikosidik.
BNC dapat diproduksi dari berbagai sumber, salah satunya yaitu dari bakteri yang
terdapat pada buah-buahan busuk. Tujuan penelitian ini yaitu mendapatkan isolat
mikroba penghasil BNC dari buah-buahan busuk dan mendapatkan isolat terbaik
untuk produksi BNC. Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu isolasi
mikroba dari buah-buahan busuk dengan medium padat Hestrin-Schramm (HS),
seleksi pada medium GEY (Glucose Ethanol Yeast), dan seleksi medium HS cair.
Hasil isolasi diperoleh lima isolat kandidat yaitu isolat 6-Pi-3-1, 8-Pr-5-2, 9-Pr-2-
1, 1-Sri-6-3, dan 7-Sa-2-1. Satu isolat yaitu isolat 1-Sri-6-3 yang diperoleh dari
buah srikaya busuk terpilih sebagai isolat terbaik. Produksi BNC menggunakan
isolat 1-Sri-6-3 dengan masa fermentasi selama 14 hari, diperoleh lembaran
pelikel tipis berwarna putih. Kemampuan produksi BNC secara maksimal dan
karakterisasi produk yang dihasilkan akan diteliti lebih lanjut.

Kata Kunci : Bacterial Nanocellulose (BNC), Buah busuk, Medium Hestrin-
Schramm (HS)



PENAPISAN ISOLAT MIKROBA PENGHASIL BACTERIAL
NANOCELLULOSE (BNC)
Oleh
Hani Chintia Ramadani
Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat Untuk Mencapai Gelar
SARJANA SAINS

Pada

Jurusan Kimia
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2022



Judul Skripsi : PENAPISAN ISOLAT MIKROBA
PENGHASIL BACTERIAL

NANOCELLULOSE (BNC)

Nama Mahasiswa : Hani Chintia Cl{gmndani

Nomor Pokok Mahasiswa : 1517011121

Jurusan : Kimia

Fakultas : Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
MENYETUJUI

1. Dosen Pembimbing

e
Mulyono, Ph.D.

NIP 19740611 200003 1 002
= /.

2. a.n. Ketua Jurusan
Sekretaris Jurusan Kimia FMIPA
Universitas Lampung

Dr. Mita Rilyanti, S.5i., M.Si.
NIF 197203530 200005 2 001



MENGESAHKAN

1. Tim Penguji

Ketua : Mulyono, Ph.D.

Penguiji
Bukan Pembimbing : Prof. Noviany, S.8i., M.Si., Ph.D.

Penguii
Bukan Pembimbing : Prof. Dr. Sutopo Hadl, 8.8i., M.Sc. ...........coovnnie.

N - Tae
«

A
. @
\ ¢ .i"qs .'.'rl
\ F

5740705 200003 1 001

Tanggal Lulus Ujian Skripsi : 12 Februari 2022



SURAT PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan dibawah ini:

Nama : Hani Chintia Ramadani

NPM 11517011121

Jurusan : Kimia

Fakultas : Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Perguruan Tinggi : Universitas Lampung

Menyatakan dengan sebenar-benarnyadan sesungguhnya, bahwa skripsi saya yang
berjudul “Penapisan Isolat Mikroba Penghasil Bacterial Nanocellulose
(BNC)” adalah benar karya saya sendiri, baik gagasan, hasil, dan
analisisnya. Selanjutnya saya juga tidak keberatan jika sebagian atau
seluruh data di dalam skripsi tersebut digunakan oleh dosen atau program
studi untuk kepentingan publikasi, sepanjang nam?': saya disebutkan dan
terdapat kesepakatan sebelum dilakukan publikasi.

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sadar dan sebenarnya untuk

digunakan sebagaimana semestinya.

Bandar Lampung, 25 Februari 2022
w Yang Menyatakan

E.-‘
g .

= TEMEPL
gEBEMJK?BﬂiBHS Hani Chintia Ramadani
NPM. 1517011121



RIWAYAT HIDUP

Penulis bernama lengkap Hani Chintia Ramadani dilahirkan di Bandar Lampung
pada 23 Januari 1997 sebagai anak kedua dari tiga bersaudara, putri dari bapak

Hapizul dan ibu Darni Yulista.

Jenjang pendidikan diawali dari Taman Kanak-Kanak di TK Darma Wanita
Kedaloman diselesaikan pada tahun 2003, Sekolah Dasar di SD Al-Kautsar
Bandar Lampung lulus pada tahun 2009, Sekolah Menengah Pertama (SMP) di
SMPN 8 Bandar Lampung lulus pada tahun 2012, dan Sekolah Menengah Atas
(SMA) diselesaikan di SMA YP Unila Bandar Lampung pada tahun 2015. Penulis
diterima sebagai mahasiswa Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung pada tahun 2015 melalui jalur Mandiri.

Selama menjadi mahasiswa, penulis aktif di Lembaga Kemahasiswaan Badan
Eksekutif Mahasiswa (BEM) sebagai anggota Departemen Pengembangan
Sumber Daya Mahasiswa (PSDM) dan Anggota Garuda Badan Eksekutif
Mahasiswa FMIPA Universitas Lampung periode 2015-2016 dan Lembaga
Kemahasiswaan Himpunan Mahasiswa Kimia (HIMAKI) FMIPA Universitas
Lampung sebagai anggota Bidang Sosial Masyarakat (SOSMAS) periode 2016-
2017.

Pada tahun 2018 Penulis telah melaksanakan Kuliah Kerja Nyata (KKN) di Desa
Tulung Pasik, Kecamatan Mataram Baru, Kabupaten Lampung Timur, Lampung.
Penulis telah menyelesaikan Praktik Kerja Lapangan (PKL) yang berjudul Isolasi
Mikroba Penghasil Nanoselulosa Bakterial di Laboratorium Biokimia Jurusan

Kimia FMIPA Universitas Lampung dan telah menyelesaikan penelitian yang



berjudul “Penapisan Isolat Mikroba Penghasil Bacterial Nanocellulose
(BNC)”.



MOTIO

Great things are not done by impulse, but by a series of small things
brought together.”
(Vincent van Gogh)

You can’t have a better tomorrow if you 're still thingking about yesterday.
(Charles F Kettering)

Hidup ini terlalu misterius untuk Rau jalani dengan terlalu serius
(Mary Engelbreit)



S —

Segala puji hanya milik Allah Subhanahu wa Ta’ala yang telah melimpahkan
nikmat dan Rarunianya sehingga atas ridho-Nya Rarya ilmiah ini dapat
terselesaikan. Kupersembahkan Rarya sederhanaku ini sebagai wujud bukti dan
tanggung jawab Repada:

Kedua orang tuaku
AyahRu Hapizul dan Ibuky Darni Yulista

Yang selalu memberikan dukungan serta do’a terbaik sepanjang waktu yang
takkan pernah terbalaskan dengan apapun dan sampai Rapanpun.

Abang dan AdikRku
Debby Zulius Pratama dan Gilang Zulius Trinamjaya

Kerabat, sahabat, serta teman-teman yang senantiasa mendukung dan
mendoakan

Pembimbing Penelitianky, Bapak Mulyono, Ph.D.

