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

(Skripsi)

Oleh

AGNES MARDIANA HAREFA
NPM 2117011103

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



ABSTRAK

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

Oleh

Agnes Mardiana Harefa

Bacterial Nanocellulose (BNC) adalah biopolimer alami yang dihasilkan oleh
bakteri dan memiliki karakteristik unggul, termasuk efisiensi mekanik tinggi,
kualitas udara yang baik, dan biokompatibilitas tinggi. Penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi produksi BNC dengan menggunakan isolat tunggal dan
konsorsium kombucha. Fermentasi dilakukan dengan variasi brix dan variasi
waktu. Kultur kombucha memberikan hasil produk pelikel BNC yang terbaik
diperoleh pada brix 8% sebesar 190 g/L selama 14 hari fermentasi dan memiliki
nilai WHC sebesar 93,33%. Konsumsi substrat pada medium HS-T variasi brix
8% tercatat sebesar 40% dan berhasil dikonversi menjadi BNC sebesar 62,5%.
Hasil analisis pelikel BNC menggunakan Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) memiliki gugus fungsi ciri khas sebagai material selulosa
dan Scanning Electron Microscopy (SEM) menunjukkan serat memiliki ukuran
nano. Temuan ini mendukung potensi kultur kombucha sebagai sumber inokulan
efektif dalam produksi BNC dengan kualitas yang baik untuk aplikasi lebih lanjut.

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



ABSTRACT

ISOLATION OF MICROORGANISMS PRODUCING BACTERIAL
NANOCELLULOSE (BNC) FROM ROTTEN FRUITS AND KOMBUCHA
CULTURE CONSORTIUM, AND TESTING OF BNC PRODUCTION
FROM PINEAPPLE LIQUID WASTE

By

Agnes Mardiana Harefa

Bacterial Nanocellulose (BNC) is a natural biopolymer produced by bacteria and
has superior characteristics, including high mechanical efficiency, good air
quality, and high biocompatibility. This study aims to evaluate BNC production
using single isolates and kombucha consortia. Fermentation was carried out with
variations in brix and time. Kombucha culture produced the best BNC pellicle
product at 8% brix, yielding 190 g/L during 14 days of fermentation and having a
WHC value of 93.33%. Substrate consumption in the HS-T medium at 8% brix
was recorded at 40% and was successfully converted into 62.5% BNC. Analysis
of the BNC pellicle using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
revealed characteristic functional groups typical of cellulose material, while
Scanning Electron Microscopy (SEM) showed that the fibers had a nano-scale
size. These findings support the potential of kombucha culture as an effective
inoculum source for producing high-quality BNC for further applications.

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

1.1. Latar Belakang

Selulosa merupakan salah satu makromolekul biologis yang paling melimpah di
alam, berperan sebagai komponen utama dalam dinding sel tumbuhan, dan juga
dapat ditemukan pada alga dan bakteri (Morgan et al., 2013). Selulosa yang
dihasilkan oleh bakteri dikenal sebagai selulosa bakteri Bacterial cellulose (BC),
memiliki sejumlah kelebihan dibandingkan selulosa yang berasal dari tumbuhan
Plant cellulose (PC). Beberapa keunggulan BC dibandingkan PC meliputi tingkat
kemurnian yang lebih tinggi karena PC masih mengandung lignin, pektin, dan
hemiselulosa, serta BC memiliki porositas yang lebih besar dan lebih mudah
terdegradasi (Naomi et al., 2020).

Bacterial cellulose (BC) adalah polisakarida ekstraseluler yang diproduksi oleh
beberapa bakteri dari genus Gluconacetobacter, Agrobacter, dan Sarcina.
Selulosa ini terbentuk sebagai membran basah yang mengandung sekitar 99% air
di permukaan media kultur. BC memiliki tingkat kemurnian yang tinggi, daya
serap air yang baik, dan sifat mekanik serta permeabilitas yang unik, serta tahan
terhadap degradasi. Keunikan ini berasal dari struktur nanofibrilar tiga dimensi
yang membentuk jaringan BC karena sifat-sifat tersebut serta biokompatibilitas-
nya, BC telah menarik banyak minat di berbagai bidang terutama dalam bidang
biomedis, seperti penggunaan dalam pembalut luka bakar dan sebagai bahan
pembuat pembuluh darah buatan untuk keperluan bedah mikro (Gallegos et al.,
2016). BC memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan selulosa
tumbuhan, diantaranya struktur serat berukuran nano yang sangat tipis (Novikov,
et al., 2021). Salah satu jenis BC yang banyak diminati adalah nanocellulose yang

berasal dari bakteri atau biasa disebut dengan Bacterial Nanocellulose (BNC).
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BNC adalah polimer alami yang dihasilkan oleh mikroorganisme terutama bakteri
melalui proses biosintesis. BNC memiliki sifat-sifat unik, seperti kekuatan
mekanik yang tinggi, porositas yang baik, biokompatibilitas, serta kemampuan
menyerap air yang besar. Karena karakteristiknya, BNC memiliki potensi untuk
diterapkan dalam berbagai industri, termasuk farmasi, makanan, tekstil, dan
biomedis. Dengan semakin meningkatnya kebutuhan akan bahan yang ramah
lingkungan, produksi BNC menjadi topik yang menarik untuk dikembangkan

sebagai material alternatif yang lebih berkelanjutan (Samyn, et al., 2023).

