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ABSTRAK

ISOLASI MIKROBA PENGHASIL BACTERIAL NANOCELLULOSE
(BNC) DARI BUAH-BUAHAN BUSUK DAN KONSORSIUM KULTUR
KOMBUCA SERTA UJI PRODUKSI BNC DARI LIMBAH CAIR
MOLASE

Oleh

Nur Khasanah

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan biopolimer alami yang memiliki potensi
besar di berbagai bidang seperti biomedis, pangan, dan industri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi mikroba penghasil BNC dari buah-buahan busuk dan
kultur kombucha, serta menguji produksi BNC menggunakan limbah cair molase
sebagai media fermentasi alternatif. Proses fermentasi dilakukan secara statis
menggunakan media HS (Hestrin-Schramm) Standar dan HS termodifikasi (HS-T)
dengan variasi konsentrasi molase. Hasil menunjukkan bahwa isolat dari buah
nanas (NS-P4-1) dan konsorsium kombucha mampu memproduksi pelikel BNC
dengan efisiensi yang berbeda. Fermentasi pada medium HS-T pada variasi brix
7% dengan kultur kombucha menghasilkan pelikel BNC sebesar 458 g L-! pada
hari ke-14 fermentasi. Pelikel tersebut memiliki kemampuan menahan air (WHC)
sebesar 95,15%. Konsumsi substrat pada medium HS-T variasi brix 7% tercatat
sebesar 51,6% dan berhasil dikonversi menjadi BNC sebesar 74%. Karakterisasi
pelikel BNC dilakukan menggunakan FTIR terkonfirmasi keberadaan gugus fungsi
ciri khas selulosa, serta analisis SEM dengan perbesaran 20.00 kali menunjukkan
serat halus pelikel berukuran nano dengan diameter 68 nm. Penelitian ini
mengindikasikan bahwa limbah molase dan kultur kombucha dapat berfungsi
sebagai sumber alternatif yang efisien dan berkelanjutan untuk mendukung
produksi BNC secara optimal.

Kata kunci: bacterial nanocellulose (BNC), limbah cair molase, kultur kombucha,
isolasi mikroba, selulosa bakteri.



ABSTRAK

ISOLATION OF MICROBES PRODUCING BACTERIAL
NANOCELLULOSE (BNC) FROM ROTTEN FRUITS AND KOMBUCHA
CULTURE CONSORTIUM AND TESTING BNC PRODUCTION FROM
MOLASSES LIQUID WASTE

Oleh

Nur Khasanah

Bacterial Nanocellulose (BNC) is a natural biopolymer with great potential in
various fields such as biomedicine, food, and industry. This study aims to isolate
BNC-producing microbes from rotten fruits and kombucha cultures, and to test
BNC production using molasses liquid waste as an alternative fermentation
medium. The fermentation process was carried out statically using Standard HS
(Hestrin-Schramm) medium and modified HS (HS-T) medium with varying
molasses concentrations. The results showed that isolates from pineapple (NS-P4-
1) and kombucha consortium were able to produce BNC pellicle with different
efficiencies. Fermentation in HS-T medium at a brix variation of 7% with
kombucha culture produced 458 g L' of BNC pellicle on the 14th day of
fermentation. The pellicle had a water holding capacity (WHC) of 95.15%.
Substrate consumption in HS-T medium with a brix variation of 7% was recorded
at 51.6% and was successfully converted into BNC by 74%. The characterization
of the BNC pellicle was performed using FTIR, which confirmed the presence of
characteristic cellulose functional groups, and SEM analysis with 20,000x
magnification showed fine nano-sized pellicle fibers with a diameter of 68 nm. This
study indicates that molasses waste and kombucha culture can serve as efficient and
sustainable alternative sources to support optimal BNC production.

Keywords: bacterial nanocellulose (BNC), molasses liquid waste, kombucha
culture, microbial isolation, bacterial cellulose.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkembangan suatu matriks polimer yang paling melimpah serta banyak diminati
oleh para ilmuwan hingga kini adalah serat dari selulosa. Selulosa dianggap
sebagai sumber bahan mentah yang hampir tidak ada habisnya untuk
meningkatkan permintaan produk yang ramah lingkungan dan biokompatibel.
Wilayah Asia Pasifik memiliki pendapatan tertinggi untuk pasar selulosa pada
tahun 2015, dengan nilai sekitar USD 7,4 miliar. Pada tahun 2026, diperkirakan
harga selulosa di pasar global bisa mencapai USD 305,08 miliar (Naomi et al.,

2020).

Selulosa merupakan polimer alam yang paling melimpah, biokompatibel, dan
ramah lingkungan karena mudah terdegradasi, tidak beracun, serta dapat
diperbarui. Bahan dasar selulosa adalah glukosa dengan rumus CsH120s.
Keberadaan selulosa di alam tidak dalam bentuk murni tetapi masih dalam bentuk
lignoselulosa. Pada jaringan tumbuhan kayu, selulosa dapat ditemukan bersamaan
dengan hemiselulosa, pati dan lignin. Gabungan antara selulosa, hemiselulosa, dan

lignin disebut lignoselulosa (Nurhidayah, 2022)

Ukuran selulosa yang umum digunakan dalam industri adalah mikro dan
nanoselulosa. Produksi selulosa dalam skala nano sangat menarik perhatian
karena sifat-sifatnya yang unggul, seperti kekuatan dan kekerasan yang tinggi
dipadu dengan sifat yang ringan, terbiodegradasi, dan terbarukan

(Anwar et al.,2016).