Dosen-Dosen yang selalu membagi ilmunya untukKu

dan Almamater tercinta

Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung



SANWACANA

Puji syukur Penulis ucapkan kehadirat Tuhan Yang Maha Esa, karena atas rahmat
dan hidayah-Nya skripsi ini dapat diselesaikan. Skripsi yang berjudul
“Penapisan Isolat Mikroba Penghasil Bacterial Nanocellulose (BNC)”
adalah salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana Sains pada

program studi Kimia FMIPA Universitas Lampung.

Dalam pelaksanaan dan penulisan skripsi ini tidak lepas dari kesulitan dan
rintangan, namun itu semua dapat Penulis lewati berkat rahmat dan ridha
Allah SWT serta bantuan dan dukungan dari orang-orang yang hadir di
kehidupan Penulis. Pada kesempatan ini penulis mengucapkan terimakasih
kepada:

1. Kedua orang tuaku, Bapak Hapizul dan Ibu Darni Yulista yang telah
memberikan do’a, semangat, motivasi serta menantikan keberhasilanku.

2. Bapak Mulyono, Ph.D., selaku pembimbing utama yang telah memberikan
banyak ilmu pengetahuan, bimbingan, gagasan, kritik, dan saran kepada
penulis dalam peruses perencanaan dan pelaksaan penelitian serta dalam
penulisan skripsi ini.

3. lbu Prof. Noviany, S.Si., M.Si, Ph.D., selaku pembahas pertama yang telah
memberikan ilmu, kritik, dan saran kepada Penulis sehingga skripsi ini dapat
terselesaikan dengan baik.

4. Bapak Prof. Dr. Sutopo Hadi, S.Si, M.Sc., selaku pembahas kedua yang telah
memberikan bimbingan, semangat, kritik, dan saran kepada Penulis sehingga

skripsi ini dapat terselesaikan dengan baik.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Bapak Andi Setiawan, M.Sc., Ph.D., selaku Pembimbing Akademik atas
kesediaannya memberikan bimbingan, bantuan, dan informasi yang
bermanfaat kepada penulis.

Bapak Dr. Eng. Suripto Dwi Yuwono, M.T., selaku Dekan Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung.
Bapak Mulyono, S.Si., M.Si., Ph.D., selaku Ketua Jurusan Kimia Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung.
Bapak dan Ibu Dosen Kimia FMIPA Universitas Lampung yang telah
mendidik, memberikan motivasi serta ilmu pengetahuan yang sangat
bermanfaat kepada Penulis selama kuliah.

Abang Debby Zulius Pratama, Kak Triyas Novrilia, Gilang Zulius Trinamjaya
yang telah mendo’akan, memberikan dukungan, dan semangat kepada Penulis.
Seluruh keluarga besar penulis yang telah memberikan do’a, dukungan dan
semangat kepada Penulis.

Partner segala hal “Somplaak™ Dira Avista, Yesi Oktiara Kasih, Meitri Ayu
Ningrum, Meynisa Zunaidar, Nur Wulandari, Widya Kusuma, Fatry Sinjia,
Elsina ‘Azmi dan Zuwita wulandari. Terimakasih telah memberikan keceriaan
selama perkuliahan dan membersamai sampai saat ini. Semangat serta support
yang kalian berikan membuat penulis akhirnya selesai dalam skripsi ini.
Teman-teman “TEMATEK” Nurmalia, S.Si., Rani Fitria, S.Si., Uhti Alaika,
S.Si., Dias Isyadini, S.Si., dan Atika Sarah, S.Si., yang selalu memberikan
bantuan dan semangat kepada Penulis.

Mulyono’s Research Group, Nurmalia, Mujahid, Yumainismar, Maria, Iwen,
Devi, Fina serta adik-adik 2017 yang telah memberikan bantuan dan semangat
selama Penulis melakukan penelitian.

Teman-teman seperjuangan di Laboratorium Biokimia: Wiwin Indrianti, Ani
Nurhayati, Mujahid, Silvana Citra, dan Mahyal Fadhillah. Terimakasih atas
bantuannya selama Penulis penelitian di Laboratorium Biokimia.
Teman-teman “Aneh”, Merin Silvia, S.Pd., Fahrunnisa, dan Fauzatussaniah
terimakasih telah berbagi keceriaan kepada Penulis dan menjadi teman yang
baik bagi Penulis.



16. Teman-teman angkatan “Chemistry 15 terimakasih untuk kebersamaan,
keceriaan suka dan duka selama perkuliahan.
17. Semua pihak yang tidak bisa penulis sebutkan satu persatu,terimakasih telah

membantu penulis dalam menyelesaikan skripsi ini.

Atas segala kebaikan yang telah diberikan semoga Allah SWT membalasnya
dengan pahala yang berlipat ganda, Aamiin. Penulis menyadari bahwa skripsi ini
masih terdapat kekurangan, namun penulis berharap skripsi ini dapat bermanfaat
dan berguna bagi rekan-rekan khususnya mahasiswa kimia dan pembaca pada

umumnya.

Bandar Lampung, Maret 2022

Penulis

Hani Chintia Ramadani



DAFTAR ISI

Halaman

DAFTAR ISL...ooic et e et e enre s i
DAFTAR GAMBAR ..ottt reere e iii
DAFTAR TABEL ...ttt iv
I, PENDAHULUAN ...ttt 1
1.1 Latar Belakang ........cccooiiiiiiiiieieeese e 1

1.2 TUJUaN PeNEILIAN.......ceiiiiie ettt 2

1.3 Manfaat Penelitian.............cccooooiiiiiiiiiii 2

I, TINJAUAN PUSTAKA .ottt 3
2.1 SEIUIOSA ...t 3
211 PENQEITIAN .ottt 3

2.1.2  Struktur SElUIOSa.......cceeviieiicieee e 4

2.1.3  JeNiS SEIUIOSA. .......cecviiiieeec e 5

2.1.4  SUMDEr SElUlOSA ......cccvveiiiiieieee e 5

2.2 SeluloSa BaKLEIT......ccviiieeiieiie ettt 7
2.2.1  Pengetian Selulosa BaKteri ..........ccocoviiiiiiniiiinenc e 7

2.2.2  Morfologi Selulosa BaKteri...........ccccoevieiiiiiiiiiiciic e, 7

2.3 NANOSEIUIOSA .....cvvieiie it 8
2.3.1  Karakterisasi Nanoselulosa.............cccccveeviiiiiciie i, 8

2.3.2  Bacterial Nanocellulose............ccccooviiiiiiiiiiic e 9

2.3.3  Produksi Bacterial Nanocellulose ...........ccccoovevieiiiiiiciiieenen, 11

2.4 Aplikasi Bacterial Nanocellulose...........cccooviiiiiiiniiiiicic e 12
241 IMEIS .ot 12

24.2 KOSMELIK ... 13



24.3 Pembuatan KEITAS ........oovv oot e e 14

244  IMAKANAN........coiieiiiie e 14

245  EIeKLrONIK......cooviiiie e 15

2.4.6  BNC untuk Kemasan Makanan ............ccccceoeevveneivieineniesnenn, 15

2.5 Strain Penghasil Bacterial Nanocellulose ...........ccccoveveiieivccciicieee 15

2.6 Biosintesis bacterial nanocellulose...........ccocvovieiiiiiiiiie e 16

1Hl. METODOLOGI PENELITIAN. ..o 18
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian ...........cccoceiveiieiiiie e 18

