PRODUKSI BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) DARI LIMBAH
NANAS OLEH MIKROBA ISOLAT LOKAL Kc-D-4

(Skripsi)

Oleh

Nurbaiti
1757011012

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2022



ABSTRAK

PRODUKSI BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) DARI LIMBAH
NANAS OLEH MIKROBA ISOLAT LOKAL Kc-D-4

Oleh

Nurbaiti

Produksi bacterial nanocellulose (BNC) umumnya menggunakan glukosa sebagai
sumber karbon pada medium Hestrin-Schramm (HS) cair. Limbah nanas berpotensi
sebagai sumber karbon alami dalam media fermentasi untuk produksi BNC karena
mengadung karbohidrat sebesar 17,53%. Penggunaan limbah nanas sebagai sumber
karbon alternatif pengganti glukosa diharapkan meminimalisir biaya produksi
BNC. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh isolat bakteri penghasil BNC dari
kombucha dan memperoleh kondisi optimum produksi BNC menggunakan sumber
karbon dari limbah nanas. Produksi BNC dilakukan dengan menggunakan medium
HS cair yang dimodifikasi glukosanya menggunakan limbah nanas dengan variasi
konsentrasi 2%, 4%, 6%, dan 8 %. Produksi BNC dilakukan dengan variasi keadaan
fermentasi (statis dan agitasi dengan kecepatan 150 rpm) dan variasi waktu inkubasi
(7, 14, dan 21 hari). Parameter yang diukur meliputi berat pelikel BNC dan Water
Hold Capacity (WHC). Pelikel BNC yang diperoleh pada kondisi optimum
dikarakterisasi menggunakan SEM (Scanning Electron Microscopy). Hasil
penelitian diperoleh isolat Kc-D-4 yang mampu menghasilkan BNC. Produksi BNC
oleh isolat Kc-D-4 pada sumber karbon limbah nanas optimum pada konsentrasi
8% dan waktu inkubasi 14 hari dalam keadaan statis. Pada kondisi tersebut
dihasilkan berat basah pelikel BNC sebesar 10,2 g dengan WHC sebesar 97,30%.
Hasil karakterisasi BNC menggunakan SEM menunjukkan morfologi struktur
jaringan serat saling berhubungan dan rapat serta memiliki serat berukuran nano
dengan diameter 39-65 nm.

Kata kunci: Bacterial Nanocellulose (BNC), Kombucha, Limbah Nanas, Medium
Hestrin-Schramm (HS) cair, Sumber Karbon.



ABSTRACT

PRODUCTION OF BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) FROM
PINEAPPLE WASTE BY Kc-D-4 LOCAL ISOLATE MICROBE

By

Nurbaiti

The production of bacterial nanocellulose (BNC) generally uses glucose as a
carbon source in a liquid Hestrin-Schramm (HS) medium. However, the pineapple
waste can be a natural carbon source in the fermentation medium for BNC
production because it contains 17.53% carbohydrates. The use of pineapple waste
as an alternative source of carbon in place of glucose is expected to minimize the
cost of BNC production. This study is aimed to obtain isolates of BNC-producing
bacteria from kombucha and obtain optimum conditions for BNC production using
carbon sources from pineapple waste. BNC production was carried out using a
modified liquid HS medium using pineapple waste with variations in concentrations
of 2%, 4%, 6%, and 8%. In addition, BNC production was carried out with
variations in fermentation conditions (static and agitate at a speed of 150 rpm) and
variations in incubation time (7, 14, and 21 days). The parameters measured include
the BNC's pellicle weight and Water Hold Capacity (WHC). BNC pellicle obtained
under optimum conditions was characterized using SEM (Scanning Electron
Microscopy). The results of the study obtained Kc-D-4 isolates capable of
producing BNC. Production of BNC by Kc-D-4 isolates at the optimum pineapple
waste carbon source at a concentration of 8% and an incubation time of 14 days in
a static state. In these conditions, the wet weight of BNC is produced at 10.2 g with
a WHC of 97.30%. The results of BNC characterization using SEM showed the
morphology of the fiber network structure is interconnected and tight and has nano-
sized fibers with a diameter of 39-65 nm.

Keywords: Bacterial Nanocellulose (BNC), Kombucha, Pineapple Waste, Liquid
Hestrin-Schramm (HS) medium, Carbon Source.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Selulosa merupakan salah satu polimer yang paling melimpah di alam yang
tersusun atas monomer-monomer glukosa yang dihubungkan oleh ikatan p-1,4
glikosidik dan umumnya diproduksi oleh tumbuhan, namun bakteri juga dapat
memproduksi selulosa yang secara struktural menyerupai selulosa tumbuhan
melalui fermentasi. Selulosa jenis ini disebut selulosa bakterial atau selulosa
mikroba yang dapat dikelompokan sebagai nanomaterial selulosa atau dikenal
sebagai bacterial nanocellulose (BNC). BNC merupakan selulosa yang dihasilkan
oleh beberapa genus bakteri seperti Acetobacter, Agrobacterium,
Gluconacetobacter, Rhizobium, Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter,

Azotobacter, Salmonella, Escherichia, dan Sarcina (Park et al., 2019).

BNC dapat diproduksi oleh strain Acetobacter xylinum yang merupakan genus
Acetobacter, yang biasanya ditemukan pada buah-buahan dan sayuran yang
membusuk, makanan fermentasi, dan minuman fermentasi seperti kombucha.
Produksi BNC dapat dilakukan dengan memperoleh isolat potensial dari kultur
kombucha (Nurika dkk., 2007). Kultur kombucha mengandung berbagai macam
bakteri salah satunya yaitu Acetobacter xylinum (Azizah dkk., 2016). Bakteri dari
genus Acetobacter dapat mengubah etanol menjadi asam asetat melalui proses
oksidasi (Rangaswamy et al., 2015). Mikroorganisme yang mengoksidasi etanol

menjadi asam asetat biasa disebut bakteri asam asetat.