Partikel nanoselulosa adalah material selulosa jenis baru yang memiliki banyak
kegunaan dalam berbagai macam aplikasi, seperti bioteknologi, komposit,
adsorben, emulsi dan dispersi, dan biomedis (Effendi, et al., 2015), nanoselulosa
sendiri dapat diklasifikasikan dalam tiga jenis, yakni: (1) nanofibrillated cellulose
(NFC); (2) nanocrystalline cellulose (NCC); dan (3) bacterial nanocellulose
(BNC), juga dikenal sebagai selulosa mikroba atau bioselulosa. Ukuran

nanoselulosa berkisar antara 5 nm hingga 100 nm (Abdoulhdi et al., 2021).

Selulosa bakterial (BC) sering juga disebut Bacterial Nanocellulose (BNC)
dikenal sebagai polisakarida linier yang terdiri dari monomer -D-glukopiranosa
yang dihubungkan oleh hubungan B-1,4-glikosidik. Nanoselulosa bakteri
disintesis dalam dua tahap, yang pertama adalah produksi rantai B-1,4-glukan dan
yang 2 kedua kristalisasi selulosa (Jacek et al., 2019). 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 (Asthary et al., 2020). BNC juga dapat diproses lebih
lanjut menjadi pita nano individual atau diolah secara kimiawi untuk
menghasilkan CNC yang berasal dari BNC yang cenderung lebih kristal (Ferreira,
et al., 2020). Produksi BNC pada umumnya dihasilkan oleh strain bakteri asam
asetat dalam media yang mengandung nutrisi, termasuk glukosa sebagai sumber

karbon (Stanistawska, 2016).

Penggunaan material nano termasuk BNC mengalami perkembangan pesat dalam
dunia kedokteran, terutama dalam aplikasi transplantasi implan, seperti pengisian
rongga pada tulang yang patah, serta mampu mengurangi peradangan
(Stanistawska, 2016). Selain di bidang medis, BNC juga digunakan di berbagai
sektor, misalnya dalam industri pangan, seperti pada pembuatan Nata de Coco.
BNC juga bisa dimanfaatkan dalam pengemasan bersama biopoliester mikroba,
seperti polihidroksialkanoat (PHA) (Kianoush et al., 2016). Potensi lainnya, BNC
dapat diaplikasikan pada pembuatan kertas untuk skala komersial (Sijabat ef al.,
2019).



Pada skala industri, produksi BNC masih menghadapi tantangan tingginya biaya
fermentasi. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa limbah yang kaya glukosa
memiliki potensi untuk digunakan sebagai media fermentasi alternatif dalam
produksi BNC. Pemanfaatan limbah sebagai media alternatif tidak hanya dapat
mengurangi biaya produksi, tetapi juga membantu mengatasi masalah lingkungan
yang disebabkan oleh limbah yang tidak terkelola dengan baik (Angela et al.,
2020). Pengembangan dan pemanfaatan bahan-bahan alternatif ini terus dilakukan
untuk mengeksplorasi potensi limbah dan menemukan media kultur baru yang

lebih efisien (Costa et al., 2018).

Pemanfaatan limbah yang paling umum untuk menghasilkan BNC adalah dengan
memanfaatkan molase atau tetes tebu sebagai alternatif sumber glukosa. Emre and
Kalender (2021) melakukan optimasi serta karakterisasi produksi BNC dari
molase bit gula dalam kondisi statis, yang menghasilkan BNC dengan ukuran

nanometer berdasarkan hasil karakterisasinya.

Isolat bakteri Kc-T-1 telah diperoleh di Laboratorium Biokimia FMIPA Unila dari
kombucha asal Tangerang. Isolat tersebut berhasil memproduksi berat kering
BNC sebesar 10 g/L. dengan kondisi optimum produksi BNC ditunjukkan pada
kondisi statis pada variasi konsentrasi medium molase sebesar 6% Brix dengan
masa inkubasi selama 14 hari Azizah, (2022). Hasil yang diperoleh terhitung
masih kecil. Oleh karena itu perlu dicari sumber bakteri lain yang berasal dari
limbah buah busuk, karena buah busuk kaya akan gula sederhana dan nutrisi.
Buah busuk juga cenderung memiliki pH asam yang cocok untuk pertumbuhan
bakteri penghasil selulosa Esa ef al., (2014). Selain itu pada penelitian yang
dilakukan oleh Hasanin et al., (2023) menggunakan hidrolisat kulit buah sebagai
satu-satunya sumber karbon untuk produksi bacterial cellulose oleh Achromobacter
S33. Salah satu substrat yang digunakan adalah kulit pisang, yang hanya mampu
menghasilkan 0,32 £ 0,08 g/L (berat kering), menyebabkan pelikel yang terbentuk
jauh lebih tipis jika dibandingkan dengan media terstandar. Hal ini disebabkan oleh
komposisi nutrisi kulit pisang yang kurang seimbang, adanya senyawa inhibitor
alami, serta pH media yang asam sehingga menghambat pertumbuhan bakteri

produsen selulosa. Kondisi tersebut menyebabkan jumlah fibril selulosa yang



terbentuk menjadi sedikit dan pelikel yang dihasilkan tipis. Rendahnya hasil BNC
dari substrat buah busuk, diperlukan pendekatan alternatif yang lebih efektif. Salah
satu strategi yang dapat diterapkan adalah dengan memanfaatkan konsorsium

mikroba yang lebih stabil, yaitu kultur kombucha.