3.2 Alat dan Bahan ...........ccceeciiiiiici e 18

3.3 Prosedur PENElItIaN...........ccoueiiieiieiie et 18
3.3.1  Tahap Persiapan........cccccccveveiieieiiie et 18

3.3.2  Tahap Pembuatan Media ..........cccccereeivereiieieere e 19

3.3.3  Isolasi Mikroba dari Buah BUSUK ..........ccccceovieiiiiiniienieeene 19

3.3.4  Screening (Penapisan) Bakteri Penghasil Selulosa.................. 20

3.3.5  Pembuatan INoKUIUM ...........cooviiiiiie e 21

3.3.6  Produksi Nanoselulosa Bakterial .............ccccocevvviriiiieineniennnnn 21

3.3.7  Pengukuran Berat Selulosa Bakterial ..............ccccccovveivennennne. 21

3.3.8  DIagram ALl ......cceoiiiieceee e 22

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN. ..ottt 23
4.1 Isolat Mikroba dari Buah BUSUK ............ccoveiieiiiiiiccic e 23

4.2 Bakteri Penghasil Selulosa...........coeiveiiiiciiiiicc e 25
4.2.1  Seleksi Media Padat............c.cccoovveiiiieiiiiecc e 25

4.2.2  Seleksi Media Cail.......cccccoveiieeciie e 28

4.3 Produksi Nanoselulosa Bakterial...............cccooveviiieiiiiiic e 30

4.4 Berat Selulosa Bakterial .............ccoovveiiiiiiiiiic e 33

V. KESIMPULAN DAN SARAN......coci ittt 35
5.1 KESIMPUIAN......ooiiiiiiiieie e 35

ST Y | L RS 35
DAFTAR PUSTAKA .ottt ettt e eeabee e e sbaae e e 36
LAMPIRAN ..ottt e e e e e s st e e e e e e e s s seabbbaeeeeeeesananns 39



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1. Representasi MoleKul Selulosa ..........ccccveiveieiicieccc e 4
2. Nanoselulosa Bakteri (Rodriguez & Serra, 2017).......ccccvevevieieienenenesenennns 10
3. Contoh Implan Tulang Rawan (Stanistawska, 2017).........ccccevvvriinieiiiicnnennn. 12
4. Kertas Nanoselulosa Bakterial (Rodriguez & Serra, 2017). .....ccccovevvevveineennene. 14
5. Diagram Alir PENelitian ..........ccovevviiiiic e 22

6. Lima Isolat Stok pada Agar Miring HS. Keterangan: (1): Kontrol, (2): 1-Sri-6-
3, (3): 6-Pi-3-1, (4): 7-Sa-2-1, (5): 8-Pr-5-2, (6): 9-Pr-2-1.....ocovvevvrererrrrnnenn. 25

7. Hasil Seleksi GEY. Keterangan: (a): 1-Sri-6-3, (b): 6-Pi-3-1, (c): 7-Sa-2-1, (d):
8-Pr-5-2, (€): 9-Pr-2-1, (f): KONtrol.........ccoooieiiiiiieeee i 26

8. Zona Bening Isolat 1-Sri-6-3. Keterangan : Hasil seleksi GEY anggota tim
peneliti Mulyono’s Research yang digunakan sebagai pembanding zona bening.

.......................................................................................................................... 27
9. Hasil SEleKSI HS Calil......ccviiiiieiieie et 29
10. Inokulum Bakteri. Keterangan: a. 1-Sri-6-3, b. Kontrol............c.cccccoeviennnnnn 31

11. Pelikel Isolat 1-Sri-6-3 dari Proses FErmentasi...........u.uueueeeeeeeeeueeeneeeeeennnnnnnnns 32



DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
1. Derajat Polimerisasi NanoSelulosa.............ccooviiiiiiniiiiiiicee s 9
2. Komposisi media Hestrin & Schramm (HS).........cccooeiiiiiiicieecececcee, 11
3. 1S00at HASI 1SOIASI ....evvevieiieiee e 24
4. Indek Halo Isolat Penghasil Bacterial Nanocellulose.............ccocooiiiniiinnnn. 27
5. Hasil SEleKSI HS Calil......ccviieiieiieie et 30

6. PENAMAAN 5 ISOIAL .....eeeeeee e 40



I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara penghasil buah-buahan dan sayuran. Di
Indonesia terdapat sekitar 60 jenis buah-buahan dan 80 jenis sayuran. Produksi
buah dan sayuran dalam setahun dapat mencapai jutaan ton. Banyaknya jumlah
produksi buah dan sayuran menyebabkan melimpahnya sampah buah-buahan dan
sayuran yang dihasilkan, karena buah dan sayuran mudah mengalami kerusakan
seperti pembusukan. Pada 2017, buah dan sayur-mayur menjadi penyumbang
terbesar dalam kategori limbah makanan. Sumbangannya mencapai 38% dari total
limbah makanan. Pada buah dan sayuran busuk terdapat banyak mikroorganisme
yang hidup, termasuk salah satunya yaitu bakteri penghasil selulosa.

Selulosa biasanya diekstraksi dengan perlakuan kimiawi dan mekanis dari matriks
dinding sel alami yang terdiri dari selulosa, lignin, hemiselulosa, dan lilin
(Molina-Ramirez et al., 2017). Selulosa bakterial (BC) merupakan polisakarida
ekstraseluler yang dihasilkan oleh beberapa genus bakteri seperti Agrobacterium,
Gluconacetobacter, Rhizobium, Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter,
Azotobacter, Rhizobium, Salmonella, Eascherichia, dan Sarcina (Rangaswamy et
al., 2015). Gluconacetobacter merupakan mikoorganisme yang mempunyai
kemampuan untuk memproduksi BC lebih unggul dibandingkan dengan

mikroorganisme yang lain (Kim et al., 2017).

Selulosa bakterial (BC) sering juga disebut Bacterial Nanocellulose (BNC)
merupakan polisakarida linier yang terdiri dari monomer B-D-glukopiranosa yang
dihubungkan oleh hubungan -1,4-glikosidik. Nanoselulosa bakteri disintesis
dalam dua tahap, yang pertama adalah produksi rantai $-1,4-glukan dan yang



kedua kristalisasi selulosa (Jacek et al., 2019). BNC juga dapat diproses lebih
lanjut menjadi pita nano individual atau diolah secara kimiawi untuk
menghasilkan CNC yang berasal dari BNC yang cenderung lebih kristal (Ferreira
et al., 2020).

BNC banyak digunakan dalam berbagai industri, seperti industri tekstil, kertas,
makanan, farmasi, pengolahan limbah, penyiaran, pertambangan, dan penyulingan
(Jozala et al., 2016). Aplikasi nanoselulosa bakteri dalam bidang biomedis antara
lain implan medis, pengiriman obat, penyembuhan luka, rekayasa jaringan,

aktivitas antibakteri/antimikroba, dan kardiovaskular (Jorfi & Foster, 2015).