BNC yang diproduksi oleh kelompok bakteri asam asetat memiliki sifat yang unik
seperti kemurnian tinggi, kristalinitas tinggi, kapasitas menyerap air yang tinggi,

biodegradable, struktur jaringan nanofibrous, dan biokompatibilitas yang baik



(Suryantoro, 2017). Berdasarkan sifat tersebut BNC dapat diaplikasikan secara
luas di berbagai bidang. BNC dalam bidang medis digunakan sebagai pembalut
luka, bahan untuk rekayasa jaringan dan perbaikan jaringan, digunakan dalam
bedah rekonstruktif, digunakan sebagai jaringan pembawa obat (Wee et al., 2011),
dan bahan alternatif dalam pembuatan cangkang kapsul (Boby dkk., 2021). BNC
dalam bidang industri makanan digunakan sebagai pengental dan texturizer.
Selain itu juga digunakan sebagai bahan untuk diafragma speaker berkinerja

tinggi, kosmetik, pembuatan kertas, pengental cat, dan tekstil.

Produksi BNC selain dipengaruhi oleh kemampuan strain bakteri dalam
menghasilkan BNC, juga dipengaruhi oleh media fermentasi. Dalam memilih
media fermentasi selain memperhatikan nutrisi yang terkandung di dalamnya juga
harus memperhatikan biaya media fermentasi, terutama media yang murah dan
tersedia secara terus menurus. Penggunaan glukosa pada medium Hestrin-
Schramm (HS) sebagai sumber karbon saat ini menjadi kurang efisien, karena
tingginya biaya media fermentasi. Oleh karena itu, penggunaan bahan lain sebagai
sumber karbon alternatif dalam produksi BNC harus senantiasa dilakukan. Salah
satu limbah yang dapat digunakan sebagai sumber karbon alternatif adalah limbah

nanas.

Limbah buah nanas terdiri dari: kulit, mata, dan hati nanas. Limbah nanas
mengandung air 81,72%, karbohidrat 17,53%, protein 4,41%, dan serat kasar
20,87%. Nanas mempunyai pH berkisar antara 2-4 dan mengandung bromelin
serta protease, sehingga apabila limbah ini dibuang begitu saja akan menyebabkan
kerusakan tanah dan penurunan kesuburan tanah. Kandungan pH tinggi
disebabkan oleh tingginya asam organik dalam nanas (Susanto dan Suarsini,
2011). Limbah nanas sampai saat ini tidak dimanfaatkan dengan baik, sehingga
menyebabkan terjadinya pencemaran lingkungan. Salah satu alternatif
pemanfaatan dari limbah nanas yaitu dapat digunakan sebagai sumber karbon
alami dalam memproduksi BNC dengan bantuan bakteri melalui proses
fermentasi. Salah satu sumber nutrisi yang diperlukan bakteri untuk menghasilkan

BNC adalah karbohidrat. Karbohidrat merupakan sumber karbon yang berfungsi



sebagai penghasil energi bagi bakteri, sedangkan nutrisi lain seperti protein
dibutuhkan dalam jumlah lebih sedikit daripada karbohidrat (Kusuma dkk., 2019).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Umami (2016) menunjukkan bahwa sumber
karbon optimum dalam menghasilkan produktivitas BNC sebesar 4,41% oleh
strain Acetobacter lovaniensis (MGA 6) adalah limbah buah nanas diantara
sumber karbon lainnya (pepaya, mangga, dan jeruk) pada keadaan statis.
Berdasarkan uraian tersebut, maka pada penelitian ini dilakukan produksi BNC
dengan menggunakan limbah nanas sebagai sumber karbon alami yang digunakan
untuk pertumbuhan bakteri penghasil BNC.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memperoleh isolat bakteri penghasil BNC dari kombucha.

2. Memperoleh kondisi optimum produksi BNC menggunakan sumber karbon
alami limbah nanas dengan variasi konsentrasi oleh mikroba isolat lokal
Kc-D-4.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah agar dapat memberikan informasi mengenai
pemanfaatan limbah nanas yang digunakan sebagai sumber karbon pada media
produksi BNC oleh mikroba isolat lokal Kc-D-4.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nanas
2.1.1. Pengertian Nanas

Nanas merupakan tumbuhan tropis berasal dari Brasil, Bolivia, dan Paraguay.
Buah nanas berbentuk bulat panjang, berdaging, dan berwarna hijau, jika masak
warnanya menjadi kuning, rasanya asam sampai manis. Nanas dikenal sebagai
tanaman herbal yang dapat hidup dalam berbagai musim. Tanaman ini
digolongkan dalam kelas monokotil yang bersifat tahunan yang mempunyai
rangkaian bunga yang terdapat di ujung batang, tumbuhnya meluas dengan
menggunakan tunas samping yang berkembang menjadi cabang-cabang vegetatif,
pada cabang tersebut kelak dihasilkan buah (Stefani dan Nur, 2018).