Penelitian oleh Guimaraes et al. (2024) menunjukkan bahwa dengan
menggunakan substrat kaya karbon berupa medium sukrosa £70 g/L, inokulum
SCOBY kombucha berumur £6 hari dan konsentrasi 7,5 % v/v mampu
menghasilkan pelikel bacterial nanocellulose (BNC) sebesar £2,2 g/L. (berat
kering) melalui fermentasi statik. adanya interaksi sinergis antara bakteri selulosa
Komagataeibacter sp.)dan mikroorganisme lain (ragi serta bakteri asam) di dalam
konsorsium kombucha yang saling mendukung dalam pemecahan substrat,
penyediaan prekursor, serta stabilisasi kondisi fermentasi. Penelitian ini
mengeksplorasi produksi BNC menggunakan limbah cair molase sebagai
pengganti glukosa komersial dengan memantfaatkan kultur kombucha sebagai

inokulan.

1.2.Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Memperoleh isolat bakteri penghasil BNC.

2. Memperoleh kondisi optimum produksi BNC berupa pelikel pada kultur.

3. Memahami dan mengkarakterisasi produk BNC dengan menggunakan SEM
dan FTIR.

1.3.Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan dan wawasan

eksplorasi pemanfaatan molase sebagai media memproduksi BNC.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Selulosa

2.1.1. Definisi

Selulosa termasuk polimer hidrofilik dengan tiga gugus hidroksil reaktif tiap unit
hidroglukosa, tersusun atas ribuan gugus anhidroglukosa yang tersambung melalui
ikatan 1,4-B-glukosida membentuk molekul berantai yang panjang dan linier.
Gugus hidroksil ini telah dimanfaatkan untuk memodifikasi selulosa dengan
memasukkan gugus fungsi tertentu pada selulosa melalui teknik pencangkokan

(Mulyadi, 2019).

Selulosa merupakan senyawa organik yang terdapat pada dinding sel bersama
lignin yang berperan dalam mengokohkan struktur tumbuhan. Struktur selulosa
mempunyai potensi yang cukup besar untuk dijadikan sebagai penyerap karena
gugus —OH yang terikat dapat berinteraksi dengan komponen adsorbat.
Mekanisme serapan yang terjadi antara gugus —OH yang terikat pada permukaan
dengan ion logam yang bermuatan positif (kation) merupakan mekanisme
pertukaran ion (Wulandari et al., 2015). Selulosa memiliki rumus molekul
(C6H100s5)n, dimana n menunjukkan derajat polimerisasi (DP) dari selulosa.
Sebagai polimer hidrofilik. Struktur selulosa terdiri dari ribuan gugus
anhidroglukosa yang saling terhubung melalui ikatan - 1,4 glikosidik,
membentuk rantai molekul yang panjang dan linier. Gugus hidroksil pada atom
karbon C2 dan C3 terikat pada karbon sekunder, sementara gugus hidroksil pada
C6 terikat pada karbon primer (Mulyadi, 2019). Struktur selulosa dapat dilihat
pada Gambar 1.
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Gambar 1.Struktur Selulosa. (Sumber: Mulyadi, 2019).

2.1.2. Sumber Selulosa

2.1.2.1. Selulosa Tanaman

Selulosa, salah satu sumber daya alam terbarukan yang paling berlimpah di
Indonesia dan merupakan komponen utama dari lignoselulosa dari dinding sel
pada tanaman bersama dengan hemiselulosa, lignin, pektin,dan lilin.
Lignoselulosa bisa didapatkan dari berbagai limbah pertanian seperti bagas
tebu, jerami, ampas sagu dan kelapa sawit. Keberadaan selulosa dialam tidak
dalam bentuk murni tetapi masih dalam bentuk lignoselulosa. Pada jaringan
tumbuhan kayu, selulosa dapat ditemukan bersamaan dengan hemiselulosa, pati
dan lignin. Gabungan antara selulosa, hemiselulosa, dan lignin disebut
lignoselulosa (Mulyadi, 2019). Lignoselulosa bisa didapatkan dari berbagai
limbah pertanian seperti bagas tebu, jerami, ampas sagu dan kelapa sawit.
Keberadaan selulosa dialam tidak dalam bentuk murni tetapi masih dalam
bentuk lignoselulosa. Pada jaringan tumbuhan kayu, selulosa dapat ditemukan
bersamaan dengan hemiselulosa, pati dan lignin. Gabungan antara selulosa,

hemiselulosa, dan lignin disebut lignoselulosa (Mulyadi, 2019).

2.1.2.2. Selulosa Bakteri

Selulosa bakteri (BC) adalah zat gel yang disintesis oleh bakteri gram negatif
dalam matriks gula cair BC memiliki rumus molekul yang sama dengan selulosa
tumbuhan tetapi memiliki struktur jaringan berpori tiga dimensi yang unik.BC

dapat dihasilkan melalui pembiakan mikroba, dan berbagai spesis mikroba



memiliki kemampuan untuk mensintesis BC (Zhang et al., 2018).

