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ABSTRACT 

 

 

OPTIMIZATION OF CULTURE CONDITIONS FOR PRODUCTION 

OF BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) BY Kc-T-1 ISOLATE 

FROM SUGARCANE INDUSTRY LIQUID WASTE 

 

 

By 

 

 

Fatma Dita Budiarti 

 

 

 

 

Bacterial nanocellulose (BNC) includes pure cellulose from bacteria which has 

a very high water holding capacity so that it is widely applied in various 

industries. BNC-producing bacterial strain groups generally grow in media with 

balanced nutrients and pH to maximize production. The purpose of this study 

was to obtain the optimum conditions for BNC production through variations 

in pH, carbon sources, nitrogen sources, and phosphate sources. The stages of 

this research included rejuvenation of BNC-producing isolates, optimization of 

isolate culture conditions, measurement of Water Hold Capacity (WHC), and 

characterization of BNC results using Fourier Transform Infra-Red (FTIR) and 

Scanning Electron Microscope (SEM). The optimized BNC producing isolate 

is Kc-T-1 isolate. The results showed that the optimum conditions for BNC 

production by Kc-T-1 isolates were using modified HS medium (HS-T) with 

the addition of a nitrogen source in the form of beef extract and without the 

addition of other carbon and phosphate sources. HS-T medium with a molasses 

concentration of 6% Brix with the addition of beef extract and a fermentation 

period of 14 days at pH 6.0 produced a BNC pellicle with a wet weight of 13.82 

g. The percentage of WHC values of the pellicle produced by isolate Kc-T-1 in 

culture medium with variations in pH, carbon source, nitrogen source and 

phosphate source ranged from 96% -98%. SEM and FTIR analysis showed that 

the cellulose pellicle has a nano size and has functional groups that strengthen 

it as a cellulose material. 

 

 

Keywords: Bacterial Nanocellulose (BNC), Kombucha, Molasses Waste 

water, Hestrin-Scramm (HS) Medium. 
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Bacterial nanocellulose (BNC) termasuk selulosa murni dari bakteri yang 

mempunyai kapasitas menahan air yang sangat tinggi sehingga banyak 

diaplikasikan dalam berbagai industri. Kelompok strain bakteri penghasil BNC 

umumnya tumbuh dalam media dengan nutrisi dan pH yang seimbang untuk 

memaksimalkan produksi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan 

kondisi optimum produksi BNC melalui variasi pH, sumber karbon, sumber 

nitrogen, dan sumber fosfat. Tahapan penelitian ini meliputi peremajaan isolat 

penghasil BNC, optimasi kondisi kultur isolat, pengukuran Water Hold 

Capacity (WHC), dan karakterisasi hasil BNC dengan menggunakan Fourier 

Transform Infra-Red (FTIR) dan Scanning Electron Microscope (SEM). Isolat 

penghasil BNC yang dioptimasi adalah isolat Kc-T-1. Hasil penelitian 

diperoleh kondisi optimum produksi BNC oleh isolat Kc-T-1 adalah menggunakan 

medium HS termodifikasi (HS-T) dengan penambahan sumber nitrogen berupa beef 

extract dan tanpa penambahan sumber karbon dan sumber fosfat lainnya. Medium 

HS-T dengan konsentrasi molase sebesar 6% Brix dengan penambahan beef extract 

dan masa fermentasi selama 14 hari pada pH 6,0 menghasilkan pelikel BNC dengan 

berat basah sebesar 13,82 g. Presentase nilai WHC dari pelikel yang diproduksi 

isolat Kc-T-1 pada medium kultur dengan variasi pH, sumber karbon, sumber 

nitrogen dan sumber fosfat berkisar antara 96%-98%. Analisis SEM dan FTIR 

menunjukkan bahwa pelikel selulosa memiliki ukuran nano dan memiliki gugus 

fungsi yang menguatkan sebagai material selulosa. 
 

 

Kata Kunci: Bacterial Nanocellulose (BNC), Kombucha, Limbah Cair 

Molase, Media Hestrin-Scramm (HS).
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I .  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1  Latar Belakang 

 

Biomassa berbasis selulosa menjadi bahan baku dengan sumber daya 

terbarukan terbesar yang ditemukan di bumi, dimana sekitar 1,5 triliun ton 

selulosa diproduksi setiap tahunnya. Selulosa dapat disintesis oleh beberapa 

jenis bakteri, alga dan jamur. Selulosa bakteri (BC) merupakan sumber 

selulosa paling umum diantara selulosa non-tumbuhan, sehingga dapat 

dijadikan alternatif yang cocok untuk pengganti selulosa tumbuhan dalam 

berbagai aplikasi farmasi dan industri. Selulosa merupakan sediaan material 

yang dapat diperbaharui atau bersifat terbaharukan (renewable). Hal tersebut 

dapat menjamin tersedianya pasokan bahan baku dan tidak perlu bergantung 

pada bahan baku fosil. BC termasuk biomaterial dengan ukuran mikro 

(polisakarida ekstraselular) yang diproduksi oleh bakteri asam asetat dari  

genus Acetobacter, Gluconacetobacter, dan Komogataeibacter untuk 

memproduksi selulosa dan nanoselulosa (Iguchi et al., 2000). 

 

Selulosa merupakan polimer yang memiliki rumus kimia C6H11O5 tersusun 

dari monomer-monomer glukosa dalam bentuk beta yang dihubungkan 

melalui reaksi kondensasi oleh ikatan glikosidik 1,4. Umumnya, selulosa 

memiliki banyak keunggulan seperti densitas yang rendah, sifat mekanik yang 

baik, melimpah, relatif murah, ramah lingkungan, mudah didegradasi, tidak 

beracun dan merupakan sumber daya alam yang dapat diperbaharui 

(Ludwicka et al., 2020). Potensi pemanfaatan selulosa umumnya hampir 

memenuhi semua aspek standar kebutuhan manusia, seperti pemanfaatan dari 

bahan konvensional meliputi industri kayu dan kertas, sampai material 

modern yang meliputi komposit, sumber penyedia energi, penghantar obat 
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(drug delivery) dan aplikasi biomedis (Fernandes et al., 2013). 

 

Nanoselulosa adalah selulosa dengan ukuran nano yang diproduksi dari selulosa 

alami pada sel tumbuhan. Nanoselulosa umumnya akan mempertahankan sifat 

biodegradable dan regeneratif dari selulosa alami. Selain itu nanoselulosa juga 

mempunyai luas permukaan spesifik yang relatif besar, biokompatibilitas, tidak 

beracun dan kemampuan untuk membentuk ikatan hidrogen yang efektif antar 

rantai-rantai selulosa hingga matriks polimer lain. Nanoselulosa dapat dibagi 

menjadi 3 bentuk utama diantaranya selulosa nanofibril (CNF), selulosa 

nanokristal (CNC), dan nanoselulosa bakterial (BNC) (Shankar & Jong-Whan, 

2016). 

 

Bacterial nanocellulose adalah polimer linier glukosa berbentuk kristalin yang 

disintesis oleh bakteri terutama Gluconacetobacter xynilus. atau G. xynilus 

merupakan produsen mikroba utama untuk BNC dan telah menjadi sistem 

model untuk studi mekanisme biosintesis BNC. Hal ini disebabkan karena 

BNC memiliki ikatan hidrogen yang lebih banyak dan lebih kuat daripada 

selulosa tanaman. Umumnya, BNC memiliki bentuk kristal Iα dan Iβ, bersifat 

non toksik, kekuatan tarikan yang baik, tidak menyebabkan reaksi alergi dan 

mudah dibiodegradasi. Selain itu, BNC juga memiliki luas permukaan yang 

besar dengan diameter serat 20-200 nm sehingga dapat menyerap air dalam 

jumlah yang besar serta mempunyai adherence yang baik. Berdasarkan sifat 

dan karakteristik tersebut, BNC dapat dimanfaatkan dalam berbagai macam 

industri seperti industri kertas, industri tekstil, hingga farmasi (Asthary et al., 

2020). 

