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ABSTRAK

BIOKONVERSI SELULOSA PADA AMPAS TEBU (Bagasse) MENJADI
NANOKOMPOSIT HIDROGEL DENGAN MEMANFAATKAN ENZIM
HIDROLITIK DARI INDIGENOUS COMPOSTING Actinomycetes

Oleh

Olivia Novianti

Ampas tebu yang dihasilkan dari proses produksi pada industri gula, sangat
melimpah di Indonesia. Ampas tebu merupakan biomassa berlignoselulosa yang
memiliki kandungan yang terdiri dari hemiselulosa, selulosa, dan lignin yang
memiliki potensi sebagai bahan baku alternatif selulosa untuk dimanfaatkan
menjadi produk berharga sebagai bahan sediaan obat. Tujuan dilakukan
penelitian ini untuk menambah alternatif pemanfaatan limbah ampas tebu dengan
cara mengonversi ampas tebu menjadi produk nanokomposit selulosa. Penelitian
ini dilakukan perlakuan awal terhadap ampas tebu dengan asam sulfat;
pretreatment oleh isolat Actinomycetes terpilih; analisis X-Ray Diffraction(XRD)
dan konversi selulosa menjadi nanokomposit hidrogel. Konversi dilakukan
melalui metode pencangkokan dan penautan-silang nanokomposit selulosa
menggunakan akrilamida sebagai monomer, ammonium persulfat sebagai
inisiator, dan N,N-metilen-bis akrilamida sebagai pengikat silang. Hasil analisis
komponen biomassa ampas tebu menunjukkan bahwa ampas tebu mengandung
28,44% lignin; 48,08% selulosa; dan 23,48% senyawa lainnya. Isolat
Actinomycetes terpilin dengan kode Act-4 memiliki indeks xilanolitik sebesar
1,29 yang digunakan sebagai agen bio-pretreatment. Indeks kristalinitas dari
ampas tebu setelah pretreatment sebesar 54,64%. Nanoselulosa yang dihasilkan
untuk ukuran rata-rata yaitu sebesar 49,92 nm. Reaksi kopolimerisasi berupa
nanokomposit hidrogel kemudian dikarakterisasi menggunakan Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Hidrogel mampu menyerap air
mencapai 3022% pada suhu ruang. Hasil analisis FTIR dari hidrogel
menunjukkan keberhasilan dari reaksi kopolimerisasi dibuktikan dengan
terbentuknya puncak pada bilangan gelombang 1647 cm™ yang merupakan gugus
C=0. Hidrogel yang diinfuskan antibiotik amoksisilin mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922 dan Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Berdasarkan hasil penelitian ini disimpulkan bahwa nanokomposit
hidrogel memiliki potensi untuk aplikasi sebagai bahan sediaan obat.

Kata kunci: Ampas tebu, Pretreatment, Actinomycetes, kopolimerisasi,
nanokomposit hidrogel, Escherichia coli, Staphylococcus aureus



ABSTRACT

BIOCONVERSION OF CELLULOSE ON BAGASSE INTO HYDROGEL
NANOCOMPOSITES BY UTILIZING HYDROLYTIC ENZYMES FROM
INDIGENOUS COMPOSTING Actinomycetes

By

Olivia Novianti

Bagasse, produced from the sugar industry's production process, is abundant in
Indonesia. Bagasse is a lignocellulosic biomass that contains hemicellulose,
cellulose, and lignin, which has the potential as an alternative raw material for
cellulose to be used as a valuable product as a medicinal preparation. This
research aimed to add alternative utilization of bagasse waste by converting
bagasse into cellulose nanocomposite products. In this research, pretreatment of
bagasse with sulfuric acid was carried out; pretreatment by selected
Actinomycetes isolates; X-Ray Diffraction (XRD) analysis and conversion of
cellulose into hydrogel nanocomposites. The conversion was carried out by
grafting and cross-linking cellulose nanocomposites using acrylamide as the
monomer, ammonium persulfate as the initiator, and N, N-methylene-
bisacrylamide as the crosslinker. The analysis of the components of bagasse
biomass showed that bagasse contained 28.44% lignin, 48.08% cellulose, and
23.48% other compounds. Selected Actinomycetes isolates with the code Act-4
have a xylanolytic index of 1.29 which is used as a bio-pretreatment agent. The
crystallinity index of bagasse after pretreatment was 54.64%. The resulting
nanocellulose has an average size of 49.92 nm. The copolymerization reaction in
the form of a hydrogel nanocomposite was then characterized using Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). The hydrogel can absorb water up to
3022% at room temperature. The results of the FTIR analysis of the hydrogels
indicated the success of the copolymerization reaction as evidenced by the
formation of a peak at wave number 1647 cm-1, which is the C=0O group. The
hydrogel infused with the antibiotic amoxicillin inhibited the growth of
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. Based on
the results of this study, it concluded that hydrogel nanocomposites have the
potential for application as medicinal preparations.

Keywords: Bagasse, Pretreatment, Actinomycetes, copolymerization, hydrogel
nanocomposites, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
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l. PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Perkebunan tebu di Indonesia memiliki luas areal sekitar 232 ribu hektar.
Menurut Direktorat Jenderal Perkebunan luas perkebunan tebu di Provinsi
Lampung pada tahun 2022 memiliki areal perkebunan tebu sekitar 130, 34 hektar.
Sebagian besar hasil perkebunan tebu di Lampung diolah secara industri yang
meliputi industri gula. Dari proses produksi di pabrik gula, akan dihasilkan
limbah ampas tebu sebesar 90% dari total tebu yang diproses dan hasil gula yang
dapat dimanfaatkan hanya sebanyak 5%. Sedangkan sisanya meliputi tetes tebu
(molase) dan air. Banyak sisa produksi ampas tebu ini membuat sebagian
masyarakat hanya memanfaatkannya sebagai pakan ternak, bahan baku
pembuatan pupuk, pulp, particle board, dan untuk bahan bakar boiler di pabrik
gula. Keterbatasan pengetahuan dan kurang pahamnya masyarakat akan
pemanfaatan limbah ampas tebu membuat nilai ekonomis dari limbah ampas tebu

yang dihasilkan juga belum tinggi (Herawati dan Melani, 2018).

Ampas tebu dipilih sebagai bahan baku alternatif selulosa karena memiliki
beberapa hal yaitu potensi dari limbah ampas tebu yang melimpah. Selain itu
pemanfaatan yang belum maksimal dan ampas tebu merupakan biomassa
berlignoselulosa yang memiliki kandungan yang terdiri dari hemiselulosa,

selulosa, dan lignin yang merupakan senyawa kompleks (Septiyani, 2011).

Bahan lignoselulosa merupakan biomassa yang berasal dari tanaman dengan
komponen utama lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Ketersediaannya yang cukup
melimpah, terutama sebagai limbah pertanian, perkebunan, dan kehutanan,
menjadikan bahan ini berpotensi sebagai salah satu sumber energi melalui proses
konversi, baik proses fisika, kimia maupun biologis. Komponen utama dalam

bahan lignoselulosa adalah lignin, hemiselulosa, dan selulosa. Ketiganya



membentuk suatu ikatan kimia yang kompleks yang menjadi bahan dasar dinding
sel tumbuhan (Hermiati dkk., 2010).

Lignin dapat membentuk ikatan kovalen dengan beberapa komponen
hemiselulosa, seperti ikatan benzil ester dengan grup karboksil dari asam 4-
Ometal-D-glukoronik dalam xilan. Ikatan eter yang lebih stabil, yang dikenal
dengan nama lignin carbohydrate complexes (LCC) yang terbentuk antara lignin
dengan grup arabinosa atau galaktosa dalam xilan atau manan karena itu lignin
sangat sulit untuk didegradasi. Sehingga keberadaannya memberikan bentuk
lignoselulosa yang kompleks dan menghambat degradasi selulosa oleh mikroba

ataupun bahan kimia lainnya (Aguado et al., 2006).