2.1.2. Karakteristik Nanas

Varietas nanas yang dibudidayakan di Indonesia terdapat beberapa jenis anatara
lain, smooth cayenne, queen, dan spanish. Pada jenis Spanish terdapat dua macam
yaitu red spanish dan green spanish. Varietas nanas yang dibudidayakan secara
luas oleh petani yaitu varietas nanas smooth cayenne dan queen. Smooth cayenne
biasanya digunakan sebagai buah nanas koktail. Nanas jenis ini memiliki tepi
daun yang tidak berduri atau duri hanya terletak dibagian ujung daun, daging buah
berwarna pucat, dan mengandung banyak air. Nanas jenis Queen banyak
dikonsumsi dalam bentuk buah segar, yang dicirikan dengan tepi daun yang
berduri, buah berukuran kecil, daging buah berwarna kuning keemasan serta tidak
transparan. Sedangkan nanas jenis spanish mempunyai ciri-ciri seperti, daun
berduri dengan warna merah atau hijau, daging buah mengandung banyak air,

berserat, dan transparan, serta rasa kurang manais dibandingkan dengan smooth



cayenne dan queen (Hadiati dan Indriyani, 2008). Varietas nanas yang
dibudidayakan di Indonesia dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Varietas nanas A). Smooth cayenne, B). Queen, C). Red spanish,
D). Green spanish (Sumber: Hadiati dan Indriyani, 2008).

2.2. Limbah Nanas

Nanas adalah salah satu buah yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat, akan
tetapi hanya bagian daging buahnya saja yang dimanfaatkan, sedangkan bagian
hati dan kulitnya hanya menjadi limbah buangan saja. Limbah nanas ini termasuk
limbah organik yang masih mengandung banyak nutrisi yang dapat dimanfaatkan
apabila dibiarkan begitu saja tanpa penanganan yang tepat akan mencemari
lingkungan. Limbah nanas mengandung air 81,72%, karbohidrat 17,53%, protein
4,41%, dan serat kasar 20,87%. Kandungan karbohidrat yang tinggi dapat digunakan
sebagai sumber karbon bagi pertumbuhan suatu mikroorganisme dalam
menghasilkan suatu lapisan putih yang ada dipermukaan media yang dikenal
sebagai pelikel. Bahan organik yang terdapat pada limbah nanas diduga
merupakan nutrisi yang potensial untuk diuji sebagai media dasar untuk
memproduksi BNC, sekaligus menjadi solusi atas permasalahan lingkungan yang

ditimbulkannya.

Nanas mempunyai pH berkisar antara 2-4 dan mengandung bromelin dan
protease, sehingga apabila limbah ini dibuang begitu saja akan menyebabkan
kerusakan tanah dan penurunan kesuburan tanah. Kandungan pH tinggi



disebabkan oleh tingginya asam organik dalam nanas (Susanto dan Suarsini,
2011). Kandungan asam organik limbah nanas dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan asam organik limbah nanas

Asam Organik Satuan (ppm)
Asam Sitrat 400
Asam Suksinat 161
Asam Fosfat 23,0
Asam Oksalat 13,8
Asam Glutamat 13,0
Asam Laktat 9,00
Asam Sulfat 4,40
Asam Isoklinat 4,00
Asam Format 3,00
Asam Malonat 3,00
Asam klorida 2,00
Asam Propionat 1,90
Asam Asetat 0,50
Asam Nitrat 0,10

Sumber: Susanto dan Suarsini, (2011)

2.3. Selulosa
2.3.1. Pengertian Selulosa

Selulosa merupakan biopolimer alami yang paling melimpah, biokompatibel, dan
ramah lingkungan karena mudah terdegradasi, tidak beracun, serta dapat
diperbarui (Mulyadi, 2019). Selulosa tersusun dari monomer-monomer glukosa
yang dihubungkan oleh ikatan P -1,4 glikosidik. (Park et al., 2019). Ukuran
molekul selulosa dinyatakan dengan derajat polimerisasi, yang merupakan ukuran
dalam jumlah unit anhidroglukosa per rantai selulosa. Selulosa umumnya
disintesis oleh organisme hidup mulai dari tumbuhan tingkat rendah sampai
tumbuhan tingkat tinggi, hewan laut, bakteri, dan jamur. Selulosa yang disintesis
oleh bakteri dikenal sebagai selulosa bakterial, dimana bakteri yang mensintesis

yaitu Acetobacter xylinum (Trache et al., 2016).



2.3.2. Struktur Selulosa

Selulosa memiliki rumus molekul (CeH100s)n dimana n merupakan derajat
polimerisasi (DP) dari selulosa. Selulosa termasuk polimer hidrofilik dengan tiga
gugus hidroksil reaktif tiap unit hidroglukosa, tersusun atas ribuan gugus
anhidroglukosa yang tersambung melalui ikatan p-1,4 glikosidik membentuk
molekul berantai yang panjang dan linier. Gugus hidroksil pada C2 dan C3 adalah
gugus hidroksil yang terikat pada atom karbon sekunder, sedangkan gugus
hidroksil pada C6 terikat pada atom karbon primer (Mulyadi, 2019). Struktur
selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur selulosa (Sumber: Mulyadi, 2019).

2.4. Bacterial Nanocellulose (BNC)
2.4.1 Pengertian BNC

BNC merupakan biopolimer alami (Sharma and Bhardwaj, 2019) yang dapat
dikategorikan sebagai nanomaterial selulosa (Park et al., 2019) yang diproduksi
oleh berbagai spesies bakteri, seperti Gluconacetobacter, Acetobacter xylinum,
Acanthamoeba, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Azotobacter, Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Sarcina, dan
Zooglea dalam proses fermentasi cuka atau pembusukan buah. Bakteri penghasil
BNC umumnya adalah Acetobacter xylinum yang merupakan bakteri gram negatif
yang bersifat aerob, bakteri non patogen yang berbentuk batang (Skocaj, 2019).

BNC yang dihasilkan memiliki kemurnian tinggi, kristalinitas tinggi, kapasitas



menyerap air yang tinggi, biodegradable, struktur jaringan nanofibrous, dan
biokompatibilitas yang baik (Suryantoro, 2017).

