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ABSTRAK

PRODUKSI BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) DARI LIMBAH
CAIR MOLASE OLEH ISOLAT TUNGGAL DAN KONSORSIUM
MIKROBA KULTUR KOMBUCHA

Oleh

Sabrina Zulaika

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan biopolimer selulosa yang ramah
lingkungan dan memiliki potensi luas di berbagai bidang, seperti medis, pangan,
dan industri material. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh
penggunaan isolat tunggal dan konsorsium mikroba terhadap produksi BNC,
menilai efisiensi produksi BNC dari substrat molase, serta mengkaji karakteristik
struktur dan kemampuan fungsional pelikel BNC. Produksi BNC dilakukan
menggunakan isolat tunggal dan konsorsium mikroba kultur kombucha dalam
medium HS standar dan medium berbasis molase (HS-T), lalu pelikel BNC yang
dihasilkan dikarakterisasi menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) dan Scanning Electron Microscopy (SEM).

Hasil eksperimen menunjukkan bahwa penggunaan konsorsium mikroba
kultur kombucha dengan medium HS-T paling baik untuk produksi BNC. Pada
perlakuan tersebut diperoleh pelikel sebesar 4,02 g L' dan memiliki kemampuan
menahan air (WHC) mencapai 97,58%. Konsumsi substrat pada medium HS-T
sebesar 15,49% dan sebesar 36,55%-nya dikonversi menjadi BNC. Analisis FTIR
mengonfirmasi bahwa pelikel yang dihasilkan adalah selulosa, yang ditandai oleh
pita serapan kuat pada 3339,7 cm™ (—OH stretching), 2892,4 cm™* (—CH
stretching), 1640,0 cm™ (~OH bending), 1423,8 cm™ (-CH: bending), dan 1028,7
cm! (C-O-C eter dan C—O-H dari cincin gula). Sementara itu, hasil SEM
menunjukkan struktur serat berukuran nano (52-92 nm), sehingga pelikel yang
dihasilkan dapat dikonfirmasi sebagai BNC. Temuan ini menunjukkan bahwa
konsorsium mikroba kultur kombucha dan substrat molase merupakan kombinasi
yang menjanjikan untuk produksi BNC yang optimal.

Kata Kunci: Bacterial Nanocellulose (BNC), kombucha, konsorsium mikroba,
isolat tunggal, molase



ABSTRACT

PRODUCTION OF BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) FROM
MOLASSES WASTEWATER BY SINGLE ISOLATE AND KOMBUCHA
CULTURE CONSORTIUM

By

Sabrina Zulaika

Bacterial Nanocellulose (BNC) is an environmentally friendly cellulose biopolymer
with broad potential applications in various sectors, such as medicine, food, and
material industries. This study aims to evaluate the effects of using a single isolate
and microbial consortia on BNC production, assess the efficiency of BNC
production from molasses substrates, and examine the structural characteristics and
functional capabilities of BNC pellicles. BNC production was carried out using
single isolate and microbial consortia of kombucha culture in standard HS medium
and molasses-based medium (HS-T), then the resulting BNC pellicles were then
characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning
Electron Microscopy (SEM). The experimental results showed that the use of
microbial consortia of kombucha culture with HS-T medium is best for BNC
production. Under this treatment, BNC pellicles of 4.02 g L' were obtained and the
water hold capacity (WHC) reached 97.58%. Substrate consumption in the HS-T
medium was 15.49%, and 36.55% of it was converted into BNC. FTIR analysis
confirmed that the pellicles produced were cellulose, as indicated by strong
absorption bands at 3339.7 cm™ (—OH stretching), 2892.4 cm™ (—CH stretching),
1640.0 cm™ (—OH bending), 1423.8 cm™ (—CH2 bending), and 1028.7 cm™* (C-O—
C ether and C—O-H from the sugar ring). Meanwhile, SEM results showed a
nanofiber structure (52-92 nm), so the resulting pellicles can be confirmed as BNC.
These findings suggest that microbial consortia of kombucha culture and molasses
substrate are a promising combination for optimal BNC production.

Keywords: Bacterial Nanocellulose (BNC), kombucha, microbial consortia, single
isolate, molasses
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Selulosa adalah polisakarida yang tersusun dari rantai panjang molekul glukosa
yang dihubungkan oleh ikatan (3-1,4-glikosidik. Selulosa termasuk polimer alam
yang paling melimpah, biokompatibel, dan ramah lingkungan karena mudah
terdegradasi, tidak beracun, serta dapat diperbarui (Mulyadi, 2019). Selulosa juga
memiliki sifat yang menarik, seperti: densitas yang rendah, modulus tinggi,
kekuatan yang tinggi, hanya mengalami sedikit kerusakan saat proses, dan
harganya relatif murah (Rohaeti, 2020). Mikro dan nanoselulosa adalah ukuran
selulosa yang umum digunakan dalam aplikasi industri. 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).

BNC dapat diproduksi dari suatu mikroba seperti bakteri genus Acetobacter,
Azotobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Sarcina, Salmonella,
Escherichia, dan Rhizobium (Corujo et al., 2016). Mikroba penghasil BNC dapat
diperoleh dari sampel buah busuk seperti jeruk, kelapa, apel dan nanas, sayuran,

cuka, dan minuman beralkohol (Rangaswamy et al., 2015).

BNC adalah selulosa berukuran nano yang diproduksi oleh mikroorganisme
tertentu sebagai eksopolisakarida dari f-D glukopiranosa. Kapasitas menahan air
dan morfologi struktur nanonya, mirip dengan matriks ekstraseluler protein yaitu
kolagen, membuat BNC sangat kompatibel untuk imobilisasi seluler dan adhesi
(Sharma and Bhardwaj, 2019). BNC memiliki kemurnian tinggi karena tidak

mengandung lignin, hemiselulosa, dan pektin, sehingga memungkinkan tingkat



polimerisasi dan Kristalisasi yang lebih tinggi. Berdasarkan sifat-sifat tersebut,
BNC telah digunakan, dalam bidang medis untuk pembuatan perban (Moradali
and Rehm, 2020). Modulus Young pada BNC sangat tinggi sehingga memiliki
kemampuan luar biasa untuk mempertahankan bentuknya. la juga mempunyai
transmisi suara berkecepatan tinggi pada rentang frekuensi yang luas. Karakter ini
memungkinkan penggunaan BNC sebagai diafragma pada speaker dan
headphone. Selain itu, BNC juga telah digunakan dalam industri kertas, karena
penambahan BNC dalam jumlah tertentu ke dalam bubur kertas memungkinkan
untuk menghasilkan kertas berkualitas tinggi dengan kekuatan tarik yang lebih
baik dan ketahanan lipat empat hingga lima kali lebih baik. BNC juga telah
dikomersialkan di berbagai bidang seperti industri makanan, tekstil, pertanian, dan
kosmetik (Wang et al., 2019).

Medium pertumbuhan mikroba yang biasa digunakan untuk memproduksi BNC
adalah medium Hestrin-Schramm (HS) yang mengandung glukosa, yeast extract,
pepton, asam sitrat, dan NaHPO4. Penggunaan glukosa komersial dalam produksi
BNC dinilai kurang ekonomis karena harganya relatif mahal. Banyak limbah
pertanian dan industri telah diselidiki untuk produksi BNC, termasuk sisa pohon
jambu mete, sisa penggilingan zaitun kering, bubuk konjak, kulit padi, kulit
gandum, sekam, kopi, limbah ragi bir, dan molase (Abol-Fotouh et al., 2020;
Tyagi and Suresh, 2015). Pemanfaatan limbah yang paling populer untuk
memproduksi BNC adalah dengan penggunaan molase atau tetes tebu sebagai
alternatif pengganti substrat karbon. Machado et al. (2018) melaporkan bahwa
penggunaan molase pada medium kultur BNC mampu mengurangi biaya produksi
dengan cukup signifikan dari 7,35% menjadi 20,06% jika dibandingkan dengan
media kultur HS dan glukosa. Berdasarkan hal tersebut, penggunaan medium
molase adalah salah satu cara yang tepat untuk proses eskalasi produksi BNC. Hal
itu didukung dengan banyaknya jumlah produksi tebu di Lampung yaitu rata-rata
710,3 ton per tahun (Kementerian Pertanian, 2022). Tingginya jumlah produksi
tebu tentu saja menghasilkan jumlah molase yang tinggi sehingga berpotensi

untuk dimanfaatkan dalam produksi BNC.
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Azizah (2022) telah berhasil mengisolasi mikroba penghasil BNC dari kombucha
yang diberi nama Kc-T-1. Isolat tunggal tersebut mampu menghasilkan indeks
halo sebesar 2,2 dan pelikel kering BNC sebanyak 10 g L. Kondisi optimum
produksi BNC oleh isolat Kc-T-1 adalah pada medium HS termodifikasi, yaitu

medium HS dengan glukosa yang diganti molase 6% Brix sebagai sumber karbon.

Gullo et al. (2018) menyatakan bahwa penggunaan isolat tunggal dalam produksi
BNC memiliki beberapa kelemahan, khususnya terkait dengan produktivitas yang
rendah dan kestabilan produksi yang kurang optimal. Isolat tunggal cenderung
memerlukan kondisi lingkungan yang sangat spesifik untuk mempertahankan
kemampuan produksinya. Perubahan kecil dalam parameter produksi, seperti pH,
suhu, atau komposisi nutrisi, dapat berdampak signifikan terhadap hasil produksi
BNC. Untuk mengatasi keterbatasan ini, penggunaan konsorsium mikroba mulai
banyak dikembangkan, karena mampu meningkatkan produktivitas dan ketahanan
proses terhadap variasi lingkungan melalui interaksi sinergis antar

mikroorganisme.

Keterbatasan produksi BNC menggunakan isolat tunggal menunjukkan perlunya
pendekatan alternatif yang lebih adaptif dan produktif. Salah satu pendekatan
yang berpotensi meningkatkan hasil produksi adalah melalui penggunaan
konsorsium mikroba, yang memiliki keunggulan dalam kerja sama metabolisme
dan ketahanan lingkungan. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan
untuk memproduksi BNC menggunakan isolat tunggal dan konsorsium mikroba,

untuk mengetahui efektivitas keduanya dalam menghasilkan BNC secara optimal.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dalam penelitian ini sebagai berikut:
1. mengetahui pengaruh isolat tunggal dan konsorsium dalam produksi BNC;
2. mengevaluasi efektivitas molase sebagai sumber karbon alternatif dalam
produksi BNC; dan
3. mengetahui karakteristik pelikel BNC dengan menggunakan FTIR dan
SEM.



1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memperluas wawasan para pembaca dan
mahasiswa mengenai kondisi optimum produksi BNC serta dapat dijadikan

sebagai referensi untuk penelitian BNC lebih lanjut.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Selulosa
2.1.1 Pengertian Selulosa

Selulosa adalah polimer alami dengan formula (CeH100s)n yang terbentuk dari
molekul-molekul kecil yang saling terhubung. Molekul-molekul kecil tersebut
adalah gula, 3-D-glukosa. Gula yang saling terhubung menghasilkan disakarida
yang dikenal sebagai cellobiose. Selulosa merupakan substansi yang tidak larut
dalam air yang terdapat di dalam dinding sel tanaman terutama dari bagian batang,
tangkai dan semua bagian yang mengandung kayu. Molekul selulosa berbentuk
linear sehingga menyebabkannya bersifat kristalin dan tidak mudah larut. Selulosa
tidak mudah didegradasi secara kimia maupun mekanis. Di alam, selulosa
berasosiasi dengan polisakarida lain seperti hemiselulosa dan lignin membentuk
kerangka utama dinding sel tumbuhan (Gian et al., 2017).

Keberadaan selulosa di alam sangat melimpah yang sebagian besar ditemukan di
tumbuhan tingkat tinggi seperti pohon juga protozoa, alga, dan bakteri. Berbagai
bentuk selulosa memiliki banyak kegunaan seperti pengganti lemak dan bahan
penggembur dalam makanan rendah kalori, seperti pengubah tekstur, pemanjang,
dan pengemulsi. Dalam produk makanan, selulosa diperoleh sebagai pulp dari
bahan berserat seperti kayu atau kapas dan dapat digunakan sebagai aplikasi
farmasi penguat untuk matriks polimer hidrofobik, implan biomedis, dan
komposit material (Suryanto, 2017).



2.1.2 Struktur Selulosa

Selulosa (CsH100s)n tersusun atas unit f-D-glukopiranosa yang tergabung melalui
ikatan (1,4)-glikosida, dimana n merupakan derajat polimerisasi selulosa (DP).
Selulosa tahan terhadap perlakuan menggunakan bahan kimia, kecuali asam kuat
karena adanya ikatan hidrogen antargugus hidroksil dalam rantai selulosa.
Selulosa mengandung karbon (44,44%), hidrogen (6,17%), dan oksigen (49,39%).
Pada umumnya, kandungan selulosa berkisar ~40-50% dari berat kering bahan
berlignoselulosa. Variasi kandungan selulosa ini dipengaruhi oleh beberapa faktor
seperti lingkungan tumbuhnya, jenis biomassa, umur tumbuhan, dan letak dalam
batang tumbuhan. Perbedaan itulah yang akan menentukan struktur morfologi,
dimensi, dan metode isolasi selulosa (Fatriasari et al., 2019).

Dalam keadaan padat, unit anhidroglukopiranosa (AGU) diputar sebesar 180°
terhadap satu sama lain karena adanya ikatan . Masing-masing unit AGU
memiliki tiga