Hemiselulosa adalah komponen utama kedua (15-23%) penyusun lignoselulosa.
Hemiselulosa merupakan karbon rantai lima C5 (pentosa) atau gula siklik rantai
C5 (furanosa) (Girio et al., 2010). Hemiselulosa memiliki fasa amorf dengan
xilosa dan glukomanosa sebagai komponen utama penyusun polimer
hemiselulosa. Sifat amorf dari hemiselulosa menjadikan proses dekomposisi dari
hemiselulosa relatif lebih mudah daripada selulosa. Hemiselulosa mulai larut
pada temperatur >150°C. Proses dekomposisi hemiselulosa juga menghasilkan
asam asetat dan asam glukoronik yang berperan sebagai sumber H+ dalam proses
dekomposisi metode hidrotermal dan beberapa asam organik lainnya yang hanya
terbentuk sementara. Pada proses hidrotermal hemiselulosa adalah bagian yang

terdekomposisi terlebih dahulu kemudian diikuti oleh lignin (Costa et al., 2014).

Selulosa adalah salah satu polisakarida bahan organik alami yang banyak tersedia
dan sangat melimpah. Banyaknya kandungan selulosa yang terdapat di alam
dapat dimanfaatkan dan digunakan sebagai preparasi berbagai macam material
baru. Beberapa turunan dari selulosa seperti karboksimetil selulosa (CMC)
dengan gugus (-CH2COOH) yang dapat terikat pada beberapa gugus hidroksil dari
monomer glukopiranosa yang bersenyawa dengan batang tubuh selulosa. Ikatan
ini memiliki potensi sebagai aplikasi polimer fungsional yang ramah lingkungan.
Selulosa juga memiliki sifat yang dapat dibiodegradasi sehingga dapat digunakan
sebagai sumber terbarukan. Dalam selulosa, polimer rantai panjang yang terikat

bersama dengan dua ikatan hidrogen intramolekul. Dan satu ikatan hidrogen



intramolekul yang berinteraksi melalui interaksi van der Waals. Ikatan ini
menyebabkan selulosa bersifat mikrofibril, selulosa memiliki bagian kristal yang
besar yaitu 2/3 dari total selulosa dan sisanya berupa amorf. Karena hal inilah
yang menyebabkan selulosa sulit untuk terlarut dan terdegradasi (Park et al.,
2010).

Actinomycetes adalah komponen mikrobiota kompos yang terkenal dan
memainkan peran penting dalam habitat dimana dekomposisi bahan organik
seperti lignoselulosa, pati, dan kitin, terjadi pada suhu tinggi dan dalam kondisi
aerobik. Actinomycetes telah menyediakan banyak senyawa bioaktif yang penting
secara industri. Actinomycetes telah lama dikenal sebagai penghasil enzim,
antibiotik, agen anti kanker yang produktif dan berperan penting berperan dalam
daur ulang bahan organik (Kumar et al., 2016). Actinomycetes adalah bakteri
yang memiliki kemampuan tinggi untuk menghasilkan enzim hidrolitik yang
dapat diaplikasikan untuk mendegradasi biomassa lignoselulosa. Aktivitas
xilanase dari isolat Actinomycetes dapat diketahui dengan melakukan skrining.
Aktivitas enzim ini menggunakan media agar yang dilengkapi dengan 0,5 % xilan
birchwood sebagai substrat. Produksi zona bening sekitar isolat pada media agar

xilan dianggap sebagai indikasi aktivitas xilanase ekstraseluler (Putri et al., 2019).

Enzim hidrolitik merupakan salah satu enzim potensial yang dapat diterapkan
secara luas dalam industri berbasis lignoselulosa. Xilanase adalah enzim
hidrolitik yang mempunyai komponen struktural utama dari dinding sel tumbuhan
dan hemiselulosa yang paling terbarukan, terdiri dari 1, 4- dengan cabang yang
mengandung L-arabinofuranosyl dan residu glukopiranosil. Xilanase dapat
berperan dalam hidrolisis xilan (hemiselulosa) menjadi xilo-oligosakarida dan
xilosa (Richana, 2002).

Hidrogel tergolong dalam polimer hidrofilik tiga dimensi dengan afinitas yang
tinggi terhadap air. Keunggulan dari penggunaan hidrogel yaitu mudah
digunakan, mudah dibersihkan, dalam hidrogel memiliki gaya antar molekul yang
dapat mengurangi mobilitas molekul dan dapat menghasilkan viskositas yang
bagus (Saputro dkk., 2021). Hidrogel sering dikenal dengan gel penyerap air.

Hal ini karena hidrogel memiliki struktur hidrofilik yang mampu mengikat dan



dapat mempertahankan air namun tidak dapat larut dalam air. Kapasitas air yang
dapat diserap oleh hidrogel mencapai 100 kali lipat dari berat keringnya (Zhang et
al., 2006). Banyaknya keunggulan dari hidrogel membuat semakin banyak yang
mulai menggunakan hidrogel. Dan mulai berkembang aplikasi hidrogel di
berbagai bidang terutama bidang farmasi dan kedokteran, hidrogel diaplikasikan
untuk memaksimalkan sistem penghantaran obat (drug delivery) (Basir dkk.,
2017).

Material penyusun hidrogel adalah polimer hidrofilik yang memiliki ikatan silang,
linear, atau bercabang. Material ini dapat terbentuk dari polimer yang larut dalam
air menggunakan metode radiasi atau konvensional (Pourjavadi et al., 2007).
Salah satu metode konvensional yang dapat digunakan yaitu metode
pencangkokan-penautan silang, metode ini dapat digunakan untuk mensintesis
polimer ini. Metode ini melibatkan monomer yaitu akrilamida pada backbone
dari rantai polimer misalnya nanoselulosa. Selanjutnya dilakukan penginisiasian
yang diikuti dengan penautan silang oleh crosslinked hidrofilik dengan metilen bis
akrilamida hingga terbentuk polimer yang berupa hidrogel sebagai produk
akhirnya (Hennink dan Nostrum, 2002).

Nanopartikel adalah partikel yang berukuran antara 1-100 nanometer. Pendekatan
paling sederhana untuk membentuk komposit nanopartikel-hidrogel adalah gelasi
suspensi nanopartikel yang terbentuk sebelumnya dalam larutan monomer
pembentuk hidrogel. Pendekatan ini telah digunakan untuk membentuk komposit
opto-mekanik nanopartikel hidrogel yang responsif secara optik. Kombinasi
inovatif dari nanopartikel dan hidrogel menciptakan sifat sinergis, unik, dan
berpotensi berguna yang tidak ditemukan pada masing-masing komponen. Sifat
yang diberikan pada komposit tergantung pada jenis nanopartikel yang
digabungkan, yang pada gilirannya ditentukan oleh aplikasi yang diusulkan dari
komposit yang dirancang. Nanokomposit dapat digunakan sebagai pengemas
aktif, biosensor, antibakteri untuk menjaga keamanan pangan, dan enkapsulasi
obat. Pengembangan teknologi ini memanfaatkan nanokomposit dalam industri
obat dan pangan untuk meningkatkan stabilitas penyimpanan dan pengantar obat

(Maftoonazad dan Ramaswamy, 2019).



Pada penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Antika (2021) dengan
memanfaatkan selulosa dari serat kasar onggok menjadi mikro komposit hidrogel.
Dari penelitian tersebut dihasilkan ukuran komposit hidrogel yang masih mikro
dan belum mencapai ukuran nano. Oleh karena itu dilakukan penelitian ini untuk
mengkonversi selulosa dari serat kasar ampas tebu menjadi nanoselulosa hidrogel
yang ditambahkan dengan akrilamida. Kemudian hidrogel yang terbentuk
dianalisis menggunakan FTIR. Dan dilakukan uji aktivitas antibakteri

menggunakan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.  Melakukan penapisan Actinomycetes untuk menghasilkan indeks xilanolitik.

2. Memproduksi selulosa dari ampas tebu dengan metode pretreatment secara
biologi menggunakan dari isolat Actinomycetes terpilih.