2.4.2. Struktur BNC

BNC memiliki struktur dan karakteristik yang berbeda dibandingkan dengan
selulosa dari tanaman. Struktur BNC berbentuk pita-pita berukuran nano dengan
panjang kurang dari 100 nm dan lebar 2-4 nm. Produksi nanofibril selulosa dari
selulosa bakterial tidak memerlukan proses penghilangan hemiselulosa dan lignin
seperti pada selulosa dari tanaman. BNC memiliki kapasitas menyimpan air,
derajat polimerisasi, dan struktur jaringan yang lebih baik daripada selulosa dari
tanaman. BNC menjadi salah satu bahan baku nano komposit yang menjanjikan,
karena lebih kuat daripada selulosa yang berasal dari tanaman (Wibowo dan Isroi,
2015).

2.4.3. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Produksi BNC

Pertumbuhan BNC dipengaruhi oleh beberapa faktor meliputi media pertumbuhan

dan kondisi lingkungan.

2.4.3.1. Pengaruh Media Pertumbuhan

Untuk mencapai produksi BNC yang tinggi, kondisi kultur memiliki pengaruh
besar, terutama sumber karbon, sumber nitrogen, temperatur dan pH (Ramana et
al., 2000).

a. Pengaruh sumber karbon

Sumber karbon merupakan salah sumber yang digunakan sebagai nutrisi untuk
pertumbuhan bakteri penghasil BNC. Pembentukan BNC dapat terjadi pada media
produksi yang mengandung senyawa-senyawa seperti glukosa, fruktosa, sukrosa,
maltosa, dan laktosa (Zahan et al., 2014). BNC dapat diproduksi dengan
membiakkan strain Acetobacter xylinum yang merupakan genus Acetobacter,
dimana dalam media produksinya memerlukan glukosa yang digunakan sebagai

nutrisi untuk pertumbuhan dan selebihnya diubah menjadi BNC. Pada proses



produksi, bakteri Acetobacter xylinum menghasilkan enzim ekstraseluler
polimerase yang dapat menyusun (mempolimerisasi) glukosa menjadi ribuan
rantai (homopolimer) serat atau selulosa. Dari jutaan bakteri yang tumbuh dalam
media, akan dihasilkan jutaan lembar benang-benang selulosa yang akhirnya
nampak padat berwarna putih hingga transparan yang disebut sebagai pelikel
BNC. Acetobacter xylinum mengambil glukosa, kemudian digabungkan dengan
asam lemak membentuk prekursor pada membran sel. Prekursor dari polisakarida
ini keluar bersama dengan enzim yang mempolimerisasikan glukosa menjadi

selulosa diluar sel (Wibowo dan Isroi, 2015).

Sumber karbon yang terdapat dalam media produksi dapat diukur kadar
konsentrasinya menggunakan alat refraktometer. Refraktometer merupakan alat
yang digunakan untuk mengukur besarnya konsentrasi larutan gula yang
terkandung di dalam suatu larutan. Satuan skala pembacaan refraktometer adalah
%brix. Brix adalah zat padat kering yang terlarut dalam suatu larutan yang
dihitung sebagai gula. Brix juga dapat didefinisikan sebagai prosentase massa
gula yang terkandung di dalam massa larutan gula. Sedangkan massa larutan gula
adalah massa gula yang ditambah dengan massa pelarutnya (Purmitasari dan
Hidayanto, 2013).

b. Pengaruh sumber nitrogen

Nitrogen adalah komponen utama dari protein yang jumlahnya sekitar 8-14 % dari
berat kering sel. Sumber nitrogen yag digunakan yaitu pepton, ammonium nitrat,
ammonium sulfat, ammonium klorida dan yeast extract (Rangaswamy et al.,
2015). Sumber nitrogen digunakan sebagai nutrisi untuk pertumbuhan bakteri
penghasil BNC.

2.4.3.2. Kondisi Lingkungan
a. Derajat keasaman

pH optimum media kultur untuk produksi BNC berkisar pada rentang pH antara
4.0 — 6.0, produksi BNC menurun jika pH dibawah 4. Penurunan pH selama

fermentasi terjadi karena adanya akumulasi asam glukonat atau asam laktat



10
didalam cairan kultur. Pengontrolan pH sangat penting terutama pada kondisi
kultur statis. Penelitian telah menunjukkan bahwa produksi asam glukonat dapat
dikurangi dengan adanya lignosulfonat (Park et al., 2003).

b. Suhu

Temperatur merupakan pengaruh utama pada struktur kristal dan morfologi dari
BNC yang diproduksi (Rangaswamy et al., 2015). Suhu optimum produksi BNC
yaitu 20°C — 40°C.

c. Oksigen

Oksigen di dalam media kultur merupakan faktor penting yang berpengaruh
terhadap produksi BNC. BNC dapat diproduksi dengan membiakkan strain
Acetobacter xylinum yang merupakan genus Acetobacter. Acetobacter xylinum
merupakan bakteri gram negatif yang bersifat aerob, yang dalam pertumbuhan,
perkembangan, dan aktivitasnya memerlukan oksigen untuk membentuk BNC.
Apabila kekurangan oksigen, bakteri ini akan mengalami gangguan atau hambatan
dalam pertumbuhannya dan bahkan dapat mengalami kematian. Oleh sebab itu,
wadah atau fermentor yang digunakan untuk fermentasi nanasoselulosa bakterial,

tidak boleh ditutup rapat.