Sumber mikroba untuk produksi BNC bisa didapatkan dari berbagai bahan
organik, salah satunya adalah buah-buahan yang sudah membusuk. Buah busuk
mengandung mikroba yang mampu memfermentasi substrat organik dan
menghasilkan berbagai produk metabolik, termasuk nanocellulose. Biasanya,
buah-buahan yang membusuk tidak dimanfaatkan dengan baik sehingga hanya
menjadi sumber pencemaran lingkungan. Faktanya, buah busuk tersebut
berpotensi menjadi sumber mikroba penghasil BNC yang ekonomis dan
berkelanjutan (Ross et al., 1991).

Selain bakteri tunggal, konsorsium mikroba seperti kultur kombucha juga terbukti
mampu menghasilkan BNC. Kombucha merupakan fermentasi simbiotik antara
bakteri asam asetat dan ragi yang membentuk lapisan biofilm nanocellulose pada
permukaan medium. (Goh et al., 2012) melaporkan bahwa kultur kombucha dapat
memproduksi BNC dengan mutu dan jumlah yang kompetitif serta lebih stabil
berkat interaksi mikroba di dalamnya. Oleh karena itu, kultur kombucha dapat

dijadikan alternatif sumber mikroba dalam produksi BNC.

Produksi BNC tidak hanya bergantung pada kemampuan strain bakteri untuk
menghasilkan BNC tetapi juga dipengaruhi oleh media fermentasi yang
digunakan. Dalam memilih media fermentasi selain kandungan nutrisinya biaya
media fermentasi juga perlu dipertimbangkan terutama jika diperlukan media
yang murah dan mudah diperoleh secara berkelanjutan. Penggunaan glukosa
sebagai sumber karbon dalam medium Hestrin Schramm (HS) menjadi kurang

efisien saat ini karena tingginya biaya (Sarkono et al., 2012). Oleh karena itu,



penting untuk mencari sumber karbon alternatif dalam produksi BNC, salah satu
bahan limbah yang bisa dimanfaatkan sebagai sumber karbon alternatif adalah

limbah cair nanas.

Limbah cair nanas memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai media tanam
yang baik bagi pertumbuhan tanaman karena limbah cair nanas mengandung
komponen-komponen yang bermanfaat seperti glukosa, fruktosa, sukrosa. Selain
itu, limbah cair nanas juga memiliki rata-rata derajat keasaman (pH) yang relatif
tinggi, yaitu sekitar 3,44 (Handayani and Sutanto, 2016). Saat ini, limbah cair
nanas belum dimanfaatkan secara optimal yang berpotensi mencemari
lingkungan. Salah satu cara pemanfaatannya adalah dengan menggunakan limbah
cair nanas sebagai sumber glukosa alami dalam produksi BNC melalui fermentasi

dengan bantuan bakteri (Kusuma et al., 2019).

Di Laboratorium Biokimia FMIPA Unila telah diperoleh isolat bakteri dengan
kode Kc-T-1 yang diisolasi 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, namun hasil yang
diperoleh terhitung masih kecil. Oleh karena itu, perlu dicari sumber mikroba lain
yang dapat memproduksi BNC (Azizah, 2022).

Berdasarkan uraian diatas, maka penelitian ini ditujukan untuk mengisolasi
mikroba penghasil BNC dari buah-buahan busuk dan konsorsium kultur
kombucha serta menguji kemampuan mikroba tersebut dalam memproduksi BNC
menggunakan limbah cair nanas sebagai pengganti glukosa komersial. Dengan
demikian, diharapkan penelitian ini dapat memperoleh isolat bakteri yang mampu
memproduksi BNC dengan memanfaatkan limbah cair nanas, dibandingkan isolat

yang sudah ada saat ini.



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Menguji potensi produksi BNC dari mikroba yang diisolasi dengan
menggunakan limbah cair nanas sebagai substrat.

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

3. Menganalisis pengaruh variasi konsentrasi gula (brix) terhadap pertumbuhan

pelikel dan produktivitas BNC menggunakan kultur kombucha.

1.3. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan memberikan solusi pemanfaatan limbah buah-buahan,
khususnya limbah nanas, sebagai substrat yang ramah lingkungan untuk produksi
BNC.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nanas

2.1.1. Defenisi Nanas

Nanas (Ananas comosus L.) merupakan salah satu tanaman yang sangat disukai
karena rasanya yang menyegarkan, lezat, dan sedikit asam. Tanaman ini berasal
dari Amerika Selatan, khususnya Brasil, Argentina, dan Paraguay, dari sana
kemudian menyebar ke berbagai wilayah tropis di seluruh dunia. Di Indonesia,
nanas awalnya dibudidayakan di kebun rumah namun sejak itu telah
berkembang menjadi komoditas penting baik di kebun maupun pertanian lahan
kering (Tamsar et al., 2022). Meskipun bukan tanaman asli Indonesia, budidaya
nanas relatif mudah di banyak daerah pedesaan, sehingga menghasilkan
produktivitas yang sangat tinggi. Menurut data statistik, Lampung merupakan
daerah penghasil nanas terbesar di Indonesia, yaitu sebesar 32,77% dari total
produksi, diikuti oleh Sumatera Utara (12,78%), Jawa Barat (10,39%), Jawa
Timur (8,92%), Jambi (8,23%), Jawa Tengah (6,96%), dan daerah lain yang
secara kolektif berkontribusi 19,95% terhadap keseluruhan produksi
(Kementan, 2016).