 

Hasil sintesis bakteri aerobik seperti bakteri asam asetat akan menghasilkan 

BNC yang memiliki bentuk berupa selulosa murni dengan diameter berukuran 

nano. Kelompok strain bakteri asam asetat penghasil BNC umumnya 

ditumbuhkan dalam media yang mengandung nutrisi seperti glukosa yang 

berfungsi sebagai sumber karbon. Potensi limbah yang mengandung karbon 

dapat dijadikan media fermentasi untuk BNC. Penelitian tentang pemanfaatan 

bahan baku yang minim biaya sangat penting dilakukan sebagai alternatif 
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produksi BNC. Residu pertanian terbarukan dan produk sampingan industri 

seperti kulit dan jus buah, jerami gandum, sekam padi, kurma dan tetes tebu telah 

dipelajari sebelumnya sebagai substrat untuk produksi selulosa. Limbah tebu 

mengandung molase atau tetes tebu yang dapat dijadikan sebagai substrat 

fermentasi untuk mikroba dan dapat digunakan untuk biosintesis selulosa. 

Pemanfaatan molase untuk produksi nanoselulosa juga telah banyak dilakukan 

di berbagai industri. Umumnya penelitian tentang BNC berfokus pada bakteri 

penghasil BNC dengan memperoleh kondisi optimum produksi BNC dalam 

skala laboratorium (Gatenholm & Klemm, 2010).   

 

Sementara itu, Azizah (2022) telah melakukan studi untuk produksi BNC 

menggunakan limbah cair tebu sebagai upaya untuk mengurangi biaya 

produksi BNC. Kandungan molase yang tinggi pada limbah cair tebu dapat 

digunakan sebagai sumber substrat untuk pengganti glukosa pada medium 

produksi BNC. Hasil yang didapatkan dari seleksi mikroba dengan media 

GEY berupa isolat Kc-T-1 yang menghasilkan indeks halo sebesar 2,2. Isolat 

Kc-T-1 ditumbuhkan pada medium HS cair steril, dan variasi konsentrasi 

medium molase sebesar 2%, 4% dan 6% Brix dalam kondisi statis dan agitasi. 

Kondisi optimum produksi BNC ditunjukkan pada kondisi statis pada variasi 

konsentrasi medium molase sebesar 6% Brix dengan masa inkubasi selama 14 

hari yang menghasilkan berat pelikel basah 12,80 g. Isolat mikroba Kc-T-1 

disimpan di Laboratorium Biokimia. 

 

Walaupun isolat mikroba Kc-T-1 mampu memproduksi BNC dengan baik. 

Namun, optimasi produksi pada BNC masih perlu dilakukan secara intensif. 

Pada penelitian ini, dilakukan optimasi produksi nanoselulosa bakterial dari 

limbah cair tebu dengan variasi pH kultur, sumber karbon, sumber nitrogen, 

dan sumber fosfat. Dari kondisi yang diperoleh kemudian dilakukan analisis 

kualitatif terhadap BNC yang dihasilkan menggunakan SEM dan FTIR. Hasil 

yang didapatkan diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai referensi atau rujukan 

bagi penelitian BNC selanjutnya. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dalam penelitian ini sebagai berikut: 

1. Mendapatkan kondisi optimum produksi BNC dengan variasi pH, sumber 

karbon, sumber nitrogen, dan sumber fosfat. 

2. Mengetahui karakteristik pelikel BNC dengan menggunakan SEM dan 

FTIR. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Hasil penelitian diharapkan dapat menambah wawasan atau ilmu pengetahuan 

bagi para pembaca dan mahasiswa serta dapat dijadikan referensi atau rujukan 

bagi penelitian BNC selanjutnya. 



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1  Selulosa 

 

2.1.1  Pengertian Selulosa 

 

Selulosa adalah suatu komponen utama yang digunakan sebagai pembangun 

dinding sel tumbuhan dari tingkat tinggi seperti pohon hingga organisme primitif 

seperti flagelata, bakteri, dan alga. Selulosa merupakan komponen karbohidrat 

rantai lurus dimana glukosa menjadi monomer penyusunnya. Antar monomer 

tersebut dihubungkan oleh ikatan hidrogen. Selulosa termasuk homopolimer yang 

tersusun dari unit β-D-glukopiranosa yang terikat oleh ikatan (1,4)-glikosida, 

dimana n adalah derajat polimerisasi selulosa (DP) (Klemm et al., 2005). Bentuk 

struktur selulosa dapat dilihat pada Gambar 1: 

 

 

 

 

Gambar 1. Struktur Molekul Selulosa (Asmoro et al., 2018). 

 

 

Selulosa adalah polimer linear yang memiliki ikatan dan unit-unit yang seragam. 

Unit pengulangan pada polimer selulosa tersusun dari dua unit glukosa anhidrida 

atau lebih dikenal dengan unit selobiosa. Dua unit glukosa yang saling berdekatan 

akan bersatu dengan mengeliminasi satu molekul air yang terletak di antara gugus 

hidroksil pada C1 dan C4. Gugus OH yang terdapat pada C1 dan C4 umumnya 

memiliki sifat yang berbeda. Gugus C1-OH adalah gugus hidrat aldehida yang 
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bersifat pereduksi, sedangkan gugus C4-OH adalah gugus hidroksil alkohol yang 

memiliki sifat bukan pereduksi. Panjang rangkaian selulosa bergantung pada 

derajat polimerisasinya, sehingga semakin panjang rangkaiannya maka selulosa 

akan memiliki serat yang lebih kuat serta lebih tahan terhadap cahaya, mikroba, 

dan bahan kimia (Trache et al., 2016). 

 

Pada dasarnya, tipe selulosa dikelompokkan menjadi 4 kelompok diantaranya 

selulosa alam, selulosa murni, selulosa laboratorium dan selulosa komersial/teknis 

(pulp). Proses-proses yang digunakan untuk pembuatan pulp biomassa 

lignoselulosa termasuk teknik sediaan selulosa secara komersial. Adapun, teknik 

ekstraksi dengan pereaksian dengan natrium klorit secara berulang yang 

dilanjutkan pereaksian dengan alkali adalah rangkaian tahap penyediaan selulosa 

secara laboratorium. Setiap tipe selulosa yang dihasilkan mempunyai karakteristik 

dan kadar selulosa yang berbeda-beda (Rowell, 2005). 

 

Sediaan komersial selulosa dalam bentuk nano dapat dibedakan menjadi cellulose 

nanofibrils (CNF), bacterial nanocellulose (BNC), dan cellulose nanocrystal 

/whisker (CNC/CNW). Cellulose nanofibrils (CNF) adalah suatu untaian 

elementary fibril yang tersusun dari fase amorf dan fase kristal, sedangkan CNC 

adalah suatu untaian yang hanya tersusun dari fase kristal sehingga memiliki 

ukuran yang lebih pendek (Bondenson et al., 2006). Umumnya, sediaan CNF 

dapat dihasilkan dengan proses mekanik dan CNC dapat dihasilkan dari proses 

hidrolisis asam yang memiliki kemampuan untuk melarutkan fase amorf dari 

selulosa (Nechyporchuk et al., 2016). 

 

Selulosa adalah polimer yang cenderung stabil karena terdapat ikatan hidrogen. 