2.4.4. Aplikasi BNC

BNC memiliki berbagai macam aplikasi yang potensial karena sifat unik yang
dimilikinya, sehingga dapat diaplikasikan dalam bidang makanan, bidang medis,
produk komersial dan industri

a. Bidang Makanan

Dalam bidang makanan BNC digunakan sebagai bahan baku pembuatan nata de
coco, sebagai pengental, dan texturizer (Park et al., 2019).

b. Bidang Kesehatan dan Farmasi

Dalam bidang biomedis BNC digunakan untuk bahan pembalut luka (Hong et al.,

2015), bahan untuk rekayasa sel dan perbaikan jaringan, digunakan dalam bedah
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rekonstruktif, digunakan dalam jaringan pembawa obat (Wee et al., 2011),
manufaktur pembuluh darah buatan (Hussain et al., 2019).

c. Produk-Produk Komersial

Dalam industri komersial BNC digunakan sebagai emulsifier dalam industri
kosmetik dan juga digunakan sebagai bahan baku pembuatan kertas berkualitas,
membran filtrasi ultra dan audio speaker diagram (Chawla et al., 2009).

2.5. Sumber Mikroba Penghasil BNC

BNC dapat dihasilkan oleh beberapa genus bakteri seperti Acetobacter,
Agrobacterium, Gluconacetobacter, Rhizobium, Achromobacter, Alcaligenes,
Aerobacter, Azotobacter, Salmonella, Escherichia, dan Sarcina (Park et al., 2019)
yang biasanya ditemukan pada buah-buahan dan sayuran yang membusuk,

makanan fermentasi, dan minuman fermentasi seperti kombucha.

Kombucha merupakan minuman teh fermentasi yang mengandung gula yang telah
difermentasi oleh bakteri dan disebut juga sebagai kultur kombucha (Nurika dkk.,
2007). Kultur kombucha terbagi menjadi dua bagian yaitu bentuk cairan dan
biofilm yang melayang di dalamnya. Cairan yang terbentuk setelah fermentasi
dapat dikonsumsi dan dapat pula dijadikan sebagai starter untuk fermentasi
selanjutnya. Mikroorganisme yang berperan dalam proses fermentasi teh
kombucha yaitu bakteri Acetobacter xylinum. Kombucha memiliki khasiat yang
sangat berguna bagi tubuh manusia. Beberapa manfaat dari kombucha antara lain
sebagai antioksidan, antibakteri, memperbaiki mikroflora usus, meningkatkan
ketahanan tubuh dan menurunkan tekanan darah. Khasiat tersebut dikarenakan
adanya kandungan senyawa fenolik yang memiliki aktivitas antioksidan. Semakin
tinggi senyawa fenolik yang terkandung, maka semakin tinggi pula aktivitas
antioksidannya (Khaerah dan Akbar, 2019).
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2.6. Media Seleksi Bakteri Penghasil BNC

2.6.1. Medium GEY (Glukosa, Etanol, Yeast)

GEY (Glukosa, Etanol, Yeast) merupakan media selektif yang digunakan untuk
menseleksi bakteri penghasil BNC. Pada tahap seleksi didapatkan koloni bakteri
yang menghasilkan zona bening di sekeliling koloni. Isolat bakteri yang positif
menghasilkan BNC ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni.
Zona bening yang terbentuk diamati dan diukur diameternya menggunakan jangka
sorong (Singh et al., 2017). Rumus untuk meghitung indeks halo adalah:

Z _ Diameter zona bening

Indeks Halo = = =

K Diameter koloni

Zona bening yang dihasilkan bakteri yang berhasil diisolasi memiliki ukuran zona
bening yang berbeda-beda. Adanya perbedaan ukuran zona bening yang berbeda-
beda yang dihasilkan oleh masing-masing isolat menunjukkan adanya
keberagaman spesies bakteri yang telah diisolasi. Zona bening yang terbentuk
menunjukkan bahwa sumber karbon dan sumber nitrogen yang terdapat pada
medium GEY telah dimanfaatkan oleh bakteri penghasil BNC (Rahma dan Zul,
2020). Zona bening merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan
antibakteri yang digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan diameter
zona hambat (Rastina dkk., 2015).

2.6.2. Medium Hestrin-Schramm (HS) Cair

Medium HS cair mengandung sumber karbon seperti glukosa dan sumber nitrogen
seperti pepton dan yeast extract yang diperlukan bakteri dalam menghasilkan
BNC. Medium HS cair merupakan media yang digunakan untuk menguji
produktivitas isolat bakteri dalam memproduksi BNC (Sarkono dkk., 2017).
Bakteri penghasil BNC yang tumbuh dalam medium HS cair, akan menghasilkan
benang-benang yang mengapung dan nampak padat berwarna putih hingga
transparan di atas permukaan media cair yang disebut sebagai pelikel BNC
(Herwin dkk., 2020)
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2.7. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC) BNC

Water hold capacity merupakan kapasitas menahan air atau menyerap air, dimana
pengukuran WHC pada pelikel BNC ini bertujuan untuk mengukur daya serapnya
terhadap air. BNC memiliki sifat kapasitas menyerap air yang tinggi (Suryantoro,
2017), sehingga dapat diaplikasikan dalam bidang biomedis seperti pembalut luka
dan rekayasa jaringan (Abol-Fotouh et al., 2020). Pengukuran WHC pelikel BNC
dilakukan dengan cara menghitung persentase menggunakan rumus WHC dengan
menggunakan berat pelikel basah dan berat pelikel kering yang dihasilkan pada
produksi BNC. Rumus untuk menghitung WHC adalah:

berat basah—berat kering
berat basah

WHC (% ) = x 100%

(Yanti dkk., 2020)

Menurut Boby dkk., (2021) pelikel BNC yang berkualitas baik mengandung
WHC lebih dari 85%. WHC yang tinggi mengakibatkan pelikel BNC mempunyai
tekstur yang kenyal. Tingginya WHC pada pelikel BNC disebabkan oleh adanya
gugus hidroksil, sehingga dapat mengikat gugus hidrogen pada air. Pelikel BNC
yang mengandung WHC tinggi dapat diaplikasikan untuk balutan luka karena
membran tersebut dapat mengatur kelembapan area luka. Area luka yang lembab
dapat mempercepat proses penyembuhan dibandingkan dalam kondisi kering
disamping itu dapat mempermudah proses mengganti balutan tanpa menimbulkan

rasa sakit pada kulit.