3. Memurnikan selulosa dari ampas tebu (bagasse) dan mengubah ukurannya
menjadi nanopartikel.

4.  Melakukan sintesis hidrogel dan karakterisasi hidrogel yang diperoleh.

1.3  Manfaat penelitian

Manfaat dari hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu menambah alternatif
pemanfaatan limbah ampas tebu dan memberikan inovasi di bidang farmasi

dengan drug delivery system melalui pemanfaatan nanokomposit hidrogel.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ampas tebu

Tebu adalah salah satu tanaman jenis rumput-rumputan, dan termasuk kelas
Monocotyledoneae, ordo Glumiflorae, keluarga Gramineae dengan nama ilmiah
Saccharum officinarum L. Terdapat lima spesies tebu, yaitu Saccharum
spontaneum (glagah), Saccharum sinensis (tebu Cina), Saccharum barberry (tebu
India), Saccharum robustum (tebu Irian) dan Saccharum officinarum (tebu
kunyah). Tebu adalah bahan baku utama dalam pembuatan gula. Tebu hanya
dapat tumbuh di daerah beriklim tropis. Sejak ditanam sampai bisa dipanen, umur
tanaman tebu mencapai kurang lebih 1 tahun (Andaka, 2011).

Di Indonesia tanaman tebu banyak dibudidayakan di pulau Jawa dan Sumatera.
Tebu memiliki sifat morfologi diantaranya bentuk batang konis, susunan antar
ruas berbuku, dengan penampang melintang agak pipih, warna batang hijau
kekuningan, batang memiliki lapisan lilin tipis, bentuk buku ruas konis terbalik
dengan 3-4 baris mata akar, warna daun hijau kekuningan, lebar daun 4-6 cm,
daun melengkung kurang dari %2 panjang daun. Ampas tebu atau disebut bagas,
adalah hasil samping dari proses ekstraksi cairan tebu. Dari satu pabrik dihasilkan
ampas tebu sekitar 35 — 40% dari berat tebu yang digiling. Ampas tebu (bagasse)
merupakan biomassa yang mengandung lignin, selulosa, dan hemiselulosa.
Ampas tebu yang sudah diekstrak gulanya pada bagian gilingan dan salah satu
limbah padat dari pabrik gula, biasanya dikirim ke bagian boiler untuk dijadikan
bahan bakar (Oktavia dkk., 2014). Ampas tebu dihasilkan dari hasil samping dari
proses ekstraksi cairan tebu di pabrik gula yang selama ini pemanfaatannya masih
terbatas. Pemanfaatan ampas tebu biasanya hanya digunakan untuk makanan
ternak, bahan baku pupuk organik, pulp, particle board, dan juga untuk bahan
bakar boiler di pabrik gula (Saputri dkk.,2018).



2.2 Lignoselulosa

Biomassa lignoselulosa disusun oleh komponen utama lignin, hemiselulosa, dan
selulosa, dengan jumlah yang bervariasi tergantung jenis tanamannya.
Lignoselulosa merupakan komponen utama dari biomassa yang terdapat dalam
tanaman yang terbentuk dari proses fotosintesis. Komponen utama dalam
lignoselulosa adalah lignin, hemiselulosa, dan selulosa (Martinez et al., 2005).
Polimer selulosa, hemiselulosa, dan lignin berikatan dengan kuat dan secara kimia
melalui kekuatan non-kovalen dan saling bertautan melalui ikatan kovalen.

Lignin berikatan dengan hemiselulosa melalui ikatan kovalen tetapi ikatan yang
terjadi antara selulosa dengan lignin belum diketahui secara lengkap (Perez et al.,
2002).

Bahan lignoselulosa merupakan substrat yang kompleks yang mempunyai tiga
kandungan utama terdiri dari campuran polimer karbohidrat (selulosa dan
hemiselulosa), lignin dan senyawa-senyawa yang larut dalam air (abu). Dari
komponen yang terpenting untuk dikonversi menjadi produk yang berbasis
lignoselulosa adalah polisakaridanya. Namun lignin dengan struktur yang sangat
kuat menjadi penghambat dalam konversi polisakaridanya menjadi produk lain.
Sumber karbohidrat lain yang terkandung di dalam bahan lignoselulosa adalah
hemiselulosa atau yang dikenal juga dengan poliosa, karena terdiri atas berbagai
macam gula monomer, yaitu pentosa (xilosa, ribosa, dan arabinosa); heksosa
(glukosa, manosa, dan galaktosa); dan asam uronik (4-O-metilglukoronik, D
glukoronik, dan D galaktoronik). Hemiselulosa mempunyai rantai polimer yang
pendek dan tak berbentuk, sehingga sebagian besar dapat larut dalam air (Samsuri
dkk., 2007).

2.2.1  Lignin

Lignin berfungsi sebagai bagian penting dalam distribusi air di tanaman batang.
Polisakarida komponen tanaman dinding sel sangat hidrofilik sehingga permeabel
terhadap air, sedangkan lignin lebih hidrofobik. Lignin ada dalam semua

tumbuhan vaskular, tapi tidak di Bryophyta, mendukung gagasan bahwa fungsi



asli lignin dibatasi untuk transportasi air. Lignin sebagai salah satu komponen
utama dalam ampas tebu adalah suatu polimer yang komplek dengan bobot
molekul tinggi yang tersusun atas unit-unit fenil propana, yang juga merupakan
komponen utama penyusun kayu. Lignin dapat membentuk ikatan kovalen
dengan beberapa komponen hemiselulosa, seperti ikatan benzil ester dengan grup
karboksil dari asam 4-Ometal-D-glukoronik dalam xilan. lkatan eter yang lebih
stabil, yang dikenal dengan nama LCC (lignin carbohydrate complexes) yang
terbentuk antara lignin dengan grup arabinosa atau galaktosa dalam xilan atau
manan karena itu lignin sangat sulit untuk didegradasi. Sehingga keberadaannya
memberikan bentuk lignoselulosa yang kompleks dan menghambat degradasi

selulosa oleh mikroba ataupun bahan kimia lainnya (Aguado et al., 2006).

Gambar 1. Struktur Lignin (Widihastuty dkk., 2019).

2.2.2 Hemiselulosa

Hemiselulosa merupakan istilah umum bagi polisakarida yang larut dalam alkali.
Hemiselulosa sangat dekat asosiasinya dengan selulosa dalam dinding sel

tanaman. Lima gula netral, yaitu glukosa, manosa, dan galaktosa (heksosa) serta



xilosa dan arabinosa (pentosa) merupakan konstituen utama hemiselulosa.

Tergolong dalam kelompok polisakarida heterogen dengan berat molekul rendah.

Jumlah hemiselulosa biasanya hanya antara 15-30% dari berat kering bahan

lignoselulosa. Hemiselulosa relatif lebih mudah dihidrolisis menggunakan asam

menjadi monomer yang mengandung glukosa, manosa, galaktosa, xilosa, dan

arabinosa (Pasue dkk., 2019).
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Gambar 2. Struktur Hemiselulosa (Widihastuty dkk., 2019).

2.2.3  Selulosa

Selulosa adalah komponen karbohidrat rantai lurus dengan glukosa sebagai
monomer penyusunnya. Dalam selulosa antar monomer dihubungkan oleh ikatan
hidrogen. Selulosa tidak dapat larut dalam berbagai pelarut kecuali asam kuat, hal
ini karena adanya ikatan hidrogen pada antar gugus hidroksil dalam rantai
selulosa. Selulosa termasuk dalam homopolimer karena terdiri atas unit 8-D-
glukopiranosa yang terikat pada ikatan (1,4)-glikosida, dimana terdapat n yang
merupakan derajat polimerisasi selulosa (DP) (Klem et al., 2005). Selulosa
mengandung karbon (44,44%) dan hidrogen (6,17%). Pada umumnya kandungan
selulosa berkisar 40-50% dari serat kering bahan berlignoselulosa. Variasi
selulosa ini dipengaruhi oleh tempat tumbuh, jenis biomassa, umur tumbuhan,
letak dalam batang tumbuhan, dan faktor lingkungan. Selulosa terbagi menjadi

yaitu a-selulosa, -selulosa, dan y-selulosa. Berdasarkan derajat kelarutan dan
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derajat polimerisasinya dalam larutan NaOH, a-selulosa adalah bagian yang tidak
larut dalam larutan NaOH. Sedangkan S-selulosa adalah bagian yang larut dalam
alkali dan mengendap jika dinetralkan. Dan y-selulosa adalah bagian yang larut

dalam alkali dan larut juga jika dinetralkan. a-selulosa adalah bagian yang sering

digunakan dalam penentuan tingkat kemurnian selulosa (Sumada dkk., 2011).