2.1.2. Karakteristik Nanas

Klasifikasi ilmiah atau taksonomi dari nanas adalah sebagai berikut: Tanaman
nanas dalam sistematika diklasifikasikan sebagai berikut: Kingdom: Plantae,
Divisi: Spermatophyta, Class: Angiospermae, Family: Bromoliaceae, Genus:
Ananas, Species: Ananas comosus L. Merr. Menurut (Arifudin, 2020) terdapat



empat kelompok nanas yang dibedakan berdasarkan bentuk daun dan buahnya
yaitu 1) Kelompok Cayenne ditandai dengan daun yang halus, beberapa di
antaranya berduri sementara yang lain tidak; buahnya besar, silindris, dan bermata
agak datar, berwarna hijau kekuningan, dan memiliki rasa agak asam. 2)
Kelompok Queen dikenal dengan daunnya yang pendek dan berduri tajam, dan
buahnya berbentuk lonjong menyerupai kerucut atau silinder, dengan mata
menonjol; buah ini berwarna kuning kemerahan dan rasanya manis. 3) Kelompok
Spanish dikenali dari daunnya yang kecil dan memanjang serta duri yang halus
hingga kasar, menghasilkan buah bulat dengan mata datar. 4) Kelompok Abacaxi
dibedakan dengan daun yang panjang, berduri kasar, dan menghasilkan buah yang
berbentuk silindris atau seperti piramida. Di Indonesia, varietas nanas yang paling
umum dibudidayakan adalah kelompok Cayenne dan Queen, sedangkan
kelompok Spanish terutama dikembangkan di Kepulauan Hindia Barat, Puerto
Riko, Meksiko, dan Malaysia. Kelompok Abacaxi sebagian besar dibudidayakan

di Brasil.Variatas nanas tersebut dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Buah Nanas Berbagai Verietas (a). Cayyene, (b). Queen, (c). Spanish,
dan (d). Abacaxi (Nurbaiti, 2022).

2.1.3. Limbah Cair Nanas

Limbah cair nanas mengandung berbagai senyawa organik dan anorganik, seperti
gula, asam organik, pektin, selulosa, lignin, serta mineral. Gula-gula yang
dominan dalam limbah ini meliputi sukrosa, glukosa, dan fruktosa, yang
menjadikannya substrat yang cocok untuk fermentasi mikroba. Selain itu, limbah

ini juga mengandung asam sitrat dan enzim bromelain yang merupakan enzim



proteolitik yang banyak dimanfaatkan di industri pangan dan farmasi.
Berdasarkan penelitian Jasso et al., (2011), limbah cair nanas memiliki kandungan
karbohidrat yang tinggi dan dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon dalam
fermentasi mikroba. Hal ini memungkinkan limbah tersebut digunakan untuk
memproduksi etanol, enzim, serta biopolimer seperti bakteri nanocellulose
(BNC), sehingga memiliki potensi besar untuk dikembangkan dalam berbagai

aplikasi bioteknologi.

Limbah ampas nanas murah dan ampas kulit nanas mengandung serat 20,87%,
karbohidrat 17,53%, protein 4,41%, gula reduksi 13,65%, dan air 72%. Hasil
penerapannya mampu menghasilkan selulosa bakterial berat kering sebanyak
3,3948 gram dengan konsentrasi 80%. Perawatan Starrer Kecepatan Tinggi (HSB)
menghasilkan struktur pasir yang lebih berpori. Perlakuan mekanis dapat
menurunkan kristalinitas dan kekuatan selulosa bakteri yang dihasilkan. Nanas
memiliki pH antara 2 sampai 4, mengandung bromelain dan protease, sehingga
jika limbah ini dibuang maka akan merusak tanah dan menurunkan produktivitas
tanah. Kandungan pH yang diatas 6 disebabkan oleh tingginya kandungan asam
karbonat pada nanas (Susanto and Suarsini, 2011). Kandungan asam organik
limbah nanas dapat dilihat pada Tabel 1.

Limbah cair nanas memiliki potensi sebagai media fermentasi untuk produksi
BNC, sebuah biopolimer yang dihasilkan oleh bakteri seperti Acetobacter
xylinum. BNC memiliki keunggulan dalam hal sifat mekaniknya,
biokompatibilitas, dan dapat dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi industri,
termasuk sebagai bahan pembungkus makanan, scaffold untuk rekayasa jaringan,
serta komponen medis. Menurut Keshk (2014), limbah cair nanas bisa menjadi
media yang efektif dan ekonomis untuk memproduksi BNC, memberikan nilai
tambah pada limbah organik ini serta membantu menekan biaya produksi
biopolimer.