2.8. Karakterisasi BNC

Karakterisasi BNC dilakukan dengan menggunakan alat instrument SEM
(Scanning Electron Microscopy). SEM adalah salah satu jenis mikroskop elektron
yang digunakan untuk mengetahui permukaan dari objek solid secara langsung
dengan memindainya menggunakan sinar elektron berenergi tinggi (Okky dan
Bayuseno, 2014). SEM memiliki perbesaran 10 — 3000000x, depth of field 4 — 0.4
mm, dan resolusi sebesar 1 — 10 nm. Kombinasi dari perbesaran yang tinggi,

depth of field yang besar, resolusi yang baik, kemampuan untuk mengetahui
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komposisi dan informasi kristalografi membuat SEM banyak digunakan untuk
keperluan penelitian dan industri. Adapun fungsi utama dari SEM antara lain
dapat digunakan untuk mengetahui informasi mengenai topografi, morfologi, dan

informasi kristalografi.

Prinsip kerja SEM adalah menembakkan permukaan sampel dengan berkas
elektron berenergi tinggi. Berkas elektron berenergi tinggi yang mengenai
permukaan sampel akan memantulkan kembali berkas tersebut atau menghasilkan
elektron sekunder ke segala arah. Tetapi ada satu arah dimana berkas dipantulkan
dengan intensitas tertinggi. Detektor di dalam SEM mendeteksi elektron yang
dipantulkan dan menentukan lokasi berkas yang dipantulkan dengan intensitas
tertinggi. Arah tersebut memberi informasi profil permukaan sampel seperti
seberapa landai dan kemana arah kemiringan. Pada saat dilakukan pengamatan,
lokasi permukaan sampel yang ditembak dengan berkas elektron discan ke seluruh

area daerah pengamatan (Abdullah dan Khairurrijal, 2009).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2021 — April 2022 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung. Karakterisasi BNC
dilakukan di Unit Pelaksanaan Teknis (UPT) Laboratorium Terpadu dan Sentra

Inovasi Teknologi Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat—alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah tabung reaksi, Erlenmeyer,
gelas beaker, pipet tetes, corong pisah, gelas ukur, bunsen, spatula, oven,
Laminar Air Flow (LAF), Scanning Electron Microscope (SEM), shaker,
refraktometer (0-32%), mikropipet, cawan petri, autoclave, neraca digital, jarum

ose, inkubator, rak tabung reaksi, dan hot plate.

Bahan—bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kombucha, glukosa,
pepton, yeast extract agar, yeast extract powder, NaHPOs, kasa, kapas, kertas
saring, asam sitrat, NaOH, akuades, agar powder, etanol 70%, NaCl, CaCO3, dan

limbah nanas.

3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Tahap Persiapan Alat

Alat-alat gelas yang digunakan dicuci, dikeringkan, dibungkus menggunakan
kertas lalu disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit dengan suhu

121°C dan tekanan 1 atm. Kemudian alat-alat gelas tersebut dikeringkan
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menggunakan oven dengan suhu 100°C selama 15 menit. Sterilisasi bertujuan
untuk menghilangkan mikroba yang tidak diinginkan.

3.3.2. Tahap Pembuatan Media

Isolat bakteri penghasil BNC ditumbuhkan di medium standar Hestrin-Schramm
(HS). Untuk media agar miring menggunakan HS agar, sedangkan untuk media
starter dan media fermentasi menggunakan HS cair. Pada penelitian ini digunakan

variasi media pertumbuhan isolat.

Adapun komposisi dan cara pembuatan sebagai berikut:
a. Medium Hestrin-Schramm Agar

Pembuatan medium HS agar terdiri dari 2 g glukosa, 0,5 g pepton, 0,5 g yeast
extract agar, 0,27 g NaoHPQO4, 0,12 g asam sitrat dan 1,5 g agar powder ditimbang
dilarutkan dalam 100 mL aquades. Medum lalu dipanaskan hingga bahan larut
dan pH medium dibuat menjadi 6. Medium lalu disterilisasi menggunakan

autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm.

b. Medium Hestrin-Schramm Cair

Pembuatan medium HS cair terdiri dari 2 g glukosa , 0,5 g pepton, 0,5 g yeast
extract powder, 0,27 g Na;HPOs, dan 0,12 g asam sitrat, dilarutkan dalam 100 mL
aquades. Medium lalu dipanaskan hingga bahan larut dan pH medium dibuat 6.
Kemudian medium disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada
suhu 121°C dan tekanan 1 atm.

c. Medium Glucose, Ethanol, Yeast (GEY)

Pembuatan medium GEY terdiri dari 2 g glukosa, 1 g yeast extract agar, 2 g agar
powder, dan 0,3 g CaCOg, dilarutkan dalam 100 mL aquades dan dipanaskan
hingga larut. Kemudian medium disterilisasi menggunakan autoclave selama 15
menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Selanjutnya dimasukan ke dalam

LAF dan setelah dingin ditambahkan 5 mL etanol.
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3.3.3. Isolasi Bakteri Penghasil BNC

Sampel kombucha yang digunakan diukur kadar brixnya menggunakan alat
refraktometer (0-32%), hal ini bertujuan untuk mengetahui kadar gula (%brix)
yang terdapat pada media kombucha (Purmitasari dan Hidayanto, 2013).
Kombucha merupakan minuman teh fermentasi yang mengandung gula yang telah
difermentasi oleh bakteri dan disebut juga sebagai kultur kombucha (Nurika dkk.,
2007). Kultur kombucha terbagi menjadi dua bagian yaitu bentuk cairan dan
biofilm yang melayang di atas permukaan. Cairan yang terbentuk setelah
fermentasi dapat dikonsumsi dan dapat pula dijadikan sebagai starter untuk
fermentasi selanjutnya yang disebut sebagai inokulan.