Isolasi selulosa dari biomassa umumnya dapat dilakukan dengan beberapa metode
sebagai contoh: perlakuan ultrasonikasi, teknologi enzimatik, metode asam, dan
metode alkalinasi. Perlakuan dengan teknologi enzimatik dalam isolasi selulosa
dapat dilakukan dengan menggunakan sukrosa dan ekstrak ragi untuk mendukung
pertumbuhan jamur menghasilkan serat selulosa. Hasil serat kemudian dibekukan
dalam cryo crushing menggunakan nitrogen cair, dilanjutkan dengan penggerusan
dan pencucian untuk mendapatkan serat dalam ukuran mikro (Janardhnan and
Sain., 2006)
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Gambar 3. Struktur Selulosa (Fuadi dkk., 2015).

2.3 Actinomycetes

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri gram positif yang banyak terdapat di
alam. Actinomycetes dikenal sebagai mikroorganisme saprofit pada tanah.
Actinomycetes adalah bakteri yang bersifat uniseluler yang banyak ditemukan di
tanah, kompos, air tawar, dan laut. Memiliki peran yang penting dalam
dekomposisi bahan organik seperti selulosa dan kitin dalam perputaran bahan
organik dan siklus karbon. Koloni Actinomycetes membentuk konsistensi yang
mirip tepung dan menempel kuat pada permukaan agar-agar, menghasilkan hifa

dan conidia/sporangia seperti jamur pada media kultur (Thomas et al., 2013).
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Actinomycetes memiliki kemampuan tinggi untuk menghasilkan enzim hidrolitik
yang dapat diaplikasikan untuk mendegradasi biomassa lignoselulosa. Aktivitas
xilanase dari isolat Actinomycetes dapat diketahui dengan melakukan skrining.
Aktivitas enzim ini menggunakan media agar yang dilengkapi dengan 1% xilan
birchwood sebagai substrat. Produksi zona bening sekitar isolat pada media agar
xilan dianggap sebagai indikasi aktivitas xilanase ekstraseluler (Putri et al., 2019).

2.4 Enzim Xilanase

Enzim xilanase adalah enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis xilan
(hemiselulosa) menjadi xilo-oligosakarida dan xilosa. Xilanase dapat dihasilkan
dari mikroba melalui proses fermentasi. Aplikasi penggunaan enzim xilanase
pada industri diantaranya untuk industri pangan, pakan, dan pemutih bubur
kertas/pulp. Enzim xilanolitik merupakan enzim kompleks yang terdiri dari 1,4-
pB-endoxilanase, B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-glukoronidase, asetil

xilan esterase, dan asam fenolat (Yang et al., 2009).

Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang dihasilkan oleh bakteri untuk
menghidrolisis xilan (polisakarida) yang terdapat pada media menjadi molekul
gula sederhana yang akan dimetabolisme di dalam sel. Penggunaan substrat Xilan
yang terkandung dalam media sangat berpengaruh terhadap aktivitas dan
produktivitas enzim xilanase ( Susilowati et al., 2012). Xilanase yang dihasilkan
dari mikroba memiliki aplikasi yang luas misalnya dalam bidang peternakan,
meningkatkan aroma pada jus dan buah anggur serta likuifaksi buah dan sayur,
sebagai agen klasifikasi pada pembuatan wine, untuk pemutihan kertas, serta

produksi bioetanol (Samsuri et al., 2009).

2.5 Pretreatment Bahan berlignoselulosa

Dalam bahan lignoselulosa terdapat polisakarida. Untuk menghidrolisis
polisakarida dalam bahan lignoselulosa dapat dilakukan menggunakan asam atau

enzim. Proses hidrolisis selulosa akan dihasilkan gula yang dapat dimanfaatkan.
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Selulosa memiliki ikatan yang kuat dengan hemiselulosa dan lignin dalam bahan
lignoselulosa. lIkatan lignin yang ada serta adanya struktur kristal pada selulosa
ini yang menjadi penghambat agen hidrolitik untuk menghidrolisis selulosa
(Cardona et al., 2010). Pretreatment bahan lignoselulosa memiliki tujuan untuk
menghilangkan lignin dan hemiselulosa, mengurangi kristalin selulosa dan
meningkatkan porositas bahan sehingga dapat meningkatkan hasil hidrolisis dan
proses Pretreatment dapat menghasilkan glukosa (Martin et al., 2007).
Pretreatment dapat dilakukan secara fisika, kimia, biologi, fisikokimia, listrik

maupun kombinasi dari cara-cara tersebut (Kumar et al., 2009).
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Gambar 4. Pretreatment lignoselulosa (Jun Ji et al., 2012).

2.6 Hidrolisis

Hidrolisis adalah suatu proses penguraian polimer menjadi monomer-
monomernya oleh molekul air. Pada hidrolisis selulosa, molekul air akan
menyerang biomassa dengan ikatan $-1,4-glikosidik yang akan menghasilkan
monomer berupa gula penyusun (Nasrulloh, 2009). Pada umumnya reaksinya
berjalan lambat, oleh karena itu dibutuhkan katalis yang berupa asam atau enzim.

Dalam prosesnya hidrolisis dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu suhu reaksi,
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waktu reaksi, dan konsentrasi katalis. Umumnya hidrolisis dibagi menjadi dua
yaitu hidrolisis dengan asam dan hidrolisis dengan enzim (Handayani, 2021).

2.6.1 Hidrolisis Asam

Pada hidrolisis asam, polimer dari selulosa akan didegradasi menjadi monomer
berupa gula penyusunnya. Untuk hidrolisis asam, ada beberapa asam yang
umumnya banyak digunakan yaitu asam sulfat, asam perklorat, dan asam klorida.
Dalam hidrolisis asam, dapat dibagi menjadi dua proses yaitu hidrolisis asam
dengan konsentrasi rendah dan pada suhu tinggi serta hidrolisis asam dengan
konsentrasi tinggi dan suhu rendah. Dari kedua pendekatan ini dapat ditentukan
berdasarkan beberapa hal, yaitu laju hidrolisis, total biaya produksi, hasil total
hidrolisis, dan tingkat degradasi produk (Taherzadeh and karimi, 2008).

Pada proses hidrolisis penambahan asam dengan konsentrasi tertentu akan
mempengaruhi kandungan glukosa. Dan jika penambahan melebihi batas optimal
maka kandungan dari glukosa akan menurun. Mekanisme dari hidrolisis asam
bersifat untuk memecah ikatan selulosa secara acak menjadi produk-produk selain
glukosa, seperti hidroksi metil, furfural, asam levulinik, asam asetat, furan,
fenolik, dan senyawa lainnya. Kelemahan dari metode hidrolisis menggunakan
asam Yyaitu hasil degradasi gula saat reaksi hidrolisis bersifat korosif bagi

lingkungan (Taherzadeh and Karimi, 2008).

2.6.2 Hidrolisis Enzimatik

Penggunaan enzim lebih disukai daripada proses menggunakan asam karena
enzim dapat bekerja lebih spesifik sehingga tidak akan menghasilkan produk yang
tidak diinginkan, dapat digunakan pada kondisi proses yang lebih ringan, dan
lebih ramah lingkungan. Pada proses hidrolisis secara enzimatik dapat digunakan
enzim selulase atau enzim lainnya yang dapat memecah selulosa menjadi
monomer-monomernya. Hidrolisis menggunakan enzim dapat dilakukan dengan
mengganti tahap hidrolisis asam dengan tahapan hidrolisis enzim. Keuntungan

dari hidrolisis secara enzimatik antara lain tidak terjadi degradasi gula hasil
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hidrolisis, kondisi proses yang lebih lunak (pH sekitar 4,70-4,80 dan suhu 45-
50°C), tidak terjadi reaksi samping, lebih ramah lingkungan, dan tidak melibatkan
bahan-bahan yang bersifat korosif (Cheng & Timilsina, 2011).