Tabel 1. Kandungan Asam Organik Limbah Nanas

Asam Organik Satuan (ppm)
Asam Sitrat 400,0
Asam Sukinat 161,0
Asam Fosfat 23,00
Asam Oksalat 13,80
Asam Glutamat 13,00
Asam Laktat 9,000
Asam Sulfat 4,400
Asam Isoklinat 4,000
Asam Format 3,000
Asam Malonat 3,000
Asam klorida 2,000
Asam Propionat 1,900
Asam Asetat 0,500
Asam Nitrat 0,100

Sumber: (Susanto and Suarsini, 2011).

2.2. Selulosa

2.2.1. Defenisi Selulosa

Selulosa adalah komponen karbohidrat, polimer (hemopolisakarida) dari
monomer glukosa yang dihubungkan oleh ikatan $-(1,4) glikosidik. Selulosa
memiliki berat molekul tinggi dan struktur kimia linier di mana unit selobiosa
berulang membentuk polimer (Klemm et al., 2011). Selulosa tidak larut dalam
H,O dan pelarut umum karena ikatan hidrogen yang kuat, baik intramolekul
maupun antarmolekul (Souhoka and Latupeirissa, 2018).



2.2.2. Struktur Selulosa

Selulosa adalah biopolimer yang melimpah di alam, bersifat terbarukan, mudah
terdegradasi, dan tidak beracun. Selulosa dengan rumus kimia (CgH10Os)n
merupakan senyawa organik yang tidak larut dalam air merupakan komponen
utama serat nabati dan berfungsi sebagai komponen struktural tumbuhan dimana
jumlahnya mencapai 1.200-10.000 dan panjang molekul sekurang-kurangnya
5.000 nm. Berat molekul selulosa rata- rata sekitar 400.000 (Sarumaha and
Muchtar, 2022). Struktur selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.

CH,O0H

Gambar 2. Polimer Glukosa dengan Ikatan -1,4 Glikosidik dalam Rantai Linear
(Sumber: Gea, 2018).

2.2.3. Sifat Selulosa

Selulosa menunjukkan berbagai sifat yang mencakup karakteristik fisik dan kimia.

Selulosa rantai panjang menunjukkan sifat fisik yang ditingkatkan, menunjukkan

ketahanan yang lebih besar terhadap degradasi akibat panas, bahan kimia, dan

faktor biologis. Sifat fisik utama selulosa meliputi panjang, lebar, dan ketebalan

struktur molekulnya. Berikut ini adalah sifat fisik selulosa:

a. Berat molekulnya dapat menurun akibat hidrolisis, oksidasi, fotokimia, atau
degradasi mekanis.

b. Meskipun selulosa tidak larut dalam air dan pelarut organik, selulosa
menunjukkan kelarutan parsial dalam larutan alkali.

c. Dalam kondisi kering, selulosa dicirikan sebagai higroskopis, kaku, dan rapuh;

namun, ketika selulosa menahan cukup banyak air, selulosa menjadi lentur.
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Dengan demikian, air berperan sebagai agen pelunak dalam konteks ini. Selulosa
kristal menunjukkan kekuatan yang lebih unggul dibandingkan dengan selulosa

amorf (Fengel and Wenger, 1995).

2.2.4. Perbedaan Selulosa Tumbuhan dan Selulosa Bakteri

Selulosa dari tumbuhan selalu mengandung hemiselulosa dan lignin sehingga
proses pemurniannya cukup sulit (Anwar et al., 2016). Selulosa bakteri, terutama

diproduksi oleh Acetobacter xylinum, berbeda terutama dari selulosa tumbuhan

dalam kemurniannya. Selulosa yang diproduksi secara bakteri bebas dari

hemiselulosa dan lignin sehingga dapat digunakan dalam berbagai aplikasi

industri tanpa memerlukan perlakuan awal (Iguchi et al., 2000). Tabel 2 berikut

menunjukkan beberapa perbedaan selulosa yang diperoleh dari tanaman dan

selulosa dari bakteri.

Tabel 2. Perbedaan Selulosa Tumbuhan dan Bakteri

Karakteristik Selulosa Bakteri Selulosa Tumbuhan
Sumber Genara Agrobacterium dan Kapas, kayu, serat kulit pohon,
Gluconacetobacter, Sarcina 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™
Sifat Lunak Tinggi. Karena modulus elastisitas Rendah. Susunan serat mikro
yang besar secara virtual dapat saling silang memberikan
dibentuk dalam bentuk apapun bentuk pada lignoselulosa
pH Optimum 54-6.3 Tidak berlaku pH

Daya Hancur

Stabilitas

Lambat. Sel hewan tidak dapat
membelah. Namun, degradasi hanya
mungkin terjadi dengan non
enzimatis, hidrolisis dan larutan asam

Tinggi. Karena degradasi rendah

Lambat. Karena susunan
struktur pita yan rumit dan
adanya kotoran pada
nanoselulosa

TinggiKarena ikatan hidrogen
padat di pita pengaturan
struktur selulosa asli

Sumber : (Naomi et.al., 2020).
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2.3. Nanocellculose

Nanocellulose memiliki diameter 1-100 nm dan panjang 500-2000 nm. Dimensi
ukuran yang dimiliki nanocellulose dapat membuat mempunyai luas permukaan
yang tinggi serta jumlah gugus hidroksil yang tinggi sehingga memudahkan jika
dilakukan modifikasi permukaan. Beberapa teknik dikembangkan untuk
mengekstrak nanocellulose dari selulosa diantaranya hidrolisis asam, hidrolisis
enzimatis, dan proses mekanis. Adapun penggunaan masing-masing metode
ekstraksi dimungkinkan menghasilkan tipe dan properti

nanocellulose yang berbeda (Ningtyas et al., 2020).