Siapkan 3 buah Erlenmeyer yang berisi medium HS cair sebanyak 35 mL, 40 mL,
dan 45 mL yang diberi nama medium HS-A, HS-B, dan HS-C. Kemudian
ditambahkan inokulan sebanyak 15 mL pada medium HS-A, 10 mL pada medium
HS-B, dan 5 mL pada medium HS-C. Selanjutnya diukur kadar brix pada masing-
masing media menggunakan alat refraktometer (0-32%) dan diinkubasi secara
statis pada suhu 30°C selama 7 hari. Pengukuran kadar brix pada media bertujuan
untuk mengetahui apakah media adaptasi yang dibuat dengan menggunakan
medium HS cair yang ditambahkan inokulan sudah memiliki kadar gula yang

cukup untuk dimanfaatkan oleh bakteri yang terdapat pada kombucha.

Setelah diinkubasi selama 7 hari, ketiga media tersebut akan dibandingkan dan
dipilih yang menghasilkan pelikel dengan berat terbesar selanjutnya akan diuji
lebih lanjut. Sebanyak 1 gram dari pelikel yang terpilih dihaluskan menggunakan
mortar dan alu, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi larutan
salin (NaCl 0.96%) steril, kemudian diambil sebanyak 1 mL dan disuspensikan ke
dalam 9 mL air salin (pengenceran 101). Suspensi diencerkan sampai enam kali
pengenceran (10°). Tujuan dilakukan pengenceran sampai enam kali yaitu untuk
memperkecil atau mengurangi jumlah mikroba yang tersuspensi dalam cairan.
Pada pengenceran 10 diambil sebanyak 100 pL dan dilakukan dengan metode
spread plate (sebar) pada medium HS agar dan diinkubasi pada suhu 30°C selama

48 jam.
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Isolat yang tumbuh dari metode spread plate (cawan sebar), diseleksi lebih lanjut
untuk memperoleh isolat-isolat yang mampu menghasilkan BNC. Isolat tersebut
diambil secara aseptis menggunakan jarum ose dan totolkan pada medium GEY
lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C hingga terbantuk zona bening
disekitar koloni. Zona bening yang terbentuk kemudian diukur diameter koloni
dan diameter zona bening di sekitar koloni dan dicatat, untuk dihitung nilai indeks
halonya. Koloni yang memiliki nilai indeks halo terbaik, selanjutnya dimurnikan

dengan metode streak plate.

Koloni yang diperoleh dari hasil seleksi medium GEY dimurnikan dengan metode
streak plate empat kuadran. Streak plate empat kuadran dilakukan dengan cara,
cawan petri yang berisi medium HS agar dibuat pembagian 4 sektor kuadran agar
mempermudahkan terlihatnya pertumbuhan bakteri dari kuadran | sampai kuadran
4 mana yang lebih banyak ditumbuhi oleh mikroba. Kemudian diambil 1 ose
koloni dari hasil uji medium GEY secara aseptis. Lalu goreskan di permukaan
medium HS agar kuadran 1 secara zig-zag. Buat goresan lagi dipermukaan agar
dari kuadran 1 ke kuadran 2, dari kuadran 2 ke kuadranr 3, dari kuadran 3 ke
kuadran 4 dengan tidak memutus garis zig-zag. Streak plate dilakukan sebanyak
3 kali pengulangan untuk memperoleh isolat yang lebih murni atau berupa koloni
tunggal. Setelah dilakukan permurnian, selanjutnya dilakukan penotolan kembali
pada medium GEY yang bertujuan untuk memperoleh koloni yang lebih murni
(koloni tunggal). Hasil positif menunjukkan terbentuknya zona bening disekitar
koloni. Zona bening yang terbentuk menunjukkan bahwa bakteri penghasil BNC
telah memanfaatkan sumber karbon dan sumber nitrogen yang terdapat di dalam
medium GEY (Rahma dan Zul, 2020). Koloni tunggal yang telah diperoleh lalu
ditumbuhkan pada medium HS agar miring untuk dijadikan stok kultur

(Rangaswamy et al., 2015).

3.3.4. Produksi BNC

Sebelum produksi BNC, terlebih dahulu dilakukan pembuatan inokulum
kemudian dilanjutkan dengan proses fermentasi BNC. Sebanyak 2 ose dari stok

kultur, diinokulasikan ke dalam 25 mL medium HS cair. Lalu diinkubasi pada
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suhu 30°C selama overnight (16 — 20 jam) dalam keadaan agitasi (shaking)
dengan kecepatan 150 rpm. Inokulum yang telah diinkubasi selama overnight
diambil sebanyak 5% (v/v) untuk diinokulasikan ke dalam 50 mL media produksi.