Selulosa tidak dapat larut dalam air dan tidak mempunyai titik leleh. Selulosa 

mikroba atau selulosa bakteri dapat diproduksi dari pembiakan strain Acetobacter 

xylinum yang diklasifikasikan dalam genus Glunacetobacter. Bakteri tersebut 

umumnya dapat ditemukan pada sayur mayur, cuka, buah-buahan yang 

membusuk, minuman beralkohol dan jus buah. Bakteri yang termasuk dalam 

genus Glunacetobacter dapat mengubah etanol menjadi asam asetat 

(Rangaswamy et al., 2015).  
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2.1.2  Struktur Selulosa 

 

a) Ikatan Hidrogen 

 

Selulosa mempunyai ikatan rantai linear yang relatif kuat karena adanya interaksi 

dengan ikatan hidrogen baik secara intramolekuler maupun intermolekuler. Sifat 

kimia dan fisik selulosa ditentukan oleh gugus OH pada selulosa (Liu et al., 

2015). Ikatan hidrogen memiliki karakteristik sebagai berikut: 

1) Kekuatan energi ikatan bergantung pada kerapatan muatan dan sudut antara 

satu atom dengan atom lainnya terikat satu sama lain. 

2) Distribusi elektron tidak simetris disebabkan oleh faktor sterik. 

3) Kinetika jembatan –H, terjadinya perubahan kedudukan proton yang 

disebabkan oleh frekuensi gugus-gugus NH atau OH yang bergetar (Fengel & 

Wegener, 1983). 

 

Tabel besaran energi ikatan antar molekul disajikan dalam Tabel 1: 

 

 

Tabel 1. Besaran Energi Ikatan Antar Molekul 

 

Bentuk ikatan Energi ikatan (KJ mol-1) 

H–OH (ikatan kovalen) 499 

H–H (ikatan kovalen) 436 

Ion-ion 250 

Ikatan hidrogen (medium) 21 - 62 

Ikatan hidrogen (lemah) 0,42 – 4,2 

London dispersion force 2 

Dipole-dipole 0,6 - 2 

(Fatriasari et al., 2019). 

 

 

b) Derajat Polimerisasi 

 

Derajat polimerasi (DP) adalah ukuran panjang pendeknya rantai molekul yang 

dimiliki selulosa. DP dijadikan sebagai rasio antara berat molekul satu unit 

glukosa atau berat molekul selulosa. DP pada rantai selulosa yang ada di alam 

berkisar antara sepuluh ribu unit glukopiranosa pada kayu hingga lima belas ribu 
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pada kapas. Mikrokristalin selulosa (MCC) Avicel PH, MCC-serat alfa, serat alfa 

komersial, dan MCC komersial masing-masing memiliki rata-rata sebesar 294, 

318, 844 dan 294 (Hubbell & Ragauskas, 2010). Rata-rata DP yang dimiliki oleh 

polimer selulosa antara 300-3000 dan rata-rata bobot molekulnya berkisar antara 

50.000-500.000 g.mol-1. Proses hidrolisis menyebabkan penurunan bobot molekul 

mikrokristalin selulosa antara 30.000 sampai 50.000 g.mol-1 akibat pemutusan 

rantai pada selulosa yang membuat DP selulosa akan lebih kecil dari 400. Selain 

itu, DP selulosa dapat juga dipengaruhi oleh metode isolasi selulosa, metode 

penentuan DP dan perbedaan tumbuhan yang digunakan (Thoorens et al., 2014).  

 

 

c) Struktur Kristal Selulosa 

 

Polimer selulosa tersusun dari dua bagian utama, bagian kristalin yang memiliki 

struktur yang teratur dan bagian amorf yang memiliki struktur yang tidak teratur. 

Susunan molekul selulosa yang teratur umumnya diselingi dengan susunan yang 

tidak teratur setiap rentang 60 nm sehingga memungkinkan terjadinya lipatan 

pada rantai selulosa (De Souza et al., 2002). Selulosa kristalin yang memiliki 

struktur yang kuat dan rapat cenderung sulit dipisahkan ikatannya. Rasio antara 

bagian amorf dan kristalin disebut derajat kristalinitas selulosa. Bagian kristalin 

tersebut dapat mencakup 2/3 bagian dari total selulosa (Chum et al., 1985). 

 

Bagian kristalin terbentuk oleh ikatan hidrogen antara rantai selulosa dan adanya 

gaya van der Waals yang terjadi antara molekul glukosa. Umumnya, derajat 

kristalinitas selulosa berkisar antara 40-60% dimana telah mencakup berbagai 

macam sumber bergantung dari asal dan praperlakuan pada sampel saat 

pengukuran kristanilitas serta metode pengukuran derajat kristanilitas yang 

digunakan pada selulosa (Fink & Walenta, 1994). Fase pada selulosa dapat dilihat 

pada Gambar 2: 
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Gambar 2. Fase Kristal, Fase Amorf, dan Koneksi Antarmolekul Selulosa (Zuliat  

et al., 2020). 

 

 

Bagian amorf selulosa menunjukkan tingkat hidrolisis yang lebih tinggi 

dibandingkan bagian kristalin serta bagian ruahan (bulk) dimana selulosa amorf 

tidak bisa terakses saat hidrolisis asam (Keshwani, 2009). 

 

 

d) Hornifikasi 

 

Hornifikasi adalah suatu kondisi berkurangnya kemampuan serat untuk 

mengembang saat direndam kembali dalam air setelah melalui proses 

pengeringan. Pembasahan dan pengeringan yang berulang dapat mengakibatkan 

terjadinya peningkatan ikatan silang antara mikrofibril-mikrofibril akibat 

penambahan ikatan hidrogen (Diniz et al., 2004). 

 

 

2.1.3 Sumber Selulosa 

 

a) Selulosa Tumbuhan 

 

Selulosa tumbuhan atau dikenal dengan selulosa tanaman merupakan selulosa 

yang bersumber dari tumbuhan. Selulosa ini dapat ditemukan di kayu dan diisolasi 

dengan proses kimiawi dalam skala besar serta mempunyai derajat polimerisasi 

(DP) selulosa sekitar 10.000. Melalui proses fotosintesis, selulosa dapat 

diproduksi oleh tanaman karena terjadinya penumpukan glukosa. Namun, selulosa 

tanaman umumnya bukan bentuk selulosa murni melainkan masih berbentuk 

lignoselulosa, lignin, pektin dan hemiselulosa. Oleh karena itu, diperlukan 
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perlakuan khusus agar dapat mengisolasi selulosa dari tanaman, contohnya 

dengan metode hidrolisis alkali yaitu pemisahan suatu senyawa dengan bantuan 

basa (Gromet-elhanan & Hestrin, 1962). Tabel komposisi kimiawi biomassa 

penghasil selulosa disajikan dalam Tabel 2: 

 

 

Tabel 2. Komposisi Kimiawi Biomassa Penghasil Selulosa 

 

Sumber 
Komposisi (%) 

Selulosa Hemiselulosa Lignin Ekstrak 

Bagasse 40 30 20 10 

Batang jagung 35 25 35 5 

Bonggol jagung 45 35 15 5 

Jerami gandum 30 35 15 5 

Kapas 95 2 1 0,4 

Kayu keras 43 - 47 25 - 35 16 - 24 2 - 8 

Kayu lunak 40 - 44 25 - 29 25 - 31 1 - 5 

(Gea, 2010). 