Nanoselulose dikelompokkan menjadi 3 kelompok yaitu cellulose nanocrystals
(CNC), cellulose nanofibrils (CNF), dan bacterial nanocellulose (BNC). CNC
berbentuk seperti jarum atau batangan sedangkan CNF berbentuk struktur
jaringan selulosa yang mengandung bagian amorf dan kristalin. BNC merupakan
nanoselulosa yang diperoleh dari fermentasi glukosa dengan menggunakan
bakteri. Nanoselulosa dapat diekstraks dan diproduksi dari berbagai sumber
selulosa antara lain alga, bakteri, jamur, rumput, tanaman, dan hewan (Abral, et
al., 2020). Berbagai metode untuk membuat nanocellulose antara metode mekanis

maupun Kimiawi.

2.4. Bacterial Nanocellulose (BNC)

2.4.1. Defenisi Bacterial Nanocellulose

Nanoselulosa bakteri disintesis oleh bakteri aerob seperti bakteri asam asetat
dalam bentuk selulosa murni berukuran nano, dengan panjang kurang dari 100 nm
dan lebar 2-4 nm (Ashrafi et al., 2019). Bakteri penghasil BNC berasal dari
bakteri Gram negatif, seperti Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas,
Salmonella, dan Alcaligenes. Selanjutnya bakteri dari genera Gluconacetobacter,
Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium dan Sarcina dapat mensintesis BNC
dari glukosa dan berbagai sumber karbon lainnya. BNC dihubungkan oleh ikatan

glikosidik p-1,4 ekstraseluler yang murni secara kimia, mendukung kelangsungan
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hidup mereka di lingkungan alami ketika sel-sel menetap di permukaan media
kultur dan terperangkap dalam membran seperti cangkang 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).

2.4.2. Produksi Bacterial Nanocellulose

BNC dibuat pada antarmuka medium udara-cair menggunakan media cair Hestrin
Schramm (HS). BNC biasanya diproduksi melalui fermentasi pada nilai pH di
bawah 5 dan disekresikan sebagai eksopolisakarida dalam bentuk lapisan tipis
setelah kontak dengan udara. Terakhir, isolasi BNC melibatkan pemurnian dalam
kondisi basa diikuti dengan pengepresan dan pengeringan untuk menghilangkan
air. Namun, perlakuan alkali yang kuat dapat menyebabkan degradasi dan
akhirnya menyebabkan pecahnya secara keseluruhan (Gorgieva and Trcek, 2019)
Oleh karena itu, dilakukan perlakuan alternatif dengan homogenisasi mekanis atau
hidrolisis asam ringan, yang mana hasilnya lebih baik jika menggunakan asam
klorida daripada asam sulfat. Kondisi asam ringan yang diterapkan untuk BNC
dibandingkan dengan kondisi yang lebih keras untuk hidrolisis kimia selulosa
tanaman diperlukan untuk mempertahankan kristalinitas, derajat polimerisasi, dan
stabilitas termal yang tinggi (Rovera, et al., 2018). Oleh karena itu, hidrolisis

enzimatik ringan lebih disukai untuk isolasi nanofibril dari BNC.

2.4.3. Proses Sintesis Bacterial Nanocellulose

BNC diproduksi melalui proses biosintetik yang melibatkan bakteri. Selama
proses ini, bakteri menggunakan substrat seperti glukosa untuk menghasilkan
selulosa melalui jalur enzimatik yang kompleks. Ada berbagai metode untuk

meningkatkan efisiensi produksi, seperti optimalisasi kondisi budidaya,


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/homogenization
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sulfuric-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/enzymatic-hydrolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/enzymatic-hydrolysis
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penambahan bahan aditif, dan modifikasi genetik (Ghasemi et al., 2020). Selain
itu, penggunaan media alternatif seperti limbah pertanian juga sedang dikaji agar

proses produksi lebih berkelanjutan.

2.4.4. I1solasi Mikroba dari Sumber Alami

Isolasi mikroorganisme dari lingkungan alaminya telah lama menjadi metode
utama untuk mengeksplorasi bakteri penghasil BNC. Lingkungan yang kaya akan
bahan organik yang dapat membusuk (misalnya buah yang membusuk)
merupakan habitat alami bagi berbagai jenis mikroorganisme dengan kemampuan
biotransformasi (Ross et al., 1991). Mikroorganisme ini mengandalkan
kandungan gula yang tinggi pada buah busuk sebagai substrat sintesis BNC.
Dalam proses isolasi mikroba, langkah pertama melibatkan pengumpulan sampel
dari buah busuk dan kemudian menginokulasikannya ke dalam media selektif
untuk mendorong pertumbuhan bakteri penghasil BNC (Czaja et al., 2012). Media
yang umum digunakan adalah media Hestrin-Schramm (HS), yang kaya akan
glukosa dan nitrogen untuk mendukung biosintesis selulosa (Hestrin and
Schramm, 1954).