Isolat bakteri penghasil nanoselulosa dari buah busuk adalah fokus dalam
penelitian ini. Proses isolasi mikroba dilakukan dengan menggunakan medium
Hestrin-Schram (HS) dan dimurnikan dengan cara skrinning. Isolat terbaik yang
diperoleh diuji potensi nya pada medium GEY dan lebih lanjut diuji kemampuan

memproduksi pelikel pada medium HS cair.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan Penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1. mendapatkan isolat mikroba penghasil bacterial nanocellulose dari sampel
buah-buahan busuk;

2. mendapatkan isolat terbaik penghasil bacterial nanocellulose

1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan bagi penulis dan
pembaca, serta meningkatkan pemahaman ilmu mengenai bacterial nanocellulose
(BNC).



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Selulosa
2.1.1 Pengertian

Selulosa merupakan biopolimer alami terbarukan yang paling melimpah di alam,
dan terdapat pada berbagai spesies makhluk hidup termasuk tumbuhan, hewan,
dan beberapa bakteri. Selulosa merupakan penyusun struktural utama tanaman
dan sebagai sumber daya kimia yang dapat diperbarui untuk menggantikan bahan
berbasis minyak bumi. Terlepas dari sumbernya, selulosa terdiri dari
homopolisakarida linier yang terdiri dari unit 8 -d-glukopiranosa yang
dihubungkan bersama oleh ikatan f§ -1-4. Unit berulang adalah dimer glukosa,
yang dikenal sebagai selubiosa (Abdul Khalil et al., 2014). Selulosa menyumbang
sekitar 40% pada fraksi karbon dalam tumbuhan, yang berfungsi sebagai elemen
penyusun dalam arsitektur kompleks dinding sel tumbuhan. Selulosa dapat terjadi
dalam bentuk murni pada tumbuhan tetapi biasanya disertai dengan hemiselulosa,

lignin, dan sejumlah kecil ekstraktif (Rojas, 2016).

Spesies bakteri yang paling banyak digunakan untuk produksi selulosa adalah
Komagataeibacter xylinus. Namun, strain penghasil selulosa baru telah
dipertimbangkan, seperti K. medellinensis, yang merupakan basil Gram-negatif,
dengan panjang 1-3 pum dan 0,6 dengan lebar 0,7 um dan berpasangan atau rantai,
juga oksidase negatif dan katalase positif. Koloni yang dibentuk oleh organisme

ini berwarna krem, bulat, kasar, dan buram (Molina-Ramirez et al., 2017).



2.1.2 Struktur Selulosa

a. Struktur Molekular Selulosa

Selulosa mempunyai struktur molekularnya tersendiri. Selulosa terdiri dari unit
cincin D-glukopiranosa dalam konfigurasi kursi 4C1, yang menunjukkan
konformasi energi terendah. Unit-unit tersebut dihubungkan oleh ikatan -1,4-
glikosidik yang menghasilkan putaran bergantian sumbu rantai selulosa sebesar
180 °. Selobiosa dengan panjang 1,3 nm dapat dianggap sebagai unit pengulangan
selulosa. Tiga gugus hidroksil reaktif ada di setiap unit anhidroglukosa (AGU)
dalam rantai selulosa, satu gugus primer di C6 dan dua gugus sekunder di C2 dan

C3 yang diposisikan di bidang cincin (Gambar. 1)
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Gambar 1. Representasi Molekul Selulosa

b. lkatan Hidrogen

Tiga gugus hidroksil AGU, atom oksigen dari D-cincin glukopiranosa, dan ikatan
glikosidik berinteraksi satu sama lain dalam rantai atau dengan rantai selulosa lain
dengan membentuk ikatan hidrogen intramolekuler dan antarmolekul. Ikatan
hidrogen menimbulkan berbagai pengaturan tiga dimensi. Inframerah (IR) dan
spektroskopi **C-NMR keadaan padat mengungkapkan bahwa gugus OH di C3
dan oksigen eter yang berdekatan dari unit AGU membentuk ikatan intramolekul
dengan atom oksigen dalam gugus hidroksil di C6 dan hidroksil tetangga terkait
dengan C2. Bersama-sama dengan ikatan kovalen B-glikosidik, ikatan hidrogen
intramolekul bertanggung jawab atas kekakuan atau kekakuan polimer selulosa
(Rojas, 2016).



2.1.3 Jenis Selulosa

Polimorfisme adalah adanya lebih dari satu bentuk kristal, yang berbeda dalam
sifat fisik dan kimia seperti kelarutan, densitas, titik leleh, bentuk gelas atau sifat
optik atau listrik. Pada selulosa ada empat polimorfisme yang berbeda. Jenis-jenis

selulosa yaitu sebagai berikut:

a. Selulosa I ditemukan di alam dan pada umumnya dikenal sebagai selulosa asli.
Selulosa I memiliki dua jenis struktur Kristal yaitu | a dan | B yang dapat
hidup berdampingan dalam proporsi yang berbeda tergantung pada asalnya.
Selulosa | a diproduksi oleh bakteri dan alga dalam proporsi tertinggi
sedangkan selulosa | B biasanya terdapat pada tanaman seperti kayu, kapas,

dan lain-lain.

b. Selulosa Il merupakan struktur relevansi teknis yang paling stabil. Selulosa Il
dapat didapatkan dari selulosa | dengan perlakuan dengan natrium hidroksida
pekat (proses merserisasi) atau dengan pelarutan diikuti dengan pengendapan
dan regenerasi, mengubah struktur asli selulosa I. Selulosa Il juga diperoleh

dari bakteri Gluconacetobacter xylinum, dan spesies alga Halicistis.

c. Selulosa Il dapat diperoleh dari selulosa 11 dengan reaksi reversibel
menggunakan air mendidih dan asam klorida. Bentuk selulosa 1111 dan I1111
diperoleh dari selulosa I dan 11, sedangkan selulosa IV1 dan V11 dapat
diperoleh dengan memanaskan selulosa 1111 dan 11111 dalam medium gliserol
(Rodriguez & Serra, 2017).