Hidrolisis enzimatik merupakan proses penguraian monomer-monomer penyusun
dari polimer dengan bantuan enzim sebagai katalis. Proses hidrolisis dengan
enzim memiliki kelemahan yaitu membutuhkan waktu yang lama dan harga enzim
yang cukup mahal jika dibandingkan katalis asam. Namun selain kelemahan,
proses hidrolisis dengan enzim juga memiliki beberapa keuntungan yaitu tidak
terjadi degradasi gula dari proses hidrolisis, berpotensi memberikan hasil yang
tinggi, biaya pemeliharaan alat relatif rendah karena tidak bersifat korosif
(Hendriks and Zeeman, 2009).

2.7 Nanoselulosa

Partikel nanoselulosa adalah material selulosa jenis baru yang memiliki banyak
kegunaan dalam berbagai macam aplikasi, seperti bioteknologi, komposit,
adsorben, emulsi, dan dispersi, serta biomedis. Partikel nanoselulosa adalah
material jenis baru dari selulosa yang ditandai dengan adanya peningkatan
kristalinitas, aspek rasio, luas permukaan, dan peningkatan kemampuan dispersi
serta biodegradasi. Adanya kemampuan ini, partikel nanoselulosa dapat
digunakan sebagai filler penguat polimer, aditif untuk produk-produk
biodegradable, penguat membran, pengental untuk dispersi, dan media pembawa
obat serta implan. Ada beberapa metode untuk sintesis nanoselulosa, yaitu

metode mekanik, kimia, dan biologis (loelovich, 2012).

Li et al., (2012) menggunakan metode mekanik dengan cara ultrasonikasi untuk
memperoleh nanoselulosa. Dengan daya ultrasonikasi pada saat sintesis sebesar
1500W, nanoselulosa yang dihasilkan berukuran 50-250 x 10-20 nm. Lietal.,
(2012) mengungkapkan bahwa adanya penambahan durasi waktu dalam

ultrasonikasi menyebabkan penurunan ukuran dari nanoselulosa yang dihasilkan.
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Gambar 6. Mekanisme Produksi Nanoselulosa dengan Ultrasonikasi (Li et al.,

2012).

2.8 Akrilamida

Akrilamida (sinonim: 2-Propenamida, etilen karboksiamida, akrilik amida, asam

propeonik amida, vinil amida) salah satu polimer akrilamida yaitu poliakrilamida.

Akrilamida merupakan senyawa kimia berwarna putih, tidak berbau, berbentuk

kristal padat yang sangat mudah larut dalam air dan mudah bereaksi melalui

reaksi amida atau ikatan rangkapnya. Akrilamida dalam larutan bersifat stabil
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pada suhu kamar dan tidak berpolimerisasi secara spontan. Monomernya cepat
berpolimerisasi pada titik leburnya atau dibawah sinar ultraviolet. Akrilamida

berfungsi sebagai penukar anion basa lemah dan sebagai donor ligan untuk ion
logam. Akrilamida dalam larutan bersifat stabil pada suhu kamar dan tidak

berpolimerisasi secara spontan (Harahap, 2006).

Akrilamida (AAM) merupakan salah satu jenis monomer hidrofilik yang
merupakan bahan baku paling populer untuk pembuatan polimer poliakrilamida
(PAAM) dan sebagai media penunjang dalam elektroforesis. Monomer
akrilamida yang mempunyai ikatan rangkap dua dalam struktur molekulnya yang
peka terhadap paparan radiasi membentuk radikal bebas. Akhir dari proses reaksi
radikal bebas membentuk hidrogel yang mempunyai struktur jaringan tiga
dimensi dengan tingkat yang sesuai pada ikatan silang dan memungkinkan
masuknya zat organik dan anorganik ke dalamnya, namun demikian hidrogel
poliakrilamida mempunyai kelemahan seperti kemampuannya dalam menyerap air
(swelling) terbatas dan merupakan homopolimer dengan sifat fisik relatif rendah
(Erizal dan Rahayu, 2009).

Akrilamida adalah senyawa intermediat yang dicurigai memiliki sifat
karsinogenik pada manusia. Dalam bentuk murninya, akrilamida memiliki berat
molekul 71,09, titik didih dan titik leleh masing-masing 125 dan 87,5°C.
Akrilamida merupakan faktor yang menyebabkan penyakit kanker pada sekitar
2% (100-700 dari 45.000) dalam tiap tahun kasus di dunia, di mana akrilamida
memiliki bentuk monomernya bersifat racun terhadap sistem saraf pusat, dan
dalam bentuk polimernya akrilamida diketahui tidak bersifat toksik. Akrilamida
secara umum digunakan pada pembuatan poliakrilamida. Poliakrilamida
komersial mengandung 0,05-5,0% akrilamida (bergantung pada jumlah
penggunaan poliakrilamida tersebut) dan sekitar 1 mg/kg residu monomer
akrilonitril (Hermanto dan Adawiyah, 2010).

Akrilamida terbentuk dari reaksi yang terjadi pada suhu tinggi antara karbohidrat,
protein, asam amino, serta komponen-komponen lain yang berada dalam jumlah

kecil. Mekanisme pembentukan akrilamida antara lain:



a. Terbentuk dari dekarboksilasi atau dehidrasi beberapa asam organik
tertentu yang meliputi asam malat dan asam laktat.

b. Terbentuk dari akrolein atau asam akrilat hasil degradasi karbohidrat,
lemak, atau asam amino bebas seperti asparagin, alanin, metionin, dan
glutamin yang memiliki struktur mirip akrilamida.

c. Terbentuk langsung dari asam amino asparagin yang merupakan asam
amino dengan struktur mirip dengan akrilamida dan diduga senyawa
tersebut yang paling berperan dalam pembentukan akrilamida, karena
dapat bereaksi dengan gula pada suhu tinggi (Hermanto dan Adawiyah,
2010).

H,C=CH—C—NH,

Gambar 7. Struktur Kimia Akrilamida (Harahap, 2006).

2.9 Hidrogel

Hidrogel adalah jaringan polimer hidrofilik tiga dimensi yang terikat silang dan
dapat menyerap sejumlah besar air dan cairan biologis karena memiliki afinitas
yang tinggi terhadap air. Hidrogel memiliki sifat hidrofilik yang dapat

menentukan kemampuan hidrogel untuk menyerap air. Sifat dan kemampuan
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hidrogel dalam menyerap air dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti jenis bagian

hidrogel dan derajat ikatan silangnya. Ikatan silang pada hidrogel dapat terjadi
karena adanya ikatan kovalen, ikatan ionik ataupun ikatan secara fisik seperti
ikatan hidrogen dan ikatan Van Der Waals (Buddy, 2004).

Hidrogel yang mempunyai kemampuan untuk mengembang di air atau cairan
biologi dan menunjukkan fraksi air yang berarti pada strukturnya, tetapi matriks
tersebut tidak larut dalam air. Ketika mengembang di air, hidrogel akan tetap
mempertahankan bentuk asalnya. Sifat hidrofilik dari hidrogel dipengaruhi oleh
adanya gugus-gugus -OH, -COOH, -CONHg, dan -SO3H. Sedangkan sifat
ketidaklarutannya dalam air dan kemampuan mempertahankan bentuk
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dipengaruhi oleh struktur tiga dimensi dari hidrogel. Kemampuan dari hidrogel
untuk mengembang di air adalah kesetimbangan antara kekuatan dispersi pada
rantai hidrat dengan kekuatan kohesi yang tidak mencegah penetrasi air ke dalam
hidrogel. Selain itu, derajat dan sifat ikatan silang serta kekristalan dari polimer
turut menentukan sifat mengembang dari hidrogel. Umumnya hidrogel dibuat
dari polimer hidrofilik baik dalam bentuk tunggal atau kombinasi dengan polimer
lainnya dengan teknik kimia atau radiasi sehingga membentuk ikatan silang
(crosslinking). Polimer yang digunakan dapat berupa polimer sintetis seperti
polivinil pirolidon (PVP) dan polivinil alkohol (PVA) atau polimer alam (Rizky,
2019).