 

 

b) Selulosa Bakteri 

 

Selulosa bakteri merupakan selulosa hasil sintesis atau sekresi bakteri dengan 

membentuk untaian benang selulosa yang terhubung membentuk membran 

selulosa. Membran selulosa dapat diproduksi sebagai usaha agar bakteri aerob 

selalu berada pada permukaan media  dan dapat melindungi diri dari sinar 

ultraviolet (Iguchi et al., 2000).  Jenis bakteri yang banyak digunakan untuk 

menghasilkan selulosa bakteri adalah Acetobacter sp. Selulosa dari aktivitas 

bakteri ini mempunyai banyak keunggulan dibandingkan selulosa dari 

lignoselulosa. Keunggulan tersebut diantaranya tidak memiliki komponen selulosa  

sehingga mempunyai derajat kristalinitas yang tinggi (hingga 85%) (Joonobi et 

al., 2015), elastisitas dapat mencapai 114 Gpa, densitas rendah, daya serap air 

mencapai 99%, biokompatibel dan struktur kristal yang mudah dibentuk dengan 

pendekatan in situ saat proses polimerisasi bakteri (Castro et al., 2015).  
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Selulosa yang dihasilkan dari bakteri memiliki bobot yang ringan, tidak beracun, 

sifat mekanik yang tinggi, dan kemurnian yang tinggi. Produksi mikroba selulosa 

termasuk sumber serat nano selulosa berdasarkan sumber karbon yang murah 

meliputi residu agroindustri dan limbah cair (Putra et al., 2008). Selulosa bakteri 

(BC) diproduksi sebagai metabolit primer ekstraseluler oleh bakteri yang 

termasuk dalam genus Acetobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Azotobacter, 

Agrobacterium, Achromobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Sarcina dan 

Salmonella. Bakteri yang termasuk produsen paling efisien adalah bakteri asam 

asetat gram negatif yaitu Acetobacter xylinum yang telah direklasifikasi ke dalam 

genus Gluconacetobacter sebagai G. xylinus. Kultur bakteri dibuat dalam kondisi 

statis pada suhu 28-30oC. Sistem awalnya akan keruh disusul terbentuknya pelikel 

putih di permukaan bejana fermentasi. Karena bakteri yang digunakan bersifat 

aerob, pelikel selulosa hanya akan terbentuk di sekitar permukaan udara–cairan 

yang mengandung oksigen dengan cara mengadopsi bentuknya (Charreau et al., 

2013). 

 

 

2.2 Isolasi Selulosa 

 

2.2.1 Proses Mekanik 

 

Cellulose nanofibril (CNF) merupakan material dengan bentuk gel dari serat kayu 

yang diproses hingga menjadi pulp menggunakan proses mekanik dengan metode 

high pressure homogenizer (HPH) dan pemanasan. Karena ikatan hidrogen pada 

serat pulp, energi yang diperlukan untuk proses fibrilasi cenderung sangat tinggi 

(700-1.400 MJ kg-1) karena proses ini membutuhkan siklus yang banyak melalui 

mesin HPH. Pada proses ini, selulosa dihancurkan hingga menjadi bubur dalam 

alat sehingga serat selulosa akan rusak secara fisik (Nechyporchuk et al., 2016). 

 

 

2.2.2 Proses Enzimatik 

 

Enzim yang banyak digunakan untuk memproduksi selulosa adalah enzim 

selulose hasil produksi jamur. Enzim selulose digolongkan menjadi tiga kelas 

diantaranya eksoglukanase berfungsi untuk mendegradasi fase amorf dan kristal 

selulosa secara progresif hingga menjadi disakarida (selobiosa). Enzim 
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endoglukanase merupakan yang paling efektif sebagai pendegradasi selulosa. 

Sedangkan, β-glukosidase berfungsi untuk menghidrolisis tetrasakarida dan 

disakarida menjadi glukosa (Zhou & Ingram, 2000). 

 

 

2.2.3 Proses Kimia 

 

Proses kimia dapat menghasilkan selulosa tanpa atau adanya perubahan pada 

gugus fungsi. Sifat permukaan selulosa dapat berubah menjadi kationik atau 

anionik karena perlakuan kimia dapat menentukan karakteristik CNC atau CNF 

yang dihasilkan. Gugus kationik dan anionik yang terbentuk pada permukaan 

selulosa dapat menyebabkan gaya tolak menolak antar muatan sehingga serat akan 

mengalami proses delaminasi (Isogai, 1994). 

 

 

2.3 Limbah Tebu 

 

Tebu adalah suatu tanaman yang dapat dijadikan sebagai bahan baku utama 

dalam pembuatan gula dan sumber kalori yang relatif murah. Pada industri 

pembuatan gula, dihasilkan bagasse dan molase dari tebu sebagai limbah 

industri. Baggase tebu berbentuk limbah padat dengan kandungan 

lignoselulosa yang tinggi. Molase merupakan limbah cair berwarna kehitaman 

yang mengandung glukosa dan fruktosa sehingga sulit untuk mengkristal. 

Selain itu, tetes tebu (SCM) juga termasuk produk samping dari industri gula. 

SCM mengandung gula, vitamin, mineral, nitrogen, dan asam nukleat 

sehingga media yang menggunakan SCM sebagai sumber karbon umumnya 

dapat meningkatkan produksi selulosa bakteri. Molase sebagai substrat 

fermentasi untuk mikroba terdiri dari glukosa, fruktosa, sukrosa yang 

bergabung bersama vitamin dan nitrogen untuk biosintesis selulosa (Tyagi & 

Suresh, 2016).    

 

 

2.4 Nanoselulosa 

 

2.4.1 Pengertian Nanoselulosa 

 

Nanoselulosa adalah selulosa dengan ukuran nano yang diproduksi dari selulosa 
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alami pada sel tumbuhan. Nanoselulosa umumnya akan mempertahankan sifat 

biodegradable dan regeneratif dari selulosa alami. Selain itu nanoselulosa juga 

mempunyai luas permukaan spesifik yang relatif besar, biokompatibilitas, tidak 

beracun dan kemampuan untuk membentuk ikatan hidrogen yang efektif antar 

rantai-rantai selulosa hingga matriks polimer lain (Shankar & Jong-Whan, 2016). 

 

Nanoselulosa dapat dibagi menjadi 3 bentuk utama diantaranya selulosa 

nanofibril, selulosa nanokristal, dan nanoselulosa bakterial. Tipe-tipe nanoselulosa 

tersebut umumnya mempunyai komposisi kimia yang sama, namun ketiganya 

mempunyai perbedaan dalam hal kristalitas, ukuran partikel, morfologi, properti 

yang bergantung pada sumber biomassa dan metode ekstraksi yang dipakai. 

Selulosa nanokristal atau selulosa nanowhisker diperoleh menggunakan metode 

hidrolisis asam dimana bagian amorf yang berada di selulosa fiber akan 

dihilangkan sehingga hanya menyisakan bagian kristalin. Selulosa nanokristal 

umumnya berbentuk batang pendek dan memiliki diameter 2-20 nm dengan 

panjang 100-500 nm. Selulosa nanofibril atau selulosa mikrofibril dapat diekstrak 

dari selulosa fibril dengan proses mekanis dimana bagian amorf dan dan bagian 

kristalin tetap ada (Ningtyas et al., 2020). Bentuk nanoselulosa murni dapat dilihat 

pada Gambar 3: 

 

 

 
 

Gambar 3. Bacterial Nanocellulose (BNC) (Sarkono et al., 2011). 

 

 

Nanoselulosa mempunyai diameter 1-100 nm dengan panjang 500-2000 nm. 

Nanoselulosa umumnya mempunyai dimensi ukuran yang menyebabkan 
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nanoselulosa mempunyai luas permukaan yang besar dan jumlah gugus hidroksil 

yang banyak. Hal ini memudahkan apabila akan dilakukan modifikasi permukaan 

pada nanoselulosa. Beberapa metode dikembangkan untuk mengekstrak 

nanoselulosa dari selulosa, seperti hidrolisis asam, proses mekanis dan hidrolisis 

enzimatis. Penggunaan metode-metode tersebut memungkinkan dihasilkan 

nanoselulosa dengan properti dan tipe yang berbeda (Julianto et al., 2017). 