Selulosa bakteri ditemukan dalam bentuk murni, bebas dari kontaminan seperti
hemiselulosa, lignin serta produk metabolisme lainnya (Fritz ef al., 2016).
Selulosa yang dihasilkan oleh sel bakteri membentuk mikrofibril yang terdiri
dari makromolekul yang terhubung dalam struktur yang sangat halus. Bakteri
dari keluarga ini mampu mengubah etanol menjadi asam asetat

(Rangaswamy et al., 2015).

2.1.2.3. Perbedaan Selulosa Bakteri dan Selulosa Tanaman

Serat selulosa yang dihasilkan oleh bakteri memiliki kemurnian lebih tinggi
dibandingkan dengan serat selulosa dari tumbuhan. Serat selulosa tumbuhan
memerlukan proses pemurnian untuk menghilangkan hemiselulosa, lignin, serta
zat ekstraktif lainnya yang terkandung dalam kayu. Sebaliknya, serat selulosa dari
bakteri dapat langsung digunakan karena sudah berupa selulosa murni. Selain itu,
selulosa mikroba dapat dipanen setelah proses kultivasi selama satu minggu,
menjadikannya lebih efisien dibandingkan dengan selulosa dari kayu yang
memerlukan waktu 4-6 tahun untuk dipanen (Harsini and Susilowati, 2020).
Selulosa yang dihasilkan oleh bakteri memiliki tingkat kristalinitas yang tinggi
(Iebih dari 80%) dan kemampuan penyerapan air yang sangat baik. Selain itu,
selulosa mikroba memiliki luas permukaan spesifik yang lebih besar, retensi air
yang lebih tinggi, serta kekuatan tarik yang lebih baik dibandingkan dengan
selulosa yang berasal dari tumbuhan (Effendi ef al., 2015). Tabel 1 di bawah ini
menunjukkan beberapa perbandingan antara selulosa dari tumbuhan dan selulosa

dari bakteri.



Tabel 1. Perbandingan Selulosa Tumbuhan dan Bakteri (Sumber : Naomi, et al.,

(2020).
Karakteristik Selulosa Bakteri Selulosa Tanaman
Sumber Genera Agrobacterium, dan Kapas, kayu, serat kulit
Gluconacetobacter, Sarcina pohon, serat biji, serat
Kemurnian Murni secara alami Tidak murni. Adanya lignin,
dan hemiselulosa
Daya Tarik 200-300 Mpa 750-1080 MPa dengan
kepadatan 1450-1590 kg.m —
23
Sifat Lunak Tinggi. Karena modulus elastisitas ~ Rendah. Susunan serat
yang besar secara virtual dapat mikro saling silang
dibentuk dalam bentuk apapun memberikan bentuk pada
lignoselulosa
pH optimal 54-6.3 Tidak berlaku pH
Daya hancur Lambat. Sel hewan tidak dapat Lambat. Karena susunan
membelah. Namun, degradasi hanya struktur pita yang rumit dan
mungkin terjadi dengan non adanya kotoran pada
enzimatis, hidrolisis dan larutan nanoselulosa
asam
Stabilitas Tinggi. Karena degradasi rendah Tinggi. Karena ikatan
hidrogen padat di pita
pengaturan struktur selulosa
asli

Sumber : Naomi et al., (2020).

2.1.3.Sifat-Sifat Selulosa

Selulosa memiliki karakteristik fisik dan kimia yang khas. Selulosa dengan rantai
panjang menunjukkan kekuatan fisik yang lebih tinggi dan ketahanan yang lebih
baik terhadap degradasi akibat panas, bahan kimia, dan faktor biologis. Stabilitas
relatif selulosa disebabkan oleh adanya ikatan hidrogen di dalam strukturnya.
Selulosa tidak larut dalam air dan tidak memiliki titik leleh. Selain itu, serat
selulosa memiliki fleksibilitas dan elastisitas yang baik, yang memungkinkan serat
tersebut mempertahankan rasio aspek (perbandingan panjang terhadap diameter
(P/d)) yang tinggi selama proses produksi. Dengan sifat-sifat ini, selulosa

menawarkan banyak keuntungan yang menjanjikan (Keshk, 2014).



2.1.4. Produksi Selulosa

Selulosa bakteri diproduksi dengan menggunakan tiga metode; yaitu kondisi
statis, kondisi goyang dan sistem disk berputar. Setiap metode memiliki kelebihan
dan kekurangan. Kultur statis sangat sederhana dan metode tradisional, tetapi
jumlah pelikel yang terbentuk pada permukaan media lebih sedikit dibandingkan
dengan metode lain karena pertumbuhan bakteri penghasil selulosa relatif lambat.
Alasan lambatnya pertumbuhan organisme aerobik ini adalah karena pelikel di
antarmuka udara/cairan membentuk penghalang yang efektif antara oksigen
atmosfer di satu sisi dan nutrisi di sisi lain, mengurangi laju oksigen menembus
pelikel ke sel-sel di dalamnya (Sutikno, ef al., 2014) Produksi BNC diawali
dengan proses isolasi untuk memperoleh isolat bakteri yang diinginkan lalu
dimurnikan dengan cara skrining menggunakan metode spread plate, streak plate
dan diseleksi pada medium GEY (Nurikasari et al., 2017). Medium pertumbuhan
mengandung sumber karbon, sumber nitrogen dan nutrisi lainnya yang dibutuhkan

untuk pertumbuhan sel bakteri dan produksi BNC (Jacek ef al., 2019).