2.4.5. Metode Isolasi

Isolasi mikroba penghasil BNC dari buah busuk umumnya melibatkan beberapa
tahapan kritis: 1). Pengumpulan dan persiapan sampel, 2). Pengenceran berseri,
3). Inokulasi pada media selektif dan 4). Skrining dan karakterisasi isolat

Media yang umum digunakan untuk isolasi termasuk Hestrin-Schramm (HS) dan
media modifikasinya, yang mengandung glukosa, ekstrak ragi, pepton, dan nutrisi

lain yang mendukung pertumbuhan bakteri penghasil BNC (Castro, et al., 2012).

2.4.6. Optimasi Produksi BNC dari Mikroba Isolat

Setelah bakteri penghasil BNC berhasil diisolasi, langkah berikutnya adalah
optimasi kondisi fermentasi untuk memaksimalkan produksi. Berbagai faktor

lingkungan seperti pH, suhu, konsentrasi sumber karbon, serta ketersediaan
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oksigen sangat mempengaruhi hasil produksi BNC (Tsouko et al., 2015). Selain
itu, sumber karbon alternatif seperti fruktosa, manosa, dan sukrosa telah diuji
sebagai substrat untuk produksi BNC, dengan hasil yang menunjukkan bahwa
variasi sumber karbon dapat meningkatkan efisiensi produksi selulosa (Son et al.,
2003). Teknik fermentasi batch dan semi-kontinu juga telah dikembangkan untuk
meningkatkan skala produksi BNC dari isolat mikroba (Gatenholm and Klemm,
2010).

2.5. Karakterisasi BNC

Karakterisasi bacterial nanocellulose dapat dilakukan dengan menggunakan alat
instrumen Scanning Electron Microscopy (SEM) dan Fourier Transform Infrared
(FTIR).

2.5.1. Scanning Electron Microscopy (SEM)

SEM (Scanning Electron Microscope) merupakan perkembangan dari mikroskop
optik, yang memiliki batas pembesaran hingga 1000 kali, sehingga SEM mampu
mencapai pembesaran maksimal hingga 150.000 kali, tergantung pada kondisi
sampel dan alat SEM yang digunakan. Perangkat SEM terdiri dari empat sistem
utama. Pertama, sistem penembakan elektron yang menghasilkan sejumlah
elektron. Kedua, sistem lensa yang menggunakan medan elektromagnetik untuk
memfokuskan berkas elektron pada permukaan sampel. Ketiga, sistem scanning
yang membentuk citra berdasarkan prinsip pemindaian. Keempat, sistem deteksi
yang memanfaatkan elektron sekunder dan elektron yang dipantulkan kembali.
Sampel yang akan dianalisis menggunakan SEM harus memiliki permukaan yang
relatif rata dan halus (Johan, 2009).

Prinsip pengoperasian SEM adalah memotret permukaan suatu benda dengan
berkas elektron berenergi tinggi. Permukaan benda yang terkena sinar akan
memantulkan kembali sinar tersebut atau menghasilkan elektron sekunder ke
segala arah. Detektor di dalam SEM terlihat seperti Mendeteksi elektron
hamburan balik dan menemukan lokasi berkasnya dipantulkan dengan intensitas
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maksimum. SEM digunakan untuk penemuan karakteristik morfologi dari
selulosa bakteri, topografi, dan informasi kristalografi. Keuntungan SEM adalah
memiliki pemisahan yang tinggi, menampilkan data permukaan sampel dan

kemudahan penyimpanan spesimen (Singh et al. 2017).

Dalam penelitian yang dilakukan oleh Nurbaiti (2022), hasil analisis SEM
terhadap pelikel BNC menunjukkan bahwa morfologi BNC memiliki struktur
jaringan serat yang saling terhubung dan rapat. Serat tersebut berukuran nano
dengan diameter berkisar antara 39-65 nm pada pembesaran 20.000 kali.
Mikrograf SEM dari BNC ditampilkan pada Gambar 3.

Gambar 3. Mikrograf SEM dari BNC (Sumber : Omar et al., 2012)

2.5.2. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

FTIR bekerja berdasarkan prinsip absorpsi radiasi inframerah oleh molekul yang
kemudian menghasilkan spektrum inframerah unik. Absorpsi ini terjadi akibat
vibrasi molekul, yang menciptakan pola spektrum khas pada berbagai frekuensi,
tergantung pada jenis ikatan kimia dan gugus fungsi dalam molekul. Pada
karakterisasi BNC, pita serapan yang dihasilkan oleh spektrum FTIR sangat
berguna untuk mengidentifikasi gugus-gugus kimia utama yang ada, serta
interaksi yang terjadi dalam struktur BNC (Salari et al., 2019)