 

 

2.4.2 Prospek Pemanfaatan Nanoselulosa 

 

a) Kertas Nano 

 

Nanoselulosa hasil isolasi selulosa umumnya mempunyai luas permukaan yang 

besar pada dimensi nano yang membuat rasio aspeknya relatif tinggi. Gugus 

karboksil dan hidroksil terpapar di permukaan selulosa sehingga bisa 

meningkatkan afinitas serat pulp dan dapat membentuk struktur tiga dimensi yang 

mengakibatkan peningkatan sifat mekanik kertas yang dihasilkan. Penambahan 

nanoselulosa juga dapat menurunkan intensitas fibrilasi dikarenakan CNF akan 

berperan sebagai promotor pada ikatan antar serat (Kalia et al., 2014). Produksi 

kertas nano berbahan 100% selulosa dapat meningkatkan modulus dan kekuatan 

kertas masing-masing sebesar 317% dan 228%, dimana ukuran ini lebih tinggi 

dari kertas yang dibuat dengan bahan pulp dengan ukuran mikro (Gonzalez et al., 

2014). Nanoselulosa dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan ketahanan lapisan 

film berbasis kertas terhadap lemak dan oksigen dengan metode pelapisan 

permukaan yang dapat mempengaruhi penurunan porositas film (Shimizu et al., 

2016). 

 

 

b) Nano Komposit Selulosa 

 

Pada material nano komposit yang menggunnakan selulosa sebagai penguat, 

ikatan antarmuka antara selulosa dan matriks polimer umumnya sangat kecil 

karena perbedaan gugus fungsi antara keduanya. Gugus fungsi selulosa bersifat 

hidrofilik, sedangkan gugus fungsi matriks polimer bersifat hidrofobik (Masrucin 

& Subyakto, 2012). Nanoselulosa perlu dimodifikasi sebelum digunakan dalam 

nanokomposit. Dapat dilakukan dengan modifikasi esterifikasi seperti proses 
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karboksimetilasi dan proses asetilasi, atau modifikasi amidasi seperti proses 

pengikatan oktadesilamina yang diakukan pada gugus hidroksil selulosa (Habibi 

et al., 2010). 

 

 

c) Energi Terbaharukan dan Penyimpanan Energi 

 

Pada produksi energi terbarukan nanoselulosa bertindak sebagai material yang 

dapat digunakan untuk memproduksi hidrogen, material pendukung sel bahan 

bakar (fuel cell), dan material pendukung dalam sel surya. Selain itu, nanoselulosa 

bermanfaat sebagai material penyimpanan energi yang difokuskan pada komposit 

selulosa dengan polimer konduktif polypyrrole (PPy) dan baterai berbasis litium 

(LiB). Nanoselulosa dapat digunakan sebagai material pendukung pada sel surya. 

Bahan organik memiliki keunggulan jika dibandingkan bahan anorganik seperti 

dye-sensitized solar cells (DSCC) karena tidak beracun, lebih murah, dan 

ketersediannya yang melimpah (Nystrom et al., 2009). 

 

 

d) Penyerap Logam Berat 

 

Nanoselulosa yang memiliki luas permukaan yang besar dan kandungan gugus 

karboksilnya dapat berfungsi menjerat logam berat. Sebelum dimanfaatkan 

sebagai penjerap, selulosa harus diberi perlakuan khusus terlebih dahulu, seperti 

perlakuan asam, perlakuan basa, dan pencakokan. Umumnya, selulosa yang 

digunakan dalam bentuk komposit selulosa. Nanoselulosa memiliki luas 

permukaan yang besar dan adanya gugus karboksil meningkatkan jerapan 

terhadap adanya logam berat (Jamsahid et al., 2017). 

 

 

e) Biomedis 

 

Selulosa dapat dimanfaatkan sebagai material biomedis karena memenuhi kriteria 

sebagai bahan yang bersifat hidrofilik, tidak beracun, relatif kuat, dan kompatibel 

dengan tubuh dan organ manusia. Salah satu aplikasi selulosa pada bidang ini 

adalah sebagai material implan, sebagai kerangka pada rehabilitasi tendon dan 

ligamen yang luka, penghantar obat (drug delivery), serta digunakan sebagai 
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material diagnosa dan biosensor. Selain itu, selulosa juga dapat dimanfaatkan 

sebagai kajian dalam pengembangan tissue engineering (rekayasa jaringan) dan 

material diagnosa dan biosensor (Orelma et al., 2012). 

 

 

2.5 Bacterial Nanocellulose (BNC) 

 

BNC termasuk selulosa murni dari bakteri yang mempunyai derajat 

polimerisasi yang relatif tinggi dibandingkan selulosa dari tanaman, yaitu 

mencapai 2000 sampai 6000 sehingga mempunyai kapasitas menahan air 

lebih tinggi. BNC adalah polimer linier glukosa berbentuk kristalin yang 

disintesis oleh bakteri terutama Gluconacetobacter xynilus. atau G. xynilus 

merupakan produsen mikroba utama untuk BNC dan telah menjadi sistem 

model untuk studi mekanisme biosintesis BNC. Hal ini disebabkan karena 

BNC memiliki ikatan hidrogen yang lebih banyak dan lebih kuat daripada 

selulosa tanaman (Gatenholm & Klemm, 2010). 

 

Terdapat dua metode yang dapat digunakan untuk memproduksi BNC dengan 

menggunakan mikroorganisme yaitu dengan kultur statis dan kultur diaduk. 

Kultur statis umumnya menghasilkan akumulasi pelikel bakteri selulosa yang 

tebal dengan warna putih seperti kulit antarmuka di udara-cair (Kuo et al., 

2015). Pada kultur diaduk, selulosa disintesis secara terdispersi dalam media 

kultur sehingga akan membentuk pelet yang tidak beraturan atau serat yang 

tersuspensi (Krystynowicz et al., 2002). 

 

Pilihan antara kultur statis dan kultur diaduk bergantung pada aplikasi akhir 

BNC dikarenakan sifat fisik, morfologi dan mekanik dari polimer yang 

dibentuk akan bervariasi menyesuaikan dengan metode budidayanya. 

Umumnya, selulosa yang dihasilkan dari kultur yang diaduk mempunyai 

kekuatan mekanik yang lebih rendah dibandingkan dengan selulosa hasil 

kultur statis. Hasil kultur diaduk juga menghasilkan selulosa dalam jumlah 

yang lebih rendah daripada kultur statis dan memungkinkan mutasi yang lebih 

tinggi pada mikroorganisme yang dapat mempengaruhi produksi BNC. 

Namun, kultur statis membutuhkan area budidaya yang lebih luas dan waktu 
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kultur yang lebih lama dibandingkan kultur diaduk (Jozala et al., 2016). 

 

 

2.6 Biosintesis Nanoselulosa 

 

Biosintesis nanoselulosa adalah suatu metode sintesis nanoselulosa dengan 

bantuan bakteri. Bakteri Acetobacter xylinum menggunakan glukosa sebagai 

sumber karbon utamanya untuk memproduksi selulosa. Selain itu, 

nanoselulosa dapat pula disintesis dari galaktosa, fruktosa, oligosakarida, 

xilosa dan gliserol (Keshk & Sherif, 2014). Nanoselulosa dapat diproduksi 

dengan empat tahap enzimatik. Pertama, glukosa ditransfer melalui membran 

yang ada di sel bakteri. Tahap kedua adalah fosforilasi yaitu dengan 

memanfaatkan enzim glucose kinase untuk memproduksi glukosa 6-fosfat. 