2.1.5. Isolasi Selulosa

Isolasi selulosa dapat dilakukan melalui beberapa perlakuan, seperti metode
biologis atau enzimatik, mekanis, dan kimia. Pada setiap metode isolasi, selulosa
tidak dapat diperoleh dalam bentuk murni, melainkan sebagai hasil yang kurang
murni, yang biasa disebut a-selulosa. Istilah ini merujuk pada selulosa kayu yang
tidak larut dalam larutan natrium hidroksida pekat. Bagian yang larut dalam alkali
tetapi mengendap setelah larutan dinetralkan disebut beta-selulosa. Sedangkan,
gamma (y) selulosa adalah istilah untuk bagian yang tetap larut bahkan setelah

larutan tersebut dinetralkan (Herawati, 2019).
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2.2. Bacterial Nanocellulose (BNC)

2.2.1. Pengertian Bacterial Nanocellulose (BNC)

BNC adalah biomaterial berukuran nano yang juga dikenal sebagai nanoselulosa
bakterial (Guo ef al., 2015). BNC diekskresikan pada antarmuka media sebagai
fibril berbentuk pita, dengan lebar kurang dari 100 nm, yang terdiri dari nanofibril
berukuran 2-4 nm yang jauh lebih halus. Dimensi ukuran yang dimiliki BNC
dapat membuat BNC mempunyai luas permukaan yang tinggi serta jumlah gugus
hidroksil yang tinggi sehingga memudahkan jika dilakukan modifikasi permukaan
(Corral et al., 2017). Bakteri penghasil BNC berasal dari jenis bakteri gram negatif
seperti Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella,
Alcaligenes. Selain itu, bakteri dari genus Gluconacetobacter, Agrobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium dan Sarcina dapat mensintesis BNC dari glukosa dan
berbagai sumber karbon lainnya. BNC dihubungkan oleh ikatan B-1,4 glikosidik
yang murni secara kimiawi dan ekstraseluler, mendukung kelangsungan hidupnya
di lingkungan alami karena sel-sel disimpan di permukaan media kultur,
terperangkap di dalam membran seperti kulit agar-agar, yang terdiri dari serat
selulosa. Imobilisasi sel mendorong pengangkutan nutrisi dan oksigen yang
efisien, yang penting bagi bakteri aerob ini. Karena kapasitas menahan air yang
tinggi (air menyumbang sekitar 98% berat membran basah) polisakarida ini
melindungi produsennya dari pengeringan. Matriks BNC juga melindungi bakteri
penghasilnya dari faktor lingkungan merugikan lainnya, seperti radiasi UV

(Rojas, 2016).

2.2.2. Ciri-Ciri Bacterial Nanocellulose (BNC)

Ciri struktur morfologi bacterial nanocellulose (BNC) dapat digambarkan sebagai
serat yang terbagi menjadi tiga kategori utama: fibril, mikrofibril, dan ikatan
mikrofibril. Nanoselulosa memiliki dimensi panjang yang mencapai ratusan
nanometer, dengan diameter berkisar antara 1,5 hingga 3,5 nm untuk fibril, 10-30

nm untuk mikrofibril, dan sekitar 100 nm untuk ikatan mikrofibril. Dalam kondisi
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kering, BNC menunjukkan sifat-sifat unik, seperti kemurnian kimia yang sangat
tinggi, kekuatan mekanik yang baik, fleksibilitas yang tinggi, serta daya serap
yang optimal, disertai dengan struktur jaringan morfologi yang baik

(Stanistawska, 2016).

Selain itu, struktur nano BNC dapat dianalisis menggunakan alat seperti Scanning
Electron Microscope (SEM) dan Transmission Electron Microscope (TEM).
Analisis SEM memberikan informasi hanya mengenai tampilan permukaan,
sementara TEM dapat menampilkan struktur internalnya secara lebih mendalam

(Herawati, 2019).

2.2.3. Produksi Bacterial Nanocellulose (BNC)

Medium HS (Hestrin-Schramm) adalah media produksi yang umum digunakan
untuk biosintesis BNC dengan nutrisi yang dapat memicu pertumbuhan sel
bakteri yang dapat mengasilkan BNC. Komposisi dari medium ini adalah
glukosa sebagai sumber karbon, pepton dan yeast extract (ekstrak ragi) sebagai
sumber nitrogen, NaHPO4 sebagai larutan penyangga, asam sitrat dan asam
asetat sebagai pengatur pH, dan akuades sebagai pelarut dan sumber mineral

bagi bakteri (Silitonga dan Zul, 2020).