2.1.4 Sumber Selulosa

Selulosa dapat diekstraksi dari berbagai tanaman, hewan, dan bakteri. Sumber
selulosa sangat penting karena mempengaruhi ukuran dan sifat selulosa yang
diekstraksi. Sumber-sumber selulosa dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti
berikut dibawah ini:



a. Tanaman

Berbagai macam bahan tanaman yang dapat digunakan untuk ekstraksi selulosa
dan Nanocellulose (NC), seperti kayu, sekam padi, sisal, rami, rami, kenaf, dan
sabut kelapa. Kayu merupakan bahan awal yang menarik untuk isolasi selulosa
dan Nanocellulose (NC), karena bahannya yang melimpah. Kayu merupakan
bahan komposit alami dengan kandungan yang terdiri dari selulosa, hemiselulosa,

dan lignin.

b. Tunicata

Selulosa juga dapat dihasilkan dari hewan, salah satunya yaitu dari tunicata.
Tunicata merupakan hewan invertebrata laut, termasuk anggota subfilum.
Tunicata yang banyak digunakan untuk penelitian yaitu golongan tunicata yang
biasa dikenal dengan sebutan sea squirt (Ascidiacea). Tunicata menghasilkan
selulosa di jaringan luar yang disebut tunik, dimana fraksi selulosa yang

dimurnikan disebut tunicin dapat diekstraksi.

c. Alga

Alga dari berbagai spesies, hijau, merah, abu-abu, dan coklat, juga dianggap
sebagai sumber selulosa dan Nanocellulose (NC). Alga yang biasanyanya
digunakan sebagai sumber penghasil selulosa misalnya seperti Valonia,
Micrasterias denticulate, Micrasterias rotate, Coldophora, Boerogesenia, dan
jenis alga lainnya yang telah digunakan.

d. Bakteri

Selulosa bakteri (BC) adalah produk dari proses metabolisme utama jenis bakteri
tertentu. Spesies bakteri penghasil BC yang paling banyak digunakan adalah
Gluconacetobacter xylinus. Bakteri ini dapat ditemukan di buah-buahan busuk,
sayuran busuk, dan makanaan hasil fermentasi. Ciri penting BC lainnya adalah
kemurnian kimianya yang tinggi (Kargarzadeh et al., 2017).



2.2 Selulosa Bakteri
2.2.1 Pengetian Selulosa Bakteri

Selulosa bakteri (BC) merupakan zat gel yang disintesis oleh bakteri gram negatif
dalam matriks gula cair. BC memiliki rumus molekul yang sama dengan selulosa
tumbuhan tetapi memiliki struktur jaringan berpori tiga dimensi yang unik. BC
dapat diproduksi oleh pembiakan mikroba, dan banyak spesies mikroba memiliki
kemampuan untuk mensintesis BC (Zhang et al., 2018). Selulosa bakteri memiliki
beberapa keunggulan dibandingkan selulosa tumbuhan karena sifat fisikokimia
yang unik seperti kemurnian tinggi, kapasitas menahan air yang tinggi,
kristalinitas tinggi, hidrofilisitas, biokompatibilitas, polimerisasi tingkat tinggi,
kekuatan mekanik tinggi, elastisitas tinggi, dan jaringan nanofibril murni ultra
halus. Sifat khas yang terdapat pada selulosa bakteri membuat selulosa bakteri
lebih disukai sebagai alternatif selulosa tanaman dan juga untuk melindungi
penggundulan hutan (Singh et al., 2017).

2.2.2 Morfologi Selulosa Bakteri

Selulosa bakteri (BC) sangat murni (tidak mengandung hemiselulosa dan lignin)
dan hanya terdapat sedikit gugus karbonil dan karboksil. BC terdiri dari jaringan
tiga dimensi fibril selulosa ultra halus dengan diameter dalam kisaran 80—150 nm
dan dapat mengandung hingga 99% air dalam keadaan awal yang tidak pernah
kering. Pada kondisi kultur statis, lapisan (lembaran) Selulosa bakteri dengan

ketebalan hingga beberapa sentimeter terbentuk di permukaan media kultur.

Pada proses kultur penting untuk mengontrol pH karena akumulasi asam
glukonik, asetat, atau laktat dalam media biakan menurunkan pH jauh di bawah
optimum untuk pertumbuhan dan produksi selulosa. Pembentukan selulosa
bakterial dalam kultur statis dengan menerapkan template matriks dapat
menghasilkan bentuk yang berbeda, termasuk tabung dengan panjang yang
berbeda, ketebalan dinding, dan diameter dalam (Rojas, 2016).



2.3 Nanoselulosa

Nanoselulosa adalah serat alami yang dapat diekstraksi dari selulosa.
Nanoselulosa merupakan nanofiber biodegradable dengan bobot ringan,
kepadatan rendah (sekitar 1,6 g / cm3) dan sifat kekuatan yang luar biasa
(Phanthong et al., 2018). Diameter nanoselulosa kira-kira 1-100 nm, dan dimensi
longitudinal berkisar dari puluhan nanometer hingga beberapa mikrometer.
Nanoselulosa memiliki luas permukaan tinggi untuk rasio volume, kristalinitas
tinggi, dan kepadatan rendah.Nanoselulosa bersifat hidrofilik dan dapat
difungsikan di permukaan. Nanoselulosa diklasifikasikan menjadi tiga kelompok
utama yaitu:
(1) nanofibril selulosa (CNF),
(2) selulosa nanokristalin (NCC) atau nanokristal selulosa (CNC), dan
(3) nanoselulosa bakteri (BNC)

(S. S. Singh et al., 2021).

2.3.1 Karakterisasi Nanoselulosa

a. Ukuran Partikel

Ukuran partikel nanoselulosa yang tampak, dapat diperkirakan menggunakan
hamburan cahaya dinamis (DLS). Analisis pelacakan partikel nano menggunakan
hamburan cahaya partikel demi partikel untuk memberikan informasi ukuran
partikel resolusi tinggi. Metode DLS tidak memberikan informasi mengenai
panjang/penampang geometri partikel. Teknik ini juga dapat digunakan untuk
partikel nanoselulosa dalam pelarut tak berair. Ukuran partikel dan distribusi
ukuran dapat diperoleh dengan menggunakan kombinasi hamburan cahaya dan

mikroskop resolusi tinggi atau menggunakan mikroskop saja.

b. Kekeruhan

Kekeruhan suspensi nanoselulosa dapat digunakan untuk menilai dispersi
nanopartikel. Kekeruhan yang lebih rendah menunjukkan nanopartikel yang

kurang teragregasi. Kekeruhan dapat digunakan sebagai ukuran jumlah cahaya



yang tersebar, ditransmisikan, atau diserap sebagai fungsi waktu menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.

c. Tingkat polimerisasi Selulosa

Derajat polimerisasi (DP) adalah ukuran unit glukosa anhidrat dalam polimer.DP
adalah salah satu sifat struktural terpenting, yang dapat berpengaruh besar pada
sifat mekanik.DP dapat dihitung dalam bentuk rata-rata berat, atau rata-rata angka,
atau rata-rata viskositas. Bacterial nanocellulose memiliki derajat polimerisasi
tinggi, hingga 8000. Derajat polimerisasi untuk nanoselulosa dari berbagai asal
pada Table 1.

Tabel 1. Derajat Polimerisasi Nanoselulosa

Nanoselulosa Derajat polimerisasi nanoselulosa
Nanofibril selulosa 500-2000
Nanoselulosa bakterial 4000-8000
Nanokristal selulosa 150-400

(S. S. Singh et al., 2021).

2.3.2 Bacterial Nanocellulose

Bacterial Nanocellulose (BNC) adalah contoh lain dari bahan alami yang sangat
berpori. Bacterial nanocellulose merupakan produk ekstraseluler dari
metabolisme berbagai bakteri, Gluconacetobacter xylinus merupakan bakteri yang
paling banyak digunakan untuk memproduksi Bacterial nanocellulose. Ekstrusi
rantai glukan melalui pori-pori diatur secara longitudinal di sepanjang sel dan
perakitan rantai glukan berikutnya ke subfibril, mikrofibril, dan bundel mikrofibril
akhirnya memberikan pita yang relatif kaku yang pada gilirannya terdiri dari

bundel mikrofibril yang dirangkai secara longgar (Jacek et al., 2021).