Tahap ketiga, glukosa 6-fosfat kemudian terisomerisasi hingga menjadi 

glukosa 1-fosfat dengan bantuan enzim phospoglucomutase. Kemudian, 

glukosa 1-fosfat akan diubah menjadi uridine 5’-diphosphate glucose atau 

UDPG dengan menggunakan bantuan enzim UDPG pyrophosphorylase. 

Tahap ke empat yaitu polimerisasi UDPG dengan menggunakan enzim 

cellulose synthase hingga menghasilkan nanoselulosa (Wong et al., 1990). 

 

 

2.7 Bakteri Asam Asetat 

 

Bakteri asam asetat merupakan kelompok bakteri yang mengoksidasi etanol 

atau gula menghasilkan asam asetat saat fermentasi. Bakteri ini dapat diisolasi 

dari buah yang telah busuk atau nektar bunga. Selulosa bakteri (BC) diproduksi 

sebagai metabolit primer ekstraseluler oleh bakteri yang termasuk dalam genus 

Acetobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Agrobacterium, 

Achromobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Sarcina dan Salmonella. Bakteri yang 

termasuk produsen paling efisien adalah bakteri asam asetat gram negatif yaitu 

Acetobacter xylinum yang telah direklasifikasi ke dalam genus Gluconacetobacter 

sebagai G. xylinus (Charreau et al., 2013). 

 

Bakteri Acetobacter xylinum/Gluconacetobacter xynilus termasuk bakteri 

asam asetat yang tidak menimbulkan penyakit pada manusia. Bakteri 
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Gluconacetobacter xynilus dapat memproduksi selulosa bakteri dalam jumlah 

yang sangat banyak dari sumber nitrogen dan karbon (Chawla et al., 2009). 

Biosintesis selulosa dapat dicapai menggunakan polimerisasi residu glukosa 

dengan substrat UDP-glukosa dan dikatalisis oleh enzim selulosa synthase 

dalam membran sel bakteri. Dalam biakan statis, G. xylinus memproduksi 

banyak fibril selulosa yang terikat membentuk pelikel yang mengikat sel-sel 

bakteri. Pelikel yang dihasilkan akan mengapung ke permukaan medium cair 

sehingga memungkinkan sel bakteri mendapatkan lebih banyak oksigen untuk 

memperbanyak diri dan sintesis selulosa (Suharjono et al., 2016).    

 

Bakteri asam asetat yang paling efisien dalam menghasilkan selulosa adalah 

Acetobacter dan Gluconacetobacter. Kedua bakteri tersebut termasuk bakteri 

gram negatif yang bersifat aerobik dengan bentuk batang. Bakteri tersebut 

akan memproduksi pelikel BC yang mempunyai struktur nanofibril dengan 

permukaan yang lebih padat di salah satu sisinya dan lapisan mirip gelatin di 

sisi lainnya. Hasil sintesis bakteri aerobik seperti bakteri asam asetat akan 

menghasilkan Bacterial nanocellulose (BNC) yaitu Gluconacetobacter spp 

dan Acetobacter sp. yang memiliki bentuk berupa selulosa murni dengan 

diameter berukuran nano (Gatenholm & Klemm, 2010). 

 

 

2.8 Isolat Kc-T-1 

 

Isolat Kc-T-1 merupakan isolat hasil isolasi mikroba penghasil BNC 

menggunakan medium HS (Hestrin-Scrhamm Agar). Sampel yang digunakan 

berupa kombucha yang diperoleh dari daerah Tangerang. Hasil penamaan 

didasarkan pada (Kombucha-Asal daerah kombucha-Nomor isolat). Metode 

awal isolasi isolat Kc-T-1 dilakukan dengan pembuatan media untuk adaptasi. 

Untuk mengetahui kadar gula, medium diukur nilai Brixnya dengan 

menggunakan Brix Refraktrometer. Selanjutnya, media diinkubasi selama 

seminggu dalam kondisi statis. Metode ini bertujuan agar bakteri yang berada 

pada kombucha dapat beradaptasi dalam medium HS sebelum dilakukan 

isolasi dan produksi. Pelikel yang telah terbentuk, kemudian diisolasi dengan 

media HS-Agar menggunakan teknik spread plate (Azizah, 2022). 
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Pelikel ditumbuk hingga menjadi butiran-butiran halus. Pelikel kombucha 

yang telah halus, lalu dimasukkan sebanyak 1 g ke dalam 9 mL air salin atau 

air salin pada konsentrasi 0,96% sehingga dapat dilakukan pengenceran 

bertingkat hingga 10-6. Suspensi tersebut kemudian diambil sebanyak 100 

mikro Liter dan disebar ke dalam cawan petri yang mengandung medium HS-

Agar, lalu diinkubasi selama 48 jam. Morfologi koloni bakteri, umumnya 

berbentuk bulat dengan warna putih. Selanjutnya, bakteri penghasil BNC 

diseleksi menggunakan media padat GEY (Glucose, Ethanol, Yeast Extract) 

dan diinkubasi selama 48 jam. Terbentuknya zona bening di sekitar koloni 

menunjukkan bahwa isolat bakteri dapat menghasilkan selulosa (Azizah, 

2022). 

 

Isolat yang telah melewati uji media GEY, selanjutnya dilakukan skrining 

menggunakan media HS padat. Peremajaan dilakukan dengan mengambil 

sebanyak 2 ose kultur dan digoreskan pada media HS-Agar hingga 3 kali 

penggoresan, lalu diinkubasi selama 48 jam. Isolat yang tumbuh, diisolasi 

kembali dengan media GEY padat untuk memastikan isolat murni sehingga 

dapat berpotensi menghasilkan BNC. Berdasarkan proses isolasi dan uji 

seleksi dihasilkan isolat Kc-T-1 yang berpotensi menghasilkan BNC. Isolat 

disimpan sebagai stok (Azizah, 2022). 

 

 

2.9 Karakterisasi Bakteri Nanoselulosa 

 

2.9.1 Fourier Transform Infra-Red Spectroscopy (FTIR) 

 

Fourier Transform Infra-Red Spectroscopy (FTIR) merupakan suatu metode 

analisis instrumentasi yang dapat digunakan pada senyawa kimia dengan 

bantuan radiasi sinar infra merah. Umumnya, FTIR digunakan untuk 

mengetahui gugus fungsi pada senyawa organik. Apabila senyawa organik 

diradiasi dengan menggunakan sinar inframerah, maka sebagian sinar akan 

diteruskan sedangkan yang lainnya akan diserap oleh senyawa tersebut. 

Jumlah energi total akan sebanding dengan tetapan gaya dan frekuensi vibrasi 

melalui massa dan pegas dari dua atom yang terhubung. Prinsip kerja FTIR 

yaitu adanya interaksi materi dengan energi. Apabila molekul senyawa 
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organik ditembak dengan energi dari suatu sumber sinar maka molekul dapat 

mengalami vibrasi. Sumber sinar yang umumnya digunakan adalah material 

berbahan keramik sehingga jika dialiri arus listrik maka akan memancarkan 

sinar inframerah (Winarno et al., 1980). 

 

Hasil analisis gugus fungsi menggunakan FTIR dapat membuktikan hasil 

yang diperoleh adalah selulosa. Hasil spektrum IR atau puncak selulosa 

bakteri komersial umumnya terdapat pada panjang gelombang 1568,12 cm-1. 

Hal tersebut menunjukkan adanya gugus C=C pada cincin aromatik lignin. 