2.2.4. Sumber Mikroba Penghasil BNC

BNC dapat dihasilkan oleh beberapa genus bakteri seperti Acetobacter,
Agrobacterium, Gluconacetobacter, Rhizobium, Achromobacter, Alcaligenes,
Aerobacter, Azotobacter, Salmonella, Escherichia, dan Sarcina (Park et al.,
2019). Bakteri ini dapat ditemukan pada sayuran busuk makanan dan minuman
hasil fermentasi dan buah-buahan busuk, sayuran busuk, dan makanaan hasil

fermentasi (Kargarzadeh et al., 2017).
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2.2.4.1. Kombucha

Kombucha adalah minuman fermentasi yang dibuat dari larutan teh bergula
melalui aktivitas konsorsium simbiotik antara bakteri asam asetat dan ragi yang
dikenal sebagai SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). Selama
proses fermentasi, mikroba dalam SCOBY memanfaatkan gula sebagai sumber
energi, menghasilkan berbagai asam organik, vitamin, serta metabolit bioaktif,
dan secara bersamaan membentuk pelikel selulosa bakteri yang mengapung di
permukaan cairan. Pelikel ini berfungsi sebagai matriks pelindung bagi komunitas

mikroba dan menjadi ciri khas dari fermentasi kombucha (Jayabalan et al., 2014).

2.2.5. Aplikasi Bacterial Nanocellulose (BNC)

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

produk komersial dan industri

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

b. Bidang Kesehatan dan Farmasi Dalam bidang biomedis BNC digunakan
untuk bahan pembalut luka (Hong ef al., 2015), Implan bedah, tracheotomy
tube (bedah rekonstruktif) katup jantung buatan, pembuluh darah berupa
tuba atau neurotubes (regenerasi saraf) dimana 17 nanoselulosa bakteri
mampu menutupi jaringan epitel khusus untuk organ dimana ia ditanamkan
(Stanistawska, 2016).

c. Produk-Produk Komersial Dalam industri komersial BNC digunakan
sebagai emulsifier dalam industri kosmetik dan juga digunakan sebagai
bahan baku BNC juga dapat diterapkan pada pembuatan kertas dalam skala
komersial (Sijabat et al., 2019).
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2.2.6. Karakterisasi BNC Menggunakan SEM

Karakterisasi BNC dilakukan dengan menggunakan alat instrument SEM
(Scanning Electron Microscopy). SEM adalah salah satu jenis mikroskop
elektron yang digunakan untuk mengetahui permukaan dari objek solid secara
langsung dengan memindainya menggunakan sinar elektron berenergi tinggi
(Okky and Bayuseno, 2014). Prinsip kerja SEM melibatkan penembakan
permukaan sampel dengan berkas elektron berenergi tinggi. Ketika berkas ini
mengenai permukaan sampel, sebagian elektron dipantulkan kembali atau
menghasilkan elektron sekunder yang menyebar ke berbagai arah. Namun,
terdapat satu arah di mana intensitas pantulan elektron paling tinggi. Detektor
dalam SEM menangkap elektron yang dipantulkan dan mengidentifikasi lokasi
dengan intensitas pantulan tertinggi. Informasi ini memberikan gambaran
mengenai profil permukaan sampel, seperti kemiringan dan arah lerengnya. Saat
pengamatan dilakukan, permukaan sampel dipindai dengan berkas elektron di

seluruh area pengamatan (Syam et al., 2017).

Gambar 2. Tampilan SEM dari BNC yang diproduksi dalam medium
(Emre Z and Kalender, 2021).

Tampilan SEM dari BNC yang diproduksi dalam medium molase Gambar 2 diatas
menunjukkan tampilan penampang struktur mikrofibril BNC dalam medium
molase dibawah kondisi statis dengan perbesaran sampai 15,000 kali (Emre Z and
Kalender, 2021). Struktur molekul pada BNC memberikan sifat khas yang unik
seperti degradabilitas, kiralitas, dan perubahan kimia yang luas diresmikan oleh

reaktivitas donor yang tinggi dari gugus OH. Kelompok hidroksil yang
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terfungsionalisasi, dekstrosa homopolimer-polimerik rantai kaku linier dicirikan
oleh kapasitas modifikasi kimia yang luas, hidrofilisitas yang kuat dan
biokompatibilitas yang relevan. la memiliki daerah teratur dan tidak teratur,
dimana domain teratur sebagian besar kristal dan molekul teratur memegang jalur
istimewa sejajar dengan rantai di fibril yang sangat halus atau serat seperti untai
yang disebut mikrofibril serta dapat membentuk guncangan permukaan pada
mikrofibril. Jaringan ikatan hidrogen yang luas memberikan selulosa sejumlah

struktur dan morfologi serat kristalin (Stanistawska, 2016)

2.2.7. Karakterisasi BNC Menggunakan FTIR

Fourier Transform Infrared (FTIR) adalah alat instrumen yang didasarkan pada
intensitas dan panjang gelombang penyerapan radiasi infrared. Instrumen FTIR
digunakan untuk mendeteksi gugus fungsi, dan mengidentifikasi senyawa
penyusun suatu sampel yang dianalisis. Bilangan gelombang yang menjadi acuan
untuk melihat vibrasi molekul suatu senyawa adalah 4000 — 400 cm-1 .
Keuntungan dari FTIR adalah dapat memberikan hasil analisis yang cepat dan
akurat tanpa merusak sampel dan memiliki tingkat efisiensi yang tinggi (Buana

and Fajriati, 2019)