Bacterial nanocellulose juga biasa disebut sebagai selulosa mikroba atau

bioselulosa, mewakili kelas nanoselulosa tertentu yang dihasilkan dari sumber
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karbon dengan berat molekul rendah oleh bakteri asam asetat Gram-negatif.
Bacterial nanocellulose merupakan pengisi daya netral dan diproduksi sebagai
biofilm mirip hidrogel yang stabil secara termal dan mekanis meskipun memiliki
kandungan padatan yang relatif rendah. BNC juga dapat diproses lebih lanjut
menjadi pita nano individual atau diolah secara kimiawi untuk menghasilkan CNC
yang berasal dari BNC yang cenderung lebih Kristal (Ferreira et al., 2020). BNC
telah dikategorikan sebagai bahan yang sangat biokompatibel yang dikaitkan
dengan prosedur biosintesisnya. Biokompatibilitas yang sangat tinggi secara in

vitro, ex ovo dan in vivo (Potzinger et al., 2017).

Sintesis BNC terkait dengan metabolisme sel bakteri, jenis regangan dan kondisi
kultur memiliki pengaruh penting pada produksi BNC, khususnya mengenai
faktor-faktor seperti sumber karbon dan nitrogen, stimulan metabolik, suhu dan
pH (Dubey et al., 2017). Bacterial nanocellulose dapat diproduksi in situ dalam
berbagai ukuran dan bentuk melalui fermentasi tergantung pada kebutuhan produk
(Hong et al., 2015). Contoh BNC seperti pada Gambar 2.

Gambar 2. Nanoselulosa Bakteri (Rodriguez & Serra, 2017).
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2.3.3 Produksi Bacterial Nanocellulose

BNC umumnya diproduksi dalam medium Hestrin & Schramm (HS) dengan
menggunakan glukosa sebagai sumber karbon utama, dan kombinasi ekstrak
pepton dan ragi sebagai sumber nitrogen. Komposisi media HS dirinci seperti
pada Tabel 2, dan penggunaan media HS untuk produksi BNC dilakukan dalam
kultur statis dengan strain berbeda dan selama interval waktu yang berbeda.
Media HS digunakan untuk produksi karena merupakan media spesifik untuk

bakteri penghasil selulosa.

Penggunaan glukosa sebagai sumber karbon untuk produksi BNC cukup mahal
dan menyebabkan terbentuknya asam glukonat sebagai produk sampingan, yang
menurunkan pH kultur dan pada akhirnya menurunkan produksi BNC. Oleh
karena itu, dilakukan uji kapabilitas G. xylinus untuk menumbuhkan dan
memproduksi BNC menggunakan sumber karbon yang berbeda. Selain glukosa
dan sukrosa (sumber karbon yang paling umum digunakan), karbohidrat lain
seperti fruktosa, manosa, xilosa, galaktosa, dan poliol seperti gliserol juga telah

diuji.

Tabel 2. Komposisi media Hestrin & Schramm (HS)

Komponen Konsentrasi (g L™)
Glukosa 20,0
Pepton 50

Yeast Extract 50
NazHPO4 2,7
Asam Sitrat 1,2

(Corujo et al., 2016).

Pada mode statis produksi BNC, saat pelikel mencapai ketebalan tertentu,
pertumbuhan sel bakteri dan produksi BNC berhenti. Hal ini disebabkan karena

pelikel yang sudah terbentuk pada waktu yang lama dapat mengurangi suplai
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oksigen ke bagian bawah pelikel (yang terkena media) dan menghalangi nutrisi ke
bagian atas yaitu, di zona aerobik pelikel (Sharma et al., 2021).

2.4 Aplikasi Bacterial Nanocellulose
2.4.1 Medis

Selulosa mikroba memiliki kekuatan tarik tinggi, porositas tinggi dan struktur
mikrofibrilar. Luka kronis seperti ulkus vena kaki, luka baring, dan ulkus diabetes
sulit untuk disembuhkan, dan merupakan tantangan klinis yang signifikan baik
bagi pasien maupun bagi profesional kesehatan. Perawatan luka kronis melibatkan
penerapan berbagai bahan (hidrokoloid, hidrogel, membran biologis atau sintetis)
(Rodriguez & Serra, 2017). Pemanfaatan bacterial nanocellulose pada bidang

medis yang lain yaitu sebagai berikut:

a. Implan Bioaktif Tulang Rawan
Bacterial nanocellulose dapat dimanfaatkan sebagai bahan implant. Koneksi
BNC dengan kolagen berkontribusi pada pengurangan protease dan
interleukin yang lebih selektif, menghasilkan aktivitas antioksidan contoh
implan bioaktif tulang rawan misalnya septum hidung, telinga, cakram

intervertebralis seperti pada Gambar 3.

Gambar 3. Contoh Implan Tulang Rawan (Stanistawska, 2017).
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b. Prototipe Pembuluh Darah

BNC alami memiliki sifat mekanik, termasuk ketahanan sobek dan retensi
bentuk, yang lebih baik daripada banyak bahan buatan. Tabung dengan
panjang 5-25 cm atau lebih dengan sifat tergantung pada kondisi produksi,
ditandai dengan stabilitas dan kekuatan mekanik yang baik dan ketahanan
terhadap air, cairan lain, ion, partikel kecil dapat disterilkan dengan metode
konvensional dalam pengobatan dapat ditemukan sebagai neurotube.

d. Bahan Pembalut

Untuk aplikasi bahan pembalut digunakan dalam bentuk tambalan atau lobus
besar; biokompatibel, steril, berpori, fleksibel. Pada bentuk ini memungkinkan
luka bernapas, menyembuhkan, mencegah pembentukan koreng dan bekas
luka, dapat mengurangi rasa sakit, melindungi kulit dari infeksi, dan tidak

menyebabkan hilangnya cairan tubuh (Stanistawska, 2017).

2.4.2 Kosmetik

Penggunaan Bacterial nanocellulose di bidang kosmetik muncul secara alami
sebagai efek dari hasil pengobatan luka bakar yang sangat baik dengan pembalut
luka BNC. Aplikasi BNC di bidang ini dihasilkan dari susunan serat internal
selulosa mikroba, yang memberikan elastisitas yang baik, kekuatan mekanik, daya
rekat yang sangat baik pada kulit dan kemudahan penggunaan dan pembuangan.
Karena selulosa mikroba dibentuk oleh jaringan serat padat yang terhubung
melalui banyak ikatan hidrogen, kandungan air membran sangat tinggi (di atas
95%).

Oleh karena itu, BNC memang dapat bertindak sebagai alas pelembab, di mana
penyerapan kelembapan adalah hasil alami dari gradien konsentrasi air yang
tinggi antara kulit dan selulosa. Salah satu keunggulan utama mikrostruktur BNC
adalah adanya serat nano dengan diameter lebih kecil dari 100 nm, bahkan lebih

kecil dari pori-pori kulit manusia. Ukuran seperti itu dalam praktik kosmetik,
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memungkinkan penetrasi kulit yang lebih dalam oleh zat aktif yang berbeda
(Ludwicka et al., 2016).