2.9.1 Metode Pembuatan Hidrogel

2.9.1.1 Metode Polimerisasi Radikal Bebas

Metode polimerisasi radikal bebas merupakan tipe umum dari mekanisme
polimerisasi rantai yang diinisiasi oleh radikal bebas. Radikal bebas molekul
dengan elektron tak berpasangan. Radikal bebas biasanya sangat reaktif.
Stabilitas radikal bergantung pada kecenderungan molekul untuk bereaksi dengan
senyawa lain. Radikal yang tidak stabil akan bereaksi dengan banyak molekul
yang berbeda. Radikal tidak akan mudah bereaksi dengan zat-zat kimia lainnya.
Stabilitas dari radikal bebas dapat bergantung dari sifat-sifat molekul tersebut
(Rizky, 2019).

Pada polimerisasi radikal bebas, radikal akan menyerang satu monomer dan
elektron akan bermigrasi ke bagian molekul lainnya. Radikal baru yang terbentuk
akan menyerang monomer lain dan diulangi prosesnya dengan penambahan
sejumlah monomer. Polimerisasi rantai radikal bebas meliputi tahap dekomposisi

inisiasi, propagasi, dan terminasi (Steven, 2000).
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2.9.1.2 Metode Pengaitan Silang Secara Kimia

Pengaitan silang (cross-linking) adalah salah satu jenis metode pengikatan secara
kimiawi. Penggunaan pengikat silang yaitu sebagai penghubung antara polimer
yang satu dengan yang lain. Pada pembuatan hidrogel pengikat silang yang
digunakan akan menghasilkan ikatan kovalen pada polimer yang bereaksi.
Beberapa bahan kimia yang dapat digunakan sebagai pengikat silang yaitu
glutaraldehid, metilen bis akrilamida, dan masih banyak lagi yang lainnya (Adi,
2012). Teknik ini digunakan untuk memodifikasi sifat kimia dan fisika dari
polimer alami dan sintesis. Polimer yang memiliki monomer yang panjang
berdasarkan strukturnya polimer dapat dikelompokkan menjadi polimer linear,
bercabang, dan polimer dengan jaringan tiga dimensi atau sambung silang
(Siregar, 2015).

2.9.2 Aplikasi Hidrogel

Aplikasi pemanfaatan hidrogel sangat luas dan berkembang pesat. Hidrogel dapat
digunakan sebagai pengganti tisu yang lembut, pelapisan pipa saluran tubuh,
membran hemodialisis, lensa kontak, enkapsulasi sel, sarana pengangkut obat,
bahan pembuat tisu, pembalut luka, organ tubuh buatan/tiruan, dan biosensor
(Wijayanti, 2012).

2.10 Amoksisilin

Amoksisilin merupakan obat generik dan termasuk golongan obat penisilin.
Amoksisilin merupakan antibiotik S-lactam yang berspektrum luas dan sering
digunakan untuk mengobati berbagai penyakit infeksi yang disebabkan oleh
bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif, seperti infeksi telinga, Pneumonia,
faringitis, streptokokus, infeksi kulit, infeksi saluran kemih, infeksi Salmonella,

Infeksi Chlamydia dan penyakit Lyme.
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Amoksisilin banyak digunakan dalam uji antibakteri, untuk mengetahui
sensitivitas atau resistansi suatu bakteri terhadap antibiotik amoksisilin dapat
dilihat dari ada tidaknya zona hambat yang terbentuk di sekitar koloni. Zona
hambat ditandai dengan adanya zona bening yang digunakan sebagai acuan
penentuan tingkat resistensi bakteri terhadap antibiotik di mana semakin besar
diameter zona bening yang terbentuk maka semakin menghambat pertumbuhan
bakteri. Terdapat tiga tingkat resistensi bakteri yaitu sensitif, intermediet, dan
resisten. Sensitif apabila terbentuk zona bening; resisten apabila saat pengujian
tidak terbentuk zona bening; dan intermediet apabila terbentuk zona bening
dengan diameter yang kecil. Amoksisilin termasuk antibiotik yang berspektrum
luas dan bersifat bakterisidal (membunuh bakteri) pada bakteri Gram positif dan
bakteri Gram negatif (Maida dan Lestari, 2019).

2.11  Analisis X-Ray Diffraction (X-RD)

Difraksi sinar-X merupakan suatu teknik yang digunakan untuk mengidentifikasi
adanya fasa kristalin di dalam material-material benda dan serbuk, dan untuk
menganalisis sifat-sifat struktur (seperti ukuran butir, fasa komposisi orientasi
kristal, dan cacat kristal) dari tiap fasa. Metode ini menggunakan sebuah sinar-X
yang terdifraksi seperti sinar yang direfleksikan dari setiap bidang, berturut-turut
dibentuk oleh atom-atom kristal dari material tersebut. Dengan berbagai sudut
timbul, pola difraksi yang terbentuk menyatakan karakteristik dari sampel.
Susunan ini diidentifikasi dengan membandingkannya dengan sebuah data base
internasional (Zakaria, 2003).

Teknik X-Ray Diffraction (XRD) berperan penting dalam proses analisis padatan
kristal maupun amorf. XRD dapat digunakan untuk membedakan antara material
yang bersifat kristal dengan amorf, mengukur macam-macam keacakan dan
penyimpangan kristal, karakterisasi material kristal, dan identifikasi mineral-
mineral. Pada kopolimerisasi graft, uji XRD dapat digunakan untuk melihat
susunan polimer terbentuk. Seandainya terbentuk polimer kristalin, pola

difraktogram memiliki puncak dengan sudut tajam pada intensitas tinggi,
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sedangkan polimer amorf memiliki puncak tidak tajam (sudut melebar) pada
intensitas rendah. Sementara polimer semikristalin memiliki perpaduan puncak

dengan sudut tajam dan puncak dengan sudut lebar (Fauzi, 2017).

2.12 Analisis Particle Size Analyzer (PSA)

Particle Size Analyzer (PSA) merupakan salah satu alat yang dapat digunakan
untuk pengujian distribusi ukuran partikel berukuran nanometer. Particle Size
Analyzer (PSA) adalah salah satu alat yang dapat digunakan untuk mengetahui
distribusi ukuran partikel berukuran nanometer. Prinsip pengukuran alat PSA ini
berdasarkan pada hamburan cahaya laser oleh partikel-partikel dalam sampel.
Cahaya yang berasal dari laser dipancarkan melalui pinhole (jarum kecil)
kemudian dikirim ke partikel dalam sampel. Partikel-partikel dalam sampel
menghamburkan kembali cahayanya melalui pinhole dan masuk ke detektor.
Sinyal analog yang terdeteksi diubah menjadi sinyal digital yang kemudian diolah
menjadi deret hitung (Nuraeni dkk., 2013).

2.13 Analisis FTIR (Fourier Transform Infra Red)

Metode spektroskopi yang umum dipakai untuk meneliti polimer antara lain: Infra
Red (IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Ultraviolet (UV), dan Sinar X (X-
Ray). Spektroskopi yang paling banyak dipakai adalah FTIR. FTIR merupakan
teknik yang mudah untuk mengidentifikasi adanya gugus fungsi pada suatu
molekul. FTIR merekam interaksi radiasi IR dengan sampel percobaan,
menentukan frekuensi dimana sampel menyerap radiasi dan intensitas
penyerapannya. Penentuan frekuensi ini mampu mengidentifikasi sampel
sehingga gugus fungsinya diketahui yang menyerap cahaya pada frekuensi
tertentu (Fauzi, 2017).

Spektroskopi ini umumnya memancarkan sinar inframerah pada bagian spektrum
elektromagnetik yang ada pada daerah tampak dan daerah gelombang mikro

dengan kerapatan kurang dari 100 cm™ dan panjang gelombang lebih dari 100 um
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yang dapat diserap oleh molekul organik kemudian akan diubah menjadi energi
putaran molekul. Serapan radiasi inframerah oleh molekul dapat terjadi akibat
adanya interaksi vibrasi dari ikatan kimia yang menyebabkan hidrogel.
Spektroskopi ini dapat digunakan untuk melihat spektrum gugus fungsi dari
hidrogel kering. Pada daerah gugus fungsi akan muncul puncak serapan dalam
spektrum inframerah hal ini menunjukkan bahwa terdapat beberapa gugus fungsi
dari senyawa yang dianalisis. Dan bila pada daerah gugus fungsi tidak muncul
puncak serapan maka tidak ada gugus fungsi yang terserap pada daerah itu
(Handayani, 2021).