Spektrum FTIR untuk BNC biasanya menunjukkan beberapa pita karakteristik
yang mencerminkan keberadaan selulosa dalam material. Pita serapan pada 3400

cm~ *umumnya diasosiasikan dengan gugus hidroksil (-OH) yang kuat, yang
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merupakan karakteristik utama dari selulosa. Selain itu, pita di sekitar 2900 cm™ !
menunjukkan vibrasi regangan simetris dan asimetris dari ikatan C-H, sementara
pita di sekitar 1100 cm~ * mengindikasikan vibrasi dari ikatan C-O dalam struktur
glikosidik selulosa. Kehadiran puncak-puncak ini memberikan bukti bahwa

struktur utama dari BNC merupakan selulosa (Lanjwani et al., 2011).
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I11. METODE PERCOBAAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024 — Juli 2025 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam
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, CaCOs, Na,HPO,, asam sitrat,
NaCl, akuades, agar powder, dan etanol.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Tahap Persiapan Alat

Tahap pertama yang dilakukan adalah sterilisasi alat. Sterilisasi bertujuan untuk
menghilangkan mikroba atau kontaminan pada alat. Alat-alat gelas yang akan
dipakai dicuci terlebih dahulu menggunakan sabun hingga bersih, dikeringkan,
dibungkus menggunakan kertas dengan rapat, kemudian disterilisasi

menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 125°C dan tekanan 1 atm.
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Selanjutnya alat-alat gelas dikeringkan kembali menggunakan oven pada suhu
100°C (Rina, 2022).

3.3.2. Tahap Pembuatan Media

Isolat bakteri penghasil BNC ditumbuhkan di medium standar Hestrin-Schramm
(HS). Untuk media agar miring menggunakan HS agar, sedangkan untuk media
starter dan media fermentasi menggunakan HS cair. Pada penelitian ini digunakan
variasi media pertumbuhan isolat. Adapun komposisi dan cara pembuatan sebagai
berikut:

3.3.2.1. Medium HS Agar

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

dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit (Nurbaiti, 2022).

3.3.2.2. Medium HS Cair

Media disiapkan dengan cara menimbang sebanyak 2 g glukosa, 0,5 g pepton, 0,5
g yeast extract, 0,27 g Na,HPO,, 0,12 g asam sitrat,dilarutkan dalam 100 mL
akuades. Media dipanaskan sampai bahan larut dan pH menjadi 6. Media
disterilisasi dengan menggunakan autoclave dengan suhu 121°C dan tekanan 1
atm selama 15 menit (Nurbaiti, 2022).

3.3.2.3. Medium 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 Na,HPO,4 dalam 100 mL limbah cair nanas
yang mengandung glukosa dengan nilai Brix sebesar 6%. Kemudian, media
dipanaskan sampai seluruh bahan larut sempurna dan pH medium dibuat menjadi
6. Media lalu disterilisasi dengan autoclave pada suhu 125°C dan tekanan 1 atm

selama 15 menit (Ramadani, 2022).
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3.3.2.4. Medium GEY

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

saat suhu media sudah turun (Nurbaiti, 2022).

3.3.3. Isolasi Mikroba dari Buah Busuk

Sampel yang digunakan yaitu buah-buahan busuk. Isolasi dilakukan dengan
menggunakan media HS agar dengan pengenceran bertingkat dan spread plate
method. Sampel buah busuk dihaluskan satu per satu 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 pL
dituang pada media Hestrin-Schramm Agar lalu diratakan dengan spreader,
kemudian diinkubasi selama 48 jam. Isolat kandidat yang dipilih adalah isolat
yang mampu tumbuh dengan baik dalam waktu 48 jam, disimpan pada Agar
Miring HS. Isolat kandidat tersebut kemudian dimurnikan lebih lanjut (Ramadani,
2022).

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 (Ramadani,
2022).
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3.3.4.1. 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).

3.3.4.2. Seleksi Media Cair

Seleksi media cair dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat dari
masing-masing isolat terpilih diinokulasikan kedalam 10 mL media Hestrin-
Schramm cair pada tabung reaksi, lalu dishaker selama sehari. Setelah itu,
tambahkan 5% media inokulum ke dalam media HS cair 10 mL, kemudian
diinkubasi dalam kondisi statis sampai tumbuh pelikel pada suhu 30°C. Kultur

yang menghasilkan pelikel dipilih untuk uji selanjutnya (Ramadani, 2022).

3.3.5. Uji Aktifitas Bakteri

Isolat yang telah melalui tahap skrining, diseleksi lebih lanjut untuk pada media
GEY (Glucose, Ethanol, Yeast) yang mengandung (2% Glukosa, 5% etanol, 1 %
yeast extract , 0,3% CaCO3, dan 2% agar) pada suhu 30°C. Selama 48 jam waktu
inkubasi, maka akan terbentuk zona bening di sekitar koloni. Adanya zona bening
yang terbentuk, kemudian akan diukur diameter koloni maupun diameter zona
bening untuk diketahui indeks selulosa yang diperoleh dari isolat tersebut. Zona
bening yang terbentuk akibat dari proses pemecahan molekul glukosa yang telah
dilakukan oleh bakteri akibat dari proses metabolisme sel bakteri secara
ekstraseluler. Isolat yang memiliki indeks halo terbesar kemudian diuji lebih
lanjut (Ramadani, 2022).
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3.3.6. Inokulasi

Pembuatan inokulum dilakukan dengan mengambil sebanyak 2 ose dari masing
masing stok kultur kemudian ditumbuhkan dalam 20 mL medium HS cair.