2.4.3 Pembuatan Kertas

Bacterial nanocellulose yang dihasilkan dari kultur agitasi cocok untuk produksi
kertas berkualitas tinggi (Gambar 4). BC juga dikembangkan untuk menghasilkan

komposit yang mengandung serat kaca, kalsium karbonat, dan bubuk tembaga.

Gambar 4. Kertas Nanoselulosa Bakterial (Rodriguez & Serra, 2017).

2.4.4 Makanan

Beberapa aplikasi BC di industri makanan seperti bahan pengental, makanan
penutup rendah kalori, salad, atau makanan buatan. BC memiliki aplikasi penting
dalam berbagai formulasi makanan, terutama ketika tingkat penggunaan rendah,
kurangnya interaksi rasa, stabilisasi busa, dan stabilitas pada kisaran pH yang
luas, suhu, dan kondisi pencairan beku diperlukan. BC dalam kombinasi dengan
bahan lainnya seperti sukrosa dan CMC dapat meningkatkan disperse produk.
Aplikasi potensial juga termasuk aditif rendah kalori, pengental, penstabil,
pengubah tekstur, bumbu pasty, dan aditif es krim. Kristalinitasnya yang tinggi,

kapasitas menahan air yang tinggi, luas permukaan yang besar, elastisitas,
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kekuatan mekanik, dan biokompatibilitasnya memungkinkan BC digunakan
sebagai pendukung imobilisasi sel (Rodriguez & Serra, 2017).

2.45 Elektronik

Bidang aplikasi yang luas melibatkan topik seperti komposit nanoselulosa untuk
biosensor, penyimpanan dielektrik, superkapasitor, sel bahan bakar, fotovoltaik,
transistor efek medan, pelindung interferensi elektromagnetik, perangkat
termoelektrik dan perangkat memori, serta perangkat elektronik yang dapat

dikenakan, dicetak, dan dapat direnggangkan.

2.4.6 BNC untuk Kemasan Makanan

Bacterial nanocellulose tidak hanya dimanfaatkan sebagai bahan untuk produksi
makanan tetapi juga dapat dimanfaatkan untuk kemasan makanan. Penggunaan
film atau komposit BNC memberikan banyak manfaat dalam pengemasan
makanan. Jaringan nanofiber BNC memberikan bahan kemasan stabilitas mekanis
yang tinggi, tetapi pada saat yang sama juga menentukan sifat penghalang dari

permeabilitas yang terkontrol dari uap air dan oksigen (Klemm et al., 2020).

2.5 Strain Penghasil Bacterial Nanocellulose

Strain yang dapat menghasilkan bacterial nanocellulose yaitu seperti
Gluconacetobacter xylinus (sebelumnya A. xylinum, sekarang syn. K. xylinus)
secara luas digunakan sebagai produsen fibril murni selulosa murni yang efisien
dan non-patogen. Gluconacetobacter xylinus merupakan bakteri gram negatif
yang dikelompokkan dalam bakteri asam asetat, dan ditemukan di berbagai
habitat yang mengandung gula atau alkohol, seperti buah-buahan yang membusuk
atau jus buah yang difermentasi (Corujo et al., 2016). Selain Gluconacetobacter

xylinus, Enterobacter sp. Juga dapat menghasilkan nanoselulosa bakterial.
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Enterobacter sp. dan K. xylinus memiliki gen penghasil membran yang serupa,
karena memiliki gen yang serupa, struktur jaringan selulosa yang serupa dapat
dihasilkan.

Enterobacter sp. memiliki kecepatan produksi membran yang sedikit lebih tinggi
dan struktur jaringan selulosa yang lebih padat. Enterobacter merupakan
mikroorganisme anaerob fakultatif yang dapat menghasilkan energi yang cukup
untuk sintesis serat dalam kondisi anaerobik dan aerob. Mikroba selanjutnya yaitu
Pseudomonas sp., yang merupakan bakteri gram negatif, juga menghasilkan
selulosa bakteri, tetapi kapasitas produksi membrannya sedikit lebih rendah dari

Gluconacetobacter sp. (Li et al., 2021).

2.6 Biosintesis Bacterial Nanocellulose

Bakteri penghasil selulosa memetabolisme glukosa melalui siklus pentosa-fosfat
atau siklus Krebs, tergantung pada keadaan fisiologis sel yang digabungkan
dengan glukoneogenesis. Pada proses biosintesis BC membutuhkan empat
langkah enzimatik yaitu (1) fosforilasi glukosa oleh glukokinase menjadi glukosa-
6-fosfat (Glc-6-p); (2) isomerisasi glukosa-6-fosfat menjadi glukosa-1-fosfat oleh
fosfoglukomutase; (3) konversi glukosa-1-fosfat menjadi uridin difosfat glukosa
(UDP-glukosa) oleh UDP-glukosa pirofosforilasi; (4) dan sintesis selulosa dari

UDP-glukosa oleh selulosa sintase (Jozala et al., 2016).

Pada sel mikroba, sumber karbon dari media kultur dapat diubah menjadi uridin
difosfat glukosa (UDP-glukosa) melalui serangkaian reaksi enzimatik, yang
merupakan prekursor penting untuk sintesis selulosa bakteri. Contohnya K.
xylinus yang memanfaatkan glukosa, karena bakteri tidak mengandung jalur
glikolitik (EMP), molekul glukosa menghasilkan energi dan metabolit antara
untuk pertumbuhan bakteri melalui siklus pentosa fosfat (HMP) dan siklus asam
trikarboksilat (TCA). . Pada saat yang sama, glukokinase, fosfoglukomutase, dan
UDP-glukosa pirofosforilase mengkatalisis glukosa untuk membentuk UDP-
glukosa, prekursor sintesis selulosa. Pada proses tersebut, fosfoglukosa

dehidrogenase dalam HMP menentukan apakah bakteri menggunakan glukosa
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untuk pertumbuhan atau sintesis selulosa. Selain itu, UDP-glukosa pirofosforilase,
yang terletak di sitoplasma, adalah enzim kunci dalam sintesis UDP-glukosa.
Tidak adanya enzim ini, selulosa tidak dapat disintesis karena kurangnya
precursor (Li et al., 2021). Sintesis selulosa terjadi ketika glukosa dipolimerisasi
menjadi rantai -1,4 glukan yang bergabung dengan rantai lain untuk membentuk
struktur selulosa seperti pita dari sel sebagai fibril (Reiniati, 2017).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan April - Desember 2021 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung reaksi, cawan petri,
gelas ukur, Erlenmeyer, pipet tetes, laminar air flow, autoclave, rak tabung reaksi,
nerasa analitik, jarum ose, kasa, kapas, oven, tusuk gigi, hotplate, dan inkubator.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel buah-buahan
busuk, D-glukosa, pepton, NaOH, yeast extract, CaCO3, Na,HPO,, asam sitrat,

NaCl, akuades, agar powder, dan etanol.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Tahap Persiapan

Alat-alat gelas yang akan digunakan dicuci, dikeringkan, dan disterilisasi
menggunakan autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm.
Sterilisasi ini bertujuan untuk menghilangkan mikroba dan pengotor yang tidak

diinginkan.
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Tahap Pembuatan Media

Media Hestrin-Schramm Agar

Pembuatan media Hestrin-Schramm agar dilakukan dengan cara
menimbang sebanyak 2 g glukosa, 0,5 g pepton, 0,5 g yeast extract, 0,27 g
Na,HPO, 0,12 g asam sitrat, 1,5 g agar powder dilarutkan dalam 100 mL
aquades. Media dipanaskan sampai bahan larut dan pH menjadi 6. Media
disterilisasi dengan menggunakan autoclave dengan suhu 121°C dan

tekanan 1 atm selama 15 menit.