2.2.8. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC) BNC

Pengukuran WHC bertujuan untuk mengukur daya serapnya, kandungan
lembaran pelikel basah terdiri dari BNC (0,9%), air (99%) dan lain-lain yaitu
protein, asam- asam organik dan gula (0,1%). Sehingga walaupun dilakukan
proses pengeringan pelikel maka kandungan air masih tersisa dalam lembaran
pelikel hasil pengeringan, karena WHC pelikel segar sangat tinggi berkisar
antara 95,74% sampai 98% (Nurikasari et al., 2017). Air bebas dapat dihilangkan
dengan mudah melalui berbagai bentuk dehidrasi, sementara air yang terikat
dipertahankan dan melekat pada serat BNC melalui adsorpsi dan pembentukan

kapiler antara 0,5 dan 1 mikrometer (Rodriguez, 2017).
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2.2.8.1. Tetes Tebu (Molasses)

Pabrik gula tebu selain menghasilkan produk utama berupa gula, juga
menghasilkan molase atau tetes tebu sebagai produk sampingnya. Molase telah

diketahui dapat diubah menjadi etanol karena masih mengandung gula sederhana

(Hartina, et al., 2014).

Gambar 3. Limbah Cair Molase (Sumber: (https://www.bing.com/
images/search?view=detailV2).

Kandungan gula molase terutama sukrosa berkisar 48 — 55%. Menurut sumber lain
molase juga mengandung glukosa dan galaktosa 50 —80%, beberapa mineral
seperti fosfor, kalsium, kalium, dan asam organik Berdasarkan kandungannya
dapat dikatakan bahwa molase dapat menjadi sumber glukosa alternatif yang baik

untuk perkembangbiakan bakteri (Punjungsari, 2017)


http://www.bing.com/

III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024 — Juli 2025 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung. Analisis SEM dan FTIR
dilakukan di Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi Terpadu (LTSIT) Universitas

Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

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

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

NacCl, akuades, agar powder, dan etanol.

3.3.Prosedur Penelitian

3.3.1. Tahap Persiapan Alat

Sterilisasi bertujuan untuk menghilangkan mikroba yang tidak diinginkan pada
media maupun alat. Alat-alat gelas yang digunakan dicuci, dikeringkan,
dibungkus menggunakan kertas lalu disterilisasi menggunakan autoclave selama

15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Kemudian alat-alat gelas tersebut
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dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 100 °C selama 15 menit. Sterilisasi

bertujuan untuk menghilangkan mikroba yang tidak diinginkan.

3.3.2.Tahap Pembuatan Media

a. Media Hestrin-Schramm Agar

Pembuatan media Hestrin-Schramm agar dilakukan dengan cara menimbang
sebanyak 2 g glukosa, 0,5 g pepton, 0,5 g yeast extract, 0,27 g Na,HPO4, 0,12 g
asam sitrat, 1,5 g agar powder dilarutkan dalam 100 mL aquades. Media
dipanaskan sampai bahan larut dan pH menjadi 6. Media disterilisasi dengan

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

b. Media Hestrin-Schramm Cair

Media disiapkan dengan cara menimbang sebanyak 2 g glukosa, 0,5 g pepton, 0,5
g yeast extract, 0,27 g Na;HPOg4, 0,12 g asam sitrat,dilarutkan dalam 100 mL
akuades. Media dipanaskan sampai bahan larut dan pH menjadi 6. Media
disterilisasi dengan menggunakan autoclave dengan tekanan 1 atm selama 15

menit dan suhu 121 °C.

c. Media 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 Na,HPO4 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 125 °C dan tekanan 1 atm

selama 15 menit.

d. Media GEY ( Glucose, Ethanol, Yeast )

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

suhu media sudah turun.
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3.3.3. Isolasi Mikroba dari Buah Busuk

Sampel yang digunakan adalah buah busuk. Isolasi dilakukan dengan
menggunakan media Hestrin-Schramm agar dengan pengenceran bertingkat dan
spread plate method. Sampel buah busuk dihaluskan lalu diencerkan sampai 6 kali
dengan cara 1 g sampel yang sudah dihaluskan disuspensikan ke dalam 10 mL air
salin (suspensi 10!), dari suspensi 10! diambil 1 mL lalu disuspensikan ke dalam
9 mL air salin (suspensi 10! ), dilakukan perlakuan yang sama sampai suspensi
10°. Masing-masing pengenceran kemudian diambil sebanyak 100 uL dituang
pada media Hestrin-Schramm Agar lalu diratakan dengan spreader, kemudian
diinkubasi selama 48 jam. Isolat kandidat yang dipilih adalah isolat yang mampu
tumbuh dengan baik dalam waktu 48 jam, disimpan pada Agar Miring HS. Isolat

kandidat tersebut kemudian dimurnikan lebih lanjut.

3.3.4. Skrining Bakteri Penghasil Selulosa

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

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

a. Seleksi Media Padat : Isolat diambil dengan menggunakan tusuk gigi steril
dan totolkan pada media GEY lalu diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30 °C.
Zona bening yang terbentuk kemudian diukur diameternya (Singh et al.,

2017).

b. Seleksi Media Cair : Seleksi media cair dilakukan dengan cara mengambil
sebanyak 1 ose isolat dari masing-masing isolat terpilih diinokulasikan
kedalam 10 mL media Hestrin-Schramm cair pada tabung reaksi, lalu dishaker
selama sehari. Setelah itu, tambahkan 5% media inokulum ke dalam media HS

cair 10 mL, kemudian diinkubasi dalam kondisi statis sampai tumbuh pelikel
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pada suhu 30 °C. Kultur yang menghasilkan pelikel dipilih untuk uji

selanjutnya.