Sedangkan puncak hemiselulosa terlihat pada panjang gelombang 1408,04 

cm-1. Gugus-gugus tersebut dapat membuktikan keberadaan lignin dan 

hemiselulosa. Selain itu, selulosa bakteri dapat juga dianalisis berdasarkan 

serapan gugus –OH streching yang muncul pada daerah serapan 3600 cm-1 

sampai 3300 cm-1 (Nurjannah et al., 2020). 

 

 

2.9.2 Scanning Electron Microscope (SEM) 

 

Scanning Electron Microscope (SEM) merupakan suatu mikroskop elektron yang 

memanfaatkan berkas elektron untuk menganalisis bentuk permukaan material. 

Fungsi SEM adalah untuk memindai balok halus elektron yang terdapat pada 

sampel secara terfokus. Elektron akan berinteraksi dengan sampel pada komposisi 

molekul. Energi pada elektron akan melewati sampel dalam proporsi dan jenis 

interaksi elektron yang dapat dihasilkan sampel. Serangkaian energi elektron yang 

terukur dihasilkan dan dianalisis dengan mikroprosesor menciptakan gambar tiga 

dimensi atau spektrum elemen khusus pada sampel yang dianalisis (Marlina, 

2007). 

 

Struktur molekul nanoselulosa umumnya memiliki sifat yang unik, karena adanya 

reaktivitas yang tinggi dari gugus OH pada selulosa. Nanoselulosa mempunyai 

daerah yang dominan teratur. Hal tersebut dikarenakan sebagian besar molekul 

dan kristal teratur terdapat pada jalur yang sejajar dengan rantai difibril yang 

sangat halus atau serat mikrofibril yang dapat membentuk gelombang atau 

goncangan pada permukaannya. Jaringan ikatan hidrogen yang luas, dapat 
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memberikan selulosa morfologi dan struktur serat kristalin dalam jumlah banyak 

(Stanislawska, 2016). Hasil uji SEM nanoselulosa ditunjukkan pada Gambar 4. 

 

 

 

 

Gambar 4. Hasil Uji SEM Nanoselulosa pada Perbesaran 30.000 x  

 (Sijabat et al., 2017). 



 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2022 – Juni 2023 di Laboratorium 

Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung. Analisis SEM dan FTIR dilakukan di Unit Pelayanan 

Terpadu Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas 

Lampung.  

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tabung kaca 140 mL, 

gelas beaker, Erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, pipet tetes, mikropipet, 

pinset, Laminar Air Flow (LAF) merek CURMA model 9005-FL, Scanning 

Electron Microscope (SEM) merek Zeiss evo MA10 dibuat di Kanada, Fourier 

Transform Infra-Red Spectroscopy (FTIR) merek Cary 630 Agilent dibuat di 

California, autoclave model S-90N, bunsen, hot plate, oven, inkubator, pH meter, 

Refraktometer Brix (0-32%), jarum ose, neraca digital, cawan petri, kain kasa, dan 

kapas. 

 

Bahan – bahan yang digunakan diantaranya D-glukosa, fruktosa, galaktosa, 

pepton, Na2HPO4, NaOH, NaCl, agar powder, yeast extract, etanol 70%, 

KH2PO4, K2HPO4, NaH2PO4, akuades, beef extract, NH4Cl, NaNO3, NH4NO3, 

asam sitrat, molase dan isolat Kc-T-1. 
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3.3 Prosedur Penelitian 

 

3.3.1 Tahap Persiapan Alat 

 

Tahap pertama merupakan sterilisasi. Sterilisasi berfungsi untuk menghilangkan 

kontaminan atau mikroba lain yang tidak diinginkan pada alat dan media. Alat-

alat gelas yang akan digunakan terlebih dahulu dicuci hingga bersih, dikeringkan, 

dan dibungkus dengan kertas secara rapat, untuk kemudian disterilisasi dengan 

autoclave dengan suhu 125oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah 

disterilisasi, alat-alat gelas dikeringkan kembali dengan menggunakan oven pada 

suhu 100oC selama 15 menit. 

 

 

3.3.2 Pembuatan Media 

 

3.3.2.1 Medium Hestrin-Schramm (HS) Cair 

 

Medium HS cair dibuat dengan melarutkan 2 g yeast extract, 0,5 g pepton, 2 g 

glukosa, 0,12 g asam sitrat dan 0,27 g Na2HPO4 dalam 100 mL akuades. 

Kemudian, media dipanaskan sampai seluruh bahan larut sempurna dan pH 

medium dibuat menjadi 6,0. Media lalu disterilisasi dengan autoclave pada suhu 

125oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

 

 

3.3.2.2 Medium Hestrin-Schramm (HS) Cair Termodifikasi 

 

Medium HS cair termodifikasi dibuat dengan melarutkan 2 g yeast extract, 0,5 g 

pepton, 0,12 g asam sitrat dan 0,27 g Na2HPO4 dalam 100 mL limbah cair molase 

yang mengandung glukosa dengan nilai Brix sebesar 6%. Kemudian, media 

dipanaskan sampai seluruh bahan larut sempurna dan pH medium dibuat menjadi 

6,0. Media lalu disterilisasi dengan autoclave pada suhu 125oC dan tekanan 1 atm 

selama 15 menit. 

 

 

3.3.2.3 Medium Hestrin-Schramm (HS) Agar 

 

Medium HS agar dibuat dengan melarutkan 2 g agar powder, 0,5 g yeast extract, 

0,5 g pepton, 2 g glukosa, 0,12 g asam sitrat dan 0,27 g Na2HPO4 dalam 100 mL 
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akuades. Kemudian, media dipanaskan sampai seluruh bahan larut sempurna dan 

pH medium dibuat menjadi 6,0. Media lalu disterilisasi dengan autoclave pada 

suhu 121oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

 

 

3.3.3 Peremajaan Isolat Bakteri Penghasil BNC 

 

Tahap peremajaan berfungsi untuk mendapatkan isolat bakteri yang lebih murni 

dengan aktivitas yang baik. Kultur isolat yang dapat menghasilkan BNC 

ditumbuhkan dalam media standar Hestrin-Schramm Agar. Stok gliserol beku 

isolat Kc-T-1 dicairkan terlebih dahulu hingga suhunya mencapai suhu ruang. 

Selanjutnya, sebanyak 100µL cairan isolat dipindahkan pada medium HS Agar 

dan ditambahkan larutan salin steril dengan jumlah yang sama. Kemudian, 

keduanya dicampurkan dengan gerakan memutar menggunakan batang L hingga 

menyebar dan mengenai seluruh permukaan medium Agar, lalu diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37℃. Setelah isolat tumbuh, dilakukan pemurnian dengan cara 

menggoreskan secara berulang pada medium HS Agar. Sebanyak 1 ose kultur 

diambil dan dilakukan pemurnian dengan metode streak plate pada 4 kuadran dan 

diinkubasi selama 24 jam. 

 

 

3.3.4 Pembuatan Inokulum 

 

Koloni tunggal hasil peremajaan sebanyak 2 ose diinokulasikan pada media 

Hestrin-Schramm cair sebanyak 25 mL. Inokulum dinkubasi pada suhu ruang 

selama 20 jam (semalaman) dalam kondisi agitasi 150 rpm. 