Kemudian media dishaker selama 20 jam (Ramadani, 2022).

3.3.7. Produksi Bacterial Nanocellulose

Produksi bacterial nanocellulose 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 8%
sebagai sumber karbon. Selanjutnya pH disesuaikan pada 4,5, dan difermentasi

selama 14 hari dengan kondisi statis (Ramadani, 2022).

3.3.8. Produki BNC oleh Kultur Kombucha

Sebanyak 2,5 mL kultur kombucha ditumbuhkan ke dalam 47,5 mL medium HS T
dengan variasi brix pertama yaitu 3%, 7%, 8%, 9%, 12% dan 18%. Sebagai
pembanding, HS standar diperlukan juga untuk menumbuhkan kultur kombucha.
Selanjutnya dilakukan fermentasi selama 14 hari di suhu ruang dan dalam kondisi
statis. Setelah dilakukan variasi brix pertama selanjutnya dilakukan variasi brix
yang kedua yaitu yang terbaik dari variasi brix pertama. Selanjutnya dilakukan

fermentasi selama 14 hari di suhu ruang dan dalam kondisi statis.

3.3.9. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC) BNC

Pengukuran WHC dilakukan dengan cara mencuci pelikel BNC menggunakan
akuades dan direndam dalam NaOH 0,1 M pada suhu 100°C selama 30 menit
untuk menghilangkan bakteri sel-sel yang mungkin menempel pada pelikel BNC.
Selanjutnya, pelikel tersebut ditimbang dan dicatat sebagai berat basah. Pelikel

basah kemudian dikeringkan dalam oven selama 30 menit, lalu ditimbang hingga
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mencapai massa yang konstan dan dicatat sebagai berat kering (Nurbaiti, 2022).
Rumus untuk menghitung WHC adalah:
Berat basah-Berat kering

%) = 100% 1
WHC (%) Berat basah X 100% (1)

Pengukuran WHC pada pelikel BNC bertujuan untuk mengukur daya serapnya
terhadap air. Pelikel BNC yang berkualitas baik apabila mengandung WHC lebih
dari 85% (Akbar, 2023).

3.3.10. Perhitungan Efisiensi Produksi BNC

Setelah 14 hari masa fermentasi, efisiensi produksi BNC pada kondisi kultur yang
berbeda dievaluasi berdasarkan % konsumsi substrat (2) dan % hasil konversi

substrat ke BNC (3) yang dihitung menggunakan persamaan berikut:

% konsumsi substrat = TST"ST_Sf x 100 ©)
I

BNC(Lg)at tond

% hasil konversi substrat ke BNC = x 100 (3)

i —T5¢
dimana TSi dan TS; masing-masing adalah konsentrasi gula (gL ™) pada awal dan
akhir fermentasi, sedangkan te, menunjukkan waktu berakhirnya fermentasi (14
hari).

3.3.11. Karakteristik Bacterial Nanocellulose

3.3.11.1 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
(Budiarti, 2023).
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3.3.11.2 Fourier Transform Infra - sRed (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™ pada suhu ruang
(Budiarti, 2023).

3.4 Diagram Alir

( Sumber Mikroba ]7

A 4

Buah-Buahan Busuk

A

Isolasi dan Skrining

v
Kultur Kombucha

- dilakukan pengenceran p_a}da . -+ dilakukan variasi brix awal 3%,
sampel buah busuk dan diinkubasi 8%. 12% dan 18%

- dilakukan metode streak plate - ditumbuhkan pada medium produksi
untuk pemurnian isolat kandidat HS standar dan HS-T

A\ 4

+ dilakukan variasi brix akhir yang
mendekati variasi brix awal yang
terbaik yaitu 7%, 8% dan 9%

Seleksi Bakteri Penghasil Selulosa

- diseleksi media padat GEY

4 diseleksi media cair HS
A\ 4

Produksi Selulosa Bakteri

v

Pelikel BNC

T dihitung nilai WHC
dihitung efisiensi BNC
dikarakterisasi mengunakan FTIR dan SEM

v

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.

Kultur kombucha terbukti efektif dalam menghasilkan pelikel BNC pada
medium HS-T yang berbasis limbah cair nanas. Hasil optimal ditemukan
pada konsentrasi gula sebesar 8% brix.

Efisiensi produksi BNC tertinggi dicapai pada media HS-T 8% brix,
dengan nilai konversi substrat ke BNC sebesar 62,5%, lebih tinggi
dibandingkan dengan media HS standar.

Hasil analisis menggunakan FTIR menunjukkan gugus fungsi O-H
stretching, CO dari glikosidik dan gugus C—H stretching bahwa BNC yang
diperoleh adalah selulosa.

Hasil analisis menggunakan SEM menunjukkan partikel berukuran nano

dengan diameter 56 nm pada perbesaran 20.00 kali.

5.2. Saran

Adapun saran yang perlu disampaikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai
berikut :

1.
2.

Memproduksi BNC menggunakan limbah cair industri lainnya.

Perlu dilakukan uji sifat mekanik, kristalinitas, dan biodegradasi pelikel
BNC untuk menilai kelayakannya sebagai bahan biomaterial dalam bidang
medis, pangan, dan industri tekstil.
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