3.3.5. Produksi BNC

Produksi nanoselulosa bakterial dilakukan dengan penambahan inokulum yang
telah dishaker selama 20 jam, setelah 20 jam masing-masing inokulum dari stok
kultur (5% v/v) diinokulasikan kedalam 50 mL medium fermentasi dalam
Erlenmeyer 250 mL yang mengandung glukosa dengan nilai Brix sebesar 6%
sebagai sumber karbon. Selanjutnya pH disesuaikan pada 4,5 dan, fermentasi

dilakukan pada suhu 30 °C selama 7-14 hari dalam kondisi statis.

3.3.6. Produksi BNC oleh Kombucha

Sebanyak 2,5 mL kultur kombucha ditumbuhkan ke dalam 47,5 mL medium HS T
dengan variasi brix pertama 3%, 6%, 12%, 18%. Kultur kombucha juga
ditumbuhkan dalam medium HS standar sebagai pembanding. Selanjutnya
dilakukan fermentasi selama 14 hari di suhu ruang dan dalam kondisi statis.
Variasi brix terbaik akan di lakukan variasi ke dua yang mendekati dari variasi

brix pertama.

3.3.7. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC)

Pelikel selulosa bakteri yang terdapat di permukaan medium diambil dan
dibersihkan dengan akuades untuk membersihkan sisa medium, setelah itu direbus
dalam larutan NaOH 0,1 M selama 30 menit pada suhu 100 °C lalu dicuci dengan
akuades hingga pH menjadi 7. Selulosa basah ditimbang dan dikeringkan dalam
oven selama 30 menit hingga berat konstan lalu ditimbang. Kandungan air
(%w/w) selulosa bakterial diukur berdasarkan berat yang hilang saat dikeringkan.
Kemampuan pelikel BNC dalam mengikat air dapat diukur dengan persamaan

berikut :
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berat basah—berat kerin
{ 9 ¥100

WHC % = %

berat basah

(Tabaii and Emtiazi, 2016).
3.3.8. Perhitungan Efisiensi Produksi BNC

Setelah 14 hari masa fermentasi, efisiensi produksi BNC pada kondisi kultur yang
berbeda dievaluasi berdasarkan % konsumsi substrat dan % hasil konversi substrat

ke BNC yang dihitung menggunakan persamaan berikut:

) TSi—TS
% konsumsi substrat = lTSi fxlOO%

BNC (D)at teng

% hasil konversi substrat ke BNC = waO%

3.4. Karakterisasi BNC

3.3.5.1. 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.

3.3.5.2. Fourier Transform Infra - Red (FTIR)

Sampel pelikel bakteri nanoselulosa dikeringkan sampai beratnya konstan. Sampel
yang telah kering lalu dihaluskan hingga menjadi serbuk. Analisis dilakukan
Analisis dilakukan dengan FTIR pada range spektrum 500-4000 cm-1 pada suhu
ruang, dengan FTIR pada range spektrum 500-4000 cm-1 pada suhu ruang.
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3.5. Diagram Alir
Sumber Mikroba
¥
Buah-Buahan Busuk
¥
Tsolasi dan Skrin :
solasi dan ing
- Kultur Kombucha
| dilakukan pengenceran pada
sampel buzh dan di inkubasi
| dilakukan metode streak plate + dilakkan variasi brix awal 3%, 6% 12% dan 18%
unfuk pemumian izolat kandidat
¥ T ditumbuhkan pada medium produksi
. . . HS standar dan HS-T
Selekst Bakteri Penghasil Selulosa ikl vares br ki yang mendekt dar varas
brix awal yang terbaik yaitu 3%, 6% dan 7%
+  Seleksi media padat GET
T Selekzi media cair H3
4
Produksi selulosa bakteri
¥
Pelikel BNC
+ dikitung nilai Water Hold Capacity (WHC)
dibitung efisiensi produksi BNC
dikarakterizasi menggunakan FTIR. dan SEM
¥
BNC

Gambar 4. Diagram alir .penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian ini, maka dapat diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1. Penggunaan konsorsium mikroba (kultur kombucha) dan pada medium HS-T
7% merupakan kondisi yang optimum untuk produksi BNC dengan berat
kering sebesar 22,2 g L-! dan nilai WHC 95,15%;

2. Persentase konsumsi substrat pada medium HS-T 7% mencapai 51,6%, dan dari
jumlah substrat yang dikonsumsi tersebut, sebesar 74% berhasil dikonversi
menjadi BNC

3. Hasil analisis menggunakan FTIR, BNC menunjukkan adanya gugus —OH
stretching, CHa, C-O, B-(1—4) glikosidik yang diperoleh adalah selulosa.

4. Hasil analisis menggunakan SEM menunjukkan bahwa BNC memiliki serat

berukuran nano dengan diameter 68 nm, dan termasuk golongan selulosa .

5.2. Saran

Saran yang perlu disampaikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai

berikut:

1. Melakukan perbandingan sumber karbon optimum pada pelikel BNC terbaik

2. Memproduksi BNC menggunakan limbah cair industri lainnya
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