 

 

3.3.5 Optimasi Kondisi Kultur Isolat 

 

Kondisi Kultur Standar 

 

Medium yang digunakan yaitu medium HS cair yang menggunakan glukosa 

sebagai sumber karbon dan medium HS-termodifikasi (limbah cair molase yang 

mengandung glukosa dengan nilai Brix sebesar 6%). pH awal kultur adalah pH 

6,0 dalam kondisi statis dengan masa fermentasi 14 hari. 
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3.3.5.1 Variasi pH Kultur 

 

Kultur hasil inokulum diinokulasikan sebanyak 5% (v/v) dalam media HS 

termodifikasi sebanyak 50 mL dalam botol kaca 140 mL. Diinkubasi dengan pH 

masing-masing 4,5; 5,0; 5,5 dan 6,0 selama 14 hari. Kemudian, diukur berat BNC 

yang dapat dihasilkan. Isolat yang ditumbuhkan pada kondisi standar dijadikan 

sebagai kontrol. 

 

 

3.3.5.2 Variasi Sumber Karbon (C) 

 

Media dengan hasil variasi pH kultur terbaik digunakan sebagai media fermentasi 

sumber karbon. Kultur hasil inokulum diinokulasikan sebanyak 5% (v/v) dalam 

medium HS termodifikasi sebanyak 50 mL dalam botol kaca 140 mL. Media HS 

termodifikasi sebelumnya ditambahkan sumber karbon lain diantaranya D-

glukosa, galaktosa dan fruktosa dengan konsentrasi 2% (w/v). Sumber C terbaik 

kemudian diuji lebih lanjut dengan variasi konsentrasi 3%, 4%, dan 5% dalam 

komposisi medium yang digunakan dan difermentasi selama 14 hari. Kemudian, 

diukur berat BNC yang dapat dihasilkan. 

 

 

3.3.5.3 Variasi Sumber Nitrogen (N) 

 

Medium pertumbuhan dengan sumber karbon terbaik kemudian dilakukan variasi 

sumber nitrogen Kultur hasil inokulum diinokulasikan sebanyak 5% (v/v) dalam 

medium HS termodifikasi sebanyak 50 mL dalam botol kaca 140 mL. Medium 

HS termodifikasi sebelumnya ditambahkan beef extract, NH4Cl, NaNO3, dan 

(NH4)2SO4  masing-masing sebanyak 1% (w/v). Selanjutnya, difermentasi selama 

14 hari. Kemudian, diukur berat BNC yang dapat dihasilkan. 

 

 

3.3.5.4 Variasi Sumber Fosfat 

 

Medium pertumbuhan dengan sumber karbon dan nitrogen terbaik kemudian 

dilakukan variasi sumber fosfat. Kultur hasil inokulum diinokulasikan sebanyak 

5% (v/v) dalam medium HS termodifikasi sebanyak 50 mL dalam botol kaca 140 

mL. Medium HS termodifikasi sebelumnya ditambahkan KH2PO4, K2HPO4, dan 
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NaH2PO4 masing-masing 0,27%. Selanjutnya, difermentasi selama 14 hari. 

Kemudian, diukur berat BNC yang dapat dihasilkan. 

 

 

3.3.6 Pengukuran Water Hold Capacity 

 

Pelikel BNC yang telah terbentuk pada permukaan medium diambil dan 

ditimbang terlebih dahulu untuk mengetahui berat basah. Selanjutnya, dibersihkan 

menggunakan akuades agar sisa medium dapat dihilangkan secara keseluruhan. 

Pelikel yang telah dibersihkan direndam dalam larutan NaOH 0,1 M pada suhu 

100oC selama 30 menit, lalu dicuci beberapa kali dengan akuades hingga pH 

mencapai 7. Lalu, dikeringkan dalam oven pada suhu 80oC selama 48 jam dan 

ditimbang kembali untuk mengetahui berat kering. Pengukuran kandungan air 

(%w/w) dalam pelikel didasarkan pada kehilangan berat saat pemanasan.  

Pengukuran berat air dilakukan untuk mengetahui kadar air dalam pelikel selulosa 

sehingga dapat diketahui kemampuan selulosa dalam menahan air dan kualitas 

selulosa yang akan dihasilkan. Pengukuran kandungan air dapat dihitung 

menggunakan Persamaan 1: 

 

WHC % = 
(Berat basah −berat kering)

berat basah
 × 100%   (1) 

 

 

3.3.7 Karakterisasi Nanoselulosa Bakterial 

 

3.3.7.1 Scanning Electron Microscope (SEM) 

 

Sampel pelikel bakteri nanoselulosa dipotong-potong dan dikeringkan sampai 

beratnya konstan. Sampel yang telah kering lalu dihaluskan hingga menjadi 

serbuk. Morfologi permukaan BNC dianalisis dengan instrumen SEM. 

 

 

3.3.7.2 Fourier Transform Infra - Red (FTIR) 

 

Sampel pelikel bakteri nanoselulosa dikeringkan sampai beratnya konstan. 

Sampel yang telah kering lalu dihaluskan hingga menjadi serbuk. Analisis 

dilakukan dengan FTIR pada range spektrum 500-4000 cm-1 pada suhu ruang.
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3.4 Diagram Alir 

 

Adapun diagram alir pada penelitian ini yaitu: 

 

 

 

 

 

diambil sebanyak 2 ose untuk dilakukan 

peremajaan menggunakan teknik gores 

pada agar plate dan agar miring dengan 

masa inkubasi masing-masing selama 24 

jam pada suhu 37oC. 

 

 

diinokulasikan sebanyak 2 ose pada media 

HS cair sebanyak 25 mL  

diinkubasi pada suhu 30oC selama 20 jam 

(semalaman) dalam kondisi agitasi. 

  

 

dioptimasi kondisi kultur isolat dengan  

variasi pH, sumber karbon, sumber 

nitrogen, dan sumber fosfat. 

 

 

ditimbang dan dibersihkan menggunakan 

akuades  

direndam dalam larutan NaOH 0,1 M pada 

suhu 100oC selama 30 menit, lalu dicuci 

beberapa kali dengan akuades hingga pH 

mencapai 7. 

 

 

 

dikeringkan dalam oven pada suhu 80oC 

selama 48 jam  

Stok kultur 

isolat 

Isolat 

Inokulum 

Pelikel Basah BNC 

Pelikel BNC 
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ditimbang kembali.  

 

 

dikarakterisasi dengan menggunakan SEM 

dan FTIR. 

 

 

 

 

Gambar 5. Diagram Alir Penelitian 

 

Pelikel kering BNC 

Bacterial 

nanocellulose 



 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini, dapat diperoleh kesimpulan 

sebagai berikut: 

 

1. Penambahan sumber karbon pada medium HS termodifikasi menyebabkan 

penurunan hasil produksi BNC. 

2. Berat basah yang dihasilkan setelah penambahan sumber fosfat cenderung 

tidak bertambah secara signifikan jika dibandingkan dengan medium tanpa 

penambahan sumber fosfat.  

3. Hasil optimum produksi BNC oleh isolat Kc-T-1 pada medium HS 

termodifikasi ditunjukkan pada pH 6 dengan penambahan sumber nitrogen 

berupa beef extract tanpa penambahan sumber karbon dan sumber fosfat. 

4. Presentase nilai water hold capacity (WHC) dari medium fermentasi dengan 

variasi pH kultur, sumber karbon, sumber nitrogen dan sumber fosfat berkisar 

antara 96%-98%. 

5. Hasil analisis menggunakan SEM dan FTIR menunjukkan besaran partikel 

BNC berada pada permukaan nano dan termasuk golongan selulosa. 
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5.2 Saran 

 

Adapun saran yang perlu disampaikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai 

berikut: 

 

1. Memanfaatkan limbah industri lain yang mengandung glukosa untuk produksi 

BNC. 

2. Mengeksplorasi aplikasi potensial BNC dalam berbagai bidang seperti industri 

makanan, elektronik dan biomedis. 

3. Membuat sistem buffer untuk medium fermentasi BNC agar pH seimbang. 
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