2.14 Sediaan obat

Hidrogel merupakan jaringan polimer yang mengembang secara ekstensif dengan
air. Nama lain dari gel hidrofilik disebut hidrogel, jaringan yang terdiri dari rantai
polimer, yang di mana air adalah yang didispersikan. Dalam pengaplikasiannya
hidrogel sering digunakan dalam medis salah satunya, menurut Yang dkk, (2009)
dalam penelitiannya berguna sebagai penyembuhan luka, dapat diamati hidrogel
yang terkandung dari PVA / kitosan / gliserol hidrogel dibuat dengan iradiasi
diikuti dengan freeze-thawing, aplikasi hidrogel berhasil digunakan sebagai bahan
pembalut dalam perawatan medis untuk luka bakar dan luka karena lingkungan

yang basah dapat meningkatkan penyembuhan luka proses (Roy et al., 2011).

Aplikasi lainnya juga hidrogel digunakan untuk penghantaran obat target ke usus
besar kombinasi antara polimer kitosan dan poli asam akrilat (PAA). Dalam
sistem penghantaran obat yang ditargetkan pada usus besar telah menarik minat
yang cukup besar karena sinergi antara polimer ini dapat menawarkan solusi baru
untuk perawatan yang ditargetkan pada usus besar. Pada aplikasi hidrogel yang
dibuat dalam bentuk film bukal yang digunakan sebagai antibiotik untuk penyakit
infeksi. Ini menjadi modifikasi baru dalam sediaan hidrogel yang lebih efektif

digunakan untuk infeksi lokal pada mulut (Zhang et al., 2016).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung pada bulan Mei sampai Oktober 2022.
Analisis Particle Size Analyzer (PSA) dilakukan di Universitas Padjajaran,
analisis menggunakan Fourier Transform Infra Red (FTIR) dilakukan di UPT

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain, alat-alat gelas, seperti
labu erlenmeyer, gelas ukur, gelas piala, labu leher tiga, pipet tetes. Kemudian
alat-alat lainnya, seperti mikropipet, termometer, neraca analitik, autoclave,
waterbath, spatula, batang pengaduk, hot plate, oven, gunting, magnetic stirrer,
ultrasonikator, jarum ose, lemari pendingin, sentrifus, kondensor, refluks, spatula,
Particle Size Analyzer (PSA), Fourier Transform Infra Red(FTIR).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tepung ampas tebu
(Baggase), malt ekstrak, yeast ekstrak, glukosa, agar, xilan beechwood,
Ammonium Persulfat (APS), Akril Amida (AAM), Metilen Bis-Akrilamida
(MBA), amoksisilin, kertas saring, kantung teh, H.SO4 5 M, congo red, aseton,

metanol, etanol, Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus.
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3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Preparasi Sampel

Ampas tebu sebanyak 1 kg dicuci menggunakan air mengalir kemudian
dikeringkan dengan menggunakan oven selama 1-2 hari. Ampas tebu yang telah
kering lalu digiling hingga menjadi serbuk. Selanjutnya serbuk ampas tebu
disaring menggunakan saringan besi dengan ukuran 250 mikrometer. Serbuk
ampas tebu selanjutnya dianalisis komposisinya menggunakan metode

pretreatment dan hidrolisis enzimatik oleh isolat Actinomycetes.

3.3.2 Analisis Komponen Ampas Tebu dengan Metode TAPPI

3.3.1.1 Hidrolisis dengan Asam

Serbuk ampas tebu ditimbang sebanyak 300 mg dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 50 mL, kemudian ditambahkan 10 mL asam sulfat (H2SO4) 72% dan
dihomogenkan, menggunakan magnetic stirrer selama 1,5 jam pada suhu 30°C.
Setelah itu, sampel dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL, ditambahkan 170
mL akuades dan dipanaskan menggunakan autoclave selama 1 jam pada suhu
121°C. Hasil proses tersebut berupa filtrat (soluble lignin) dan endapan (insoluble
lignin). Endapan dipisahkan dari larutannya dengan disaring menggunakan kertas
saring dan didiamkan selama 3 hari agar hasil maksimal. Filtrat ditampung dalam
erlenmeyer lain dan digunakan untuk menentukan lignin larut asam serta
karbohidrat, sedangkan padatannya digunakan untuk menentukan lignin tidak
larut asam (Wijayanti, 2021).

3.3.1.2 Analisis Lignin tidak Larut Asam (Insoluble lignin)

Padatan hasil penyaringan dibilas dengan menggunakan 50 mL akuades.
Kemudian endapan dikeringkan pada suhu 80°C selama 20 menit. Endapan

dikeluarkan dari oven dan dibiarkan dingin hingga suhu ruang. Endapan
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ditimbang dan dicatat berat wadah dan residu kering untuk menghitung jumlah

lignin tidak larut asam menggunakan persamaan 1.

__ Berat endapan akhir hidrolisis

Lignin tidak larut asam

%X 100% 1)
(Wijayanti, 2021).

Berat sampel awal

3.3.1.3 Analisis Lignin Larut Asam (Soluble Lignin)

Filtrat hasil hidrolisis diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 240 nm. Sampel diencerkan menggunakan akuades
agar nilai absorbansi berkisar 0,7-1,0. Jumlah lignin larut asam (LLA) dapat

dihitung dengan persamaan 2 dan 3.

__ UV abs xV filtrat xPengenceran

= X )
LLA & XODW sampel xLebar kuvet 100% (2)
__ Vsampel +V pelarut (3)
- V sampel )
Keterangan :

LLA adalah lignin larut asam (%), UV abs adalah absorbansi UV-Vis , volume
filtrat adalah filtrat hasil hidrolisis (mL) dan ¢ adalah absorptivitas biomassa,
ODW sampel adalah berat sampel (mg) dan lebar kuvet yang dipakai adalah 1 cm
(Wijayanti, 2021).

3.3.1.4 Analisis Selulosa

Filtrat hasil hidrolisis dinetralkan menggunakan kalsium karbonat hingga pH 5-6
dalam gelas beaker 100 mL. Kalsium karbonat ditambahkan secara perlahan ke
dalam filtrat dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Setelah pH
mencapai 5-6, penambahan kalsium karbonat dihentikan dan dibiarkan hingga
sampel mengendap. Cairan yang terpisah pada bagian atas endapan dianalisis
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm dengan
mereaksikan sampel dengan DNS dan diinkubasi selama 15 menit (Wijayanti,
2021).
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3.3.3 Penapisan Actinomycetes

Uji kemampuan xilanolitik pada isolat Actinomycetes dilakukan untuk mengkultur
isolat Actinomycetes. Pada uji kemampuan selulolitik dan xilanolitik media yang
digunakan yaitu ISP-2 dan ditambahkan xilan birchwood 0,5 g. Media
disterilisasi pada autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit, kemudian
dituang pada cawan petri. Isolat murni kemudian ditotolkan pada media yang
telah disiapkan dan diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu 37°C. Setelah
diinkubasi media yang telah ditumbuhi bakteri kemudian disiram dengan
menggunakan pereaksi congo red ditunggu selama 5 menit kemudian diamati
zona bening yang terbentuk dan diukur zona bening yang terbentuk. Zona bening
yang terbentuk di sekitar koloni bakteri menunjukkan adanya bahwa bakteri

memiliki aktivitas xilanolitik.

Secara kualitatif, besarnya aktivitas xilanolitik dapat dinyatakan sebagai indeks
xilanolitik atau Indeks Aktivitas enzim xilanolitik (IAE) yang diperoleh dengan

menggunakan rumus persamaan (4) sebagai berikut:
IAE == (4)

Keterangan :
A = diameter zona bening (mm)

B = diameter koloni (mm)
(Wijayanti, 2021).

3.3.4 Pretreatment Ampas Tebu

Pretreatment dilakukan dengan memanfaatkan isolat Actinomycetes terpilih
dengan aktivitas xilanolitik tertinggi untuk menghidrolisis lignoselulosa.
Optimasi waktu hidrolisis dilakukan dengan menghidrolisis 3 % tepung ampas
tebu oleh isolat Actinomycetes terpilih dalam 100 mL media Yeast Malt Broth.
Dengan komposisi media yaitu ekstrak yeast 0,4%, ekstrak malt 1%, glukosa

0,4%, selama 7 hari pada 120 rpm. pH awal ditentukan dengan menggunakan
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larutan buffer buffer Na,HPO4-NaH2PO 0,2 N pH 7,0 (Satria et al., 2020).
Endapan selulosa hasil pretreatment kemudian dibilas dengan menggunakan

akuades untuk menghasilkan endapan selulosa yang bebas dari sel-sel bakteri.

3.3.5 Pengukuran Indeks Kristalinitas

Analisis XRD dilakukan pada substrat pretreatment ampas tebu yang
menghasilkan kadar glukosa yang tertinggi setelah dihidrolisis menggunakan
isolat Actinomycetes menggunakan Panalytical Xpert Multi-Purpose
Diffractometer dengan radiasi Cu-Ka. Detektor X Celerator digunakan untuk
mengumpulkan data pada rentang sudut 5-60°/26. Tegangan dipilih pada 40 kV
dengan arus sebesar 30 mA. Indeks kristalinitas selulosa dapat dihitung dengan
metode empiris ditunjukkan dalam persamaan (5) berikut.

Crl = looz7lam 1009y (5)

loo2

Keterangan :

Crl adalah indeks kristalinitas biomassa (%), loo2 adalah intensitas difraksi dengan
puncak pada daerah 26 = 22 — 24°, dan lam adalah intensitas dari bagian amorf,

yaitu pada lembah antara dua puncak pada 26 = 18° (Wijayanti, 2021).

3.3.6 Pembuatan Nanoselulosa

3.3.6.1 Hidrolisis Parsial asam

Sebanyak 200 mL H>SO4 5 M dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL
kemudian dipanaskan dengan hotplate stirrer hingga suhu mencapai 45°C.
Selanjutnya ditambahkan 10 gram serbuk selulosa untuk dihidrolisis dengan cara
diaduk menggunakan stirrer selama 60 menit pada suhu 45°C. Setelah itu
suspensi yang terbentuk disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10
menit. Kemudian didekantasi, endapan yang diperoleh ditambahkan sedikit
akuades dan Na;COs 5% b/v hingga diperoleh pH 7 (Antika, 2021).
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3.3.6.2 Sonikasi

Hasil endapan yang diperoleh dari hidrolisis enzimatik, dinetralkan dengan
ditambah akuades hingga terbentuk suspensi dengan konsentrasi 5%. Suspensi
yang dihasilkan kemudian disonikasi dengan frekuensi 40 kHz dan daya 1500 W
selama 60 menit (Muharram dkk., 2020). Setelah itu suspensi hasil sonikasi di
sentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm kemudian didekantasi, dan endapan hasil
dekantasi dikeringkan menggunakan freeze dryer selama 75 jam. Endapan hasil
sonikasi di uji menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) untuk mengetahui

ukuran nanoselulosa (Antika, 2021).

3.3.7 Pembuatan Hidrogel

Nanoselulosa yang telah dikeringkan ditimbang seberat 2 g dimasukkan ke dalam
labu leher tiga yang telah dilengkapi dengan kondensor, termometer, dan batang
pengaduk. Kemudian ditambahkan akuades sebanyak 70 mL hingga membentuk
pulp lalu dipanaskan hingga suhu 95°C selama 30 menit. Setelah itu suhu
diturunkan hingga suhu 60 °C . Kemudian ditambahkan ammonium
peroksidisulfat 0,1 g dan diaduk selama 15 menit. Setelah itu ditambahkan
campuran 10 g monomer akrilamida dan 0,01 g metilen bis-akrilamida (MBA)
dalam 80 mL akuades. Kemudian dinaikkan suhunya secara perlahan hingga 70°C
selama 3 jam. Produk yang dihasilkan kemudian diendapkan menggunakan
metanol dan etanol dengan perbandingan 1:1. Selanjutnya direfluks dengan
aseton selama 1 jam. Padatan yang dihasilkan kemudian dikeringkan pada suhu
60°C (Antika, 2021).

3.3.8 Karakterisasi Hidrogel

3.3.8.1 Kemampuan pembengkakan

Sebanyak 0,1 g hidrogel kering dimasukkan kedalam 200 mL air suling dan
didiamkan selama 24 jam. Persentase pembengkakan dari hidrogel ditentukan
berdasarkan persamaan (6):
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(my —mq )

SR = x 100% (6)

my
Keterangan :
SR = persentase pembengkakan / swelling (%).
my = berat hidrogel kering (g).

m, = berat hidrogel setelah mengembang (g).
(Antika, 2021).

3.3.8.2 Analisis FTIR

Hidrogel kering dianalisis menggunakan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi
hidrogel (Antika, 2021).

3.3.8.3 Uji Penghambatan Pertumbuhan Bakteri

Hidrogel kering sebanyak 0,1 gram kemudian direndam dengan larutan antibiotik
selama 48 jam. Antibiotik yang digunakan sebanyak 600 dan 200 ug.
Selanjutnya hasil hidrogel tersebut diuji terhadap bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Digunakan pula hidrogel yang bebas antibiotik sebagai
kontrol negatif (Antika, 2021). Uji dilakukan dengan cara, kedua isolat bakteri
diremajakan pada media nutrient agar. Kemudian, hidrogel yang mengandung
antibiotik ditempatkan di atas permukaan media agar, lalu diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi 24 jam kemudian zona bening yang

muncul diukur diameternya.



3.4 Diagram Alir

Berikut adalah gambar diagram alir sebagai kerangka dasar penelitian :
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Gambar 8. Diagram Alir




V. KESIMPULAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1.

Pada penapisan Actinomycetes diperoleh isolat murni yaitu Act-4 dengan
besar indeks xilanolitik sebesar 1,29, hal ini menunjukkan adanya aktivitas
xilanolitik pada isolat Act-4.

Pada pretreatment secara biologi dengan memanfaatkan isolat Act-4
sebagai isolat terpilih dihasilkan selulosa dari lignoselulosa yang terdapat
pada ampas tebu.

Dihasilkan selulosa yang memiliki ukuran diameter dengan ukuran paling
kecil 21,11 nm, rata-rata 49,92 nm dan ukuran paling banyak dihasilkan
diameter 52,91 nm, selulosa yang dihasilkan masih dalam rentang ukuran
nanometer.

Diperoleh hidrogel kering sebanyak 17,25 gram, dengan kapasitas
penyerapan air sebesar 30,2 g/g, persentase pembengkakan sebesar
3022,2%. Pada analisis FTIR terbentuk dua puncak pada bagian
gelombang 1647 cm™ yang merupakan gugus C=0 pada rantai polimer
hidrogel.

Hidrogel yang diinfuskan antibiotik amoksisilin dengan konsentrasi 600
dan 1200 ug pada bakteri S. aureus ATCC 25923 dihasilkan zona hambat
18 dan 25 mm sedangkan pada E.coli ATCC 25922 dihasilkan zona
hambat 15 dan 17 mm, terbukti dapat menghambat bakteri.
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5.2 Saran

Penelitian yang telah dilakukan dan menghasilkan nanokomposit hidrogel dari
ampas tebu dengan reaksi kopolimerisasi pencangkokan-penautan silang antara
selulosa, akrilamida, dan metilen bis-akrilamida (MBA). Namun terdapat
beberapa hal yang perlu disempurnakan pada penelitian ini di masa mendatang
antara lain: perlunya dilakukan pengembangan potensi hidrogel dalam uji
penyerapannya selain uji penyerapan antibiotik, serta perlunya dilakukan evaluasi
pada prosedur pembuatan nanoselulosa agar diperoleh hasil yang lebih seragam.
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