Produksi BNC dilakukan dengan menggunakan medium Hestrin-Schramm (HS)
cair (sebagai kontrol) dan medium HS cair yang disubstitusi glukosanya dengan
menggunakan limbah nanas. Medium HS cair yang disubtitusi glukosanya
menggunakan limbah nanas dilakukan variasi konsentrasi yaitu 2%, 4%, 6%, dan
8% yang diberi nama medium HS-A1, HS-A2, HS-A3, dan HS-A4. Media
produksi BNC yang digunakan diberikan kondisi lingkungan yang bervariasi,
yaitu dengan variasi keadaan fermentasi dan variasi waktu inkubasi. Variasi
keadaan fermentasi yang dilakukan adalah statis dan agitasi (shaking) dengan
kecepatan 150 rpm. Untuk variasi waktu inkubasi yang dilakukan adalah 7 hari,
14 hari, dan 21 hari. Komposisi media yang digunakan untuk produksi BNC dapat
dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Komposisi media produksi BNC menggunakan medium HS cair modifikasi

Nama Medium

Komposisi Medium
HS HS-A1 HS-A2 HS-A3 HS-A4

Glukosa (g) 1 - - - -
Pepton (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Yeast extract (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Dinatrium hidrogen fosfat (g) 0,135 0,135 0,135 0,135 0,135
Asam sitrat (g) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Limbah nanas (%) - 2 4 6 8

Keterangan : HS = sumber karbon glukosa (kontrol)
HS-A1 = Sumber karbon limbah nanas konsentrasi 2 %
HS-A2 = Sumber karbon limbah nanas konsentrasi 4 %
HS-A3 = Sumber karbon limbah nanas konsentrasi 6 %

HS-A4 = Sumber karbon limbah nanas konsentrasi 8 %
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Medium HS cair yang disubstitusi glukosanya menggunakan limbah nanas dengan
variasi konsentrai 2%, 4%, 6%, dan 8% yang telah ditambahkan 5% (v/v)
inokulum isolat dan diinkubasi pada keadaan statis dan agitasi selama 7 hari, 14
hari, dan 21 hari, selanjutnya diamati pelikel BNC yang terbentuk. Pada keadaan
statis, hasil positif menunjukkan terbentuknya lapisan berwarna putih seperti gel
yang terdapat dipermukaan media yang dihasilkan oleh bakteri melalui proses
fermentasi dengan memanfaatkan sumber karbon dan sumber nitrogen yang
terdapat dalam media fermentasi yang disebut sebagai pelikel BNC. Begitu pula
dengan media produksi yang diinkubasi pada keadaan agitasi, hasil positif akan
menunjukkan terbentuknya pelikel berwarna putih dengan bentuk yang bulat yang
diatur berdasarkan kecepatan agitasi (Sarkono dkk., 2015). Pelikel BNC yang
terbentuk pada variasi konsentrasi tersebut akan dibandingkan dan dipilih yang
menghasil pelikel BNC dengan berat terbesar. Kemudian pelikel BNC terpilih
akan diuji lebih lanjut dan dikarakterisasi.

3.3.5. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC) BNC

Pengukuran WHC dilakukan dengan cara mencuci pelikel BNC menggunakan
akuades dan direndam dalam NaOH 0,1 M pada suhu 100°C selama 30 menit
untuk menghilangkan bakteri sel-sel yang mungkin menempel pada pelikel BNC.
Kemudian, dilakukan pencucian berulang menggunakan akuades sampai pH
menjadi netral. Selanjutnya, pelikel tersebut ditimbang dan dicatat sebagai berat
basah. Pelikel basah kemudian dikeringkan dalam oven selama 30 menit, lalu
ditimbang hingga mencapai massa yang konstan dan dicatat sebagai berat kering.

Rumus untuk menghitung WHC adalah:

berat basah—berat kerin
WHC (%) = € x 100%
berat basah

3.3.6. Karakterisasi BNC

Karakterisasi morfologi BNC dilakukan dengan menggunakan SEM (Scanning
Electron Microscopy). Pelikel BNC yang telah dikeringkan hingga beratnya

konstan, selanjutnya dipotong kecil-kecil dan dipasang pada tembaga
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menggunakan pita konduktif karbon perekat ganda dan dilapisi dengan logam
emas selama 30 detik, kemudian diamati dengan instrumen SEM (Costa et al.,
2017).

3.4. Diagram Alir Penelitian

Adapun diagram alir pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

Bakteri pada kultur kombucha
l - Isolasi

Isolat

- Uji pada medium GEY
- Skrining
- Uji kembali pada medium GEY

Isolat Murni

- Produksi BNC (menggunakan
medium HS cair (kontrol) dan
medium HS cair yang disubstitusi
glukosanya dengan menggunakan
limbah nanas)

- Penentuan waktu inkubasi optimum
- Penentuan keadaan fermentasi
optimum

v

Pelikel BNC

- Pengukuran water hold capacity
(WHC)

- Karakterisasi menggunakan
Scanning Electron Microscopy
(SEM)

BNC

Gambar 3. Diagram alir penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diperoleh simpulan sebagai
berikut:

1. Isolat bakteri penghasil BNC yang berhasil diisolasi dari kombucha yaitu
isolat Kc-D-4 dengan indeks halo sebesar 2,6.

2. Kondisi optimum isolat Kc-D-4 dalam menghasilkan BNC pada keadaan statis
dengan waktu inkubasi selama 14 hari.

3. Limbah nanas berpotensi sebagai sumber karbon alternatif pengganti glukosa
dengan konsentrasi konsentrasi optimum 8% menghasilkan pelikel BNC basah
sebesar 10,2 g pada waktu inkubasi 14 hari.

4. Pelikel BNC yang dihasilkan pada medium HS, HS-Al, HS-A2, HS-A3, dan
HS-A4 menghasilkan WHC dengan jumlah rata-rata sebesar 97,63% dan
berkualitas baik untuk diaplikasikan.

5. Karakterisasi pelikel BNC menggunakan SEM menunjukkan struktur jaringan
serat saling berhubungan dan rapat serta memiliki serat berukuran nano

dengan diameter 39-65 nm.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah dilakukan, maka disarankan untuk
penelitian selanjutnya dapat melakukan identifikasi lebih lanjut terhadap isolat
Kc-D-4 dalam menghasilkan BNC meliputi optimasi kondisi lingkungan seperti
pH dan suhu, optimasi sumber nitrogen, dan pelikel BNC yang diperoleh

dikarakterisasi dengan menggunakan FTIR dan XRD.
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