Media Hestrin-Schramm Cair

Media disiapkan dengan cara menimbang sebanyak 2 g glukosa, 0,5 g
pepton, 0,5 g yeast extract, 0,27 g Na,HPO,, 0,12 g asam sitrat,dilarutkan
dalam 100 mL akuades. Media dipanaskan sampai bahan larut dan pH
menjadi 6. Media disterilisasi dengan menggunakan autoclave dengan
suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.

Media GEY ( Glucose, Ethanol, Yeast )

Media disiapkan dengan cara menimbang 2 g glukosa, 1 g yeast extract, 2
g agar, dan 0,3 g CaCOg dilarutkan dalam 100 mL akuades. Media lalu
dipanaskan sampai bahan larut dan disterilisasi selama 15 menit dengan
suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Media yang sudah disterilisasi kemudian
ditambah etanol 5 mL saat suhu media sudah turun.

Isolasi Mikroba dari Buah Busuk

Sampel yang digunakan antara lain adalah pisang, pir, srikaya, dan salak. Isolasi

dilakukan dengan menggunakan media Hestrin-Schramm agar dengan

pengenceran bertingkat dan spread plate method. Sampel buah busuk dihaluskan

lalu diencerkan sampai 6 kali dengan cara 1 g sampel yang sudah dihaluskan

disuspensikan ke dalam 10 mL air salin (suspensi 10%), dari suspensi 10" diambil 1

mL lalu disuspensikan ke dalam 9 mL air salin (suspensi 10™%), dilakukan
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perlakuan yang sama sampai suspensi 10°. Masing-masing pengenceran
kemudian diambil sebanyak 100 pL dituang pada media Hestrin-Schramm Agar
lalu diratakan dengan spreader, kemudian diinkubasi selama 48 jam. Isolat
kandidat yang dipilih adalah isolat yang mampu tumbuh dengan baik dalam waktu
48 jam, disimpan pada Agar Miring HS. Isolat kandidat tersebut kemudian

dimurnikan lebih lanjut.

3.3.4 Screening (Penapisan) Bakteri Penghasil Selulosa

Pemurnian isolat kandidat dilakukan dengan metode streak plate, dengan cara
menggoreskan isolat kandidat ke media dengan goresan empat kuadran. Tahap
pemurnian dilakukan sekitar 3 kali pengulangan hingga diperoleh isolat murni
(koloni tunggal) yang menunjukkan karakteristik yang tetap.Koloni tunggal yang
diperoleh ditumbuhkan pada media Hestrin-Schramm agar miring. Selanjutnya

isolat diuji dengan cara seleksi media padat dan seleksi media cair.

a. Seleksi Media Padat

Isolat diambil dengan menggunakan tusuk gigi steril dan totolkan pada
media GEY lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C. Zona bening

yang terbentuk kemudian diukur diameternya (Singh et al., 2017).

b. Seleksi Media Cair

Seleksi media cair dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat
dari masing-masing isolat terpilih diinokulasikan kedalam 10 mL media
Hestrin-Schramm cair pada tabung reaksi, lalu dishaker selama sehari.
Setelah itu, tambahkan 5% media inokulum ke dalam media HS cair 10
mL, kemudian diinkubasi dalam kondisi statis sampai tumbuh pelikel pada

suhu 30°C. Kultur yang menghasilkan pelikel dipilih untuk uji selanjutnya.
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3.3.5 Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum dilakukan dengan mengambil sebanyak 2 ose dari masing-
masing stok kultur kemudian ditumbuhkan dalam 50 mL medium HS cair.
Kemudian media dishaker selam 20 jam.

3.3.6 Produksi Nanoselulosa Bakterial

Produksi nanoselulosa bakterial dilakukan dengan penambahan inokulum yang
telah dishaker selama 20 jam, setelah 20 jam masing-masing inokulum dari stok
kultur (5% v/v) diinokulasikan kedalam 50 mL medium fermentasi dalam
Erlenmeyer 250 mL yang mengandung glukosa sebagai sumber karbon.
Fermentasi dilakukan pada suhu 30°C selama 7-14 hari dalam kondisi statis.

3.3.7 Pengukuran Berat Selulosa Bakterial

Pelikel selulosa bakteri yang terdapat di permukaan medium diambil dan
dibersihkan dengan akuades untuk membersihkan sisa medium, setelah itu direbus
dalam larutan NaOH 0,1 M selama 30 menit pada suhu 100°C lalu dicuci dengan
akuades hingga pH menjadi 7. Selulosa basah ditimbang dan dikeringkan dalam
oven selama 30 menit hingga berat konstan lalu ditimbang. Kandungan air

(%w/w) selulosa bakterial diukur berdasarkan berat yang hilang saat dikeringkan.

Berat Basah — Berat Kering
Berat Basah

Kandungan air % = x 100%

Sedangkan hasil produksi selulosa bakterial diukur sebagai berat kering dengan

berat media yang digunakan. Hasil produksi diukur dengan:

Hasil produksi (%) = % x 100

Dimana, m = berat kering selulosa bakterial (g)
¢ = berat sumber karbon yang digunakan sebagi medium (g)
(Tabaii & Emtiazi, 2016).



3.3.8 Diagram Alir

Sampel Buah
Busuk

Isolasi dan
Skrining

Seleksi Bakteri
Penghasil Selulosa

—

Seleksi Media
Padat (GEY)

Seleksi Media Cair
HS

Produksi Selulosa
Bakteri

Pengukuran Berat
Selulosa Bakteri

Gambar 5. Diagram Alir Penelitian
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini maka dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut :

1. telah diperoleh 5 isolat hasil isolasi dari sampel berbagai buah busuk;

2. hasil seleksi pada medium padat GEY, isolat 6-Pi-3-1, 7-Sa-2-1, dan 9- Pr-2-1
membentuk zona bening, sedangkan isolat 1-Sri-6-3 dan 8-Pr-5-2 tidak
membentuk zona bening;

3. hasil seleksi media HS cair, hanya satu isolat yaitu isolat 1-Sri- 6-3 yang
mampu membentuk pelikel;

4. isolat penghasil BNC terbaik yaitu isolat 1-Sri-6-3.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka untuk penelitian selanjutnya

disarankan sebagai berikut:

1. perlunya dilakukan optimasi media dengan berbagai variasi bahan dan
perlakuan;

2. perlunya dilakukan karakterisasi dengan berbagai instrumentasi seperti SEM
dan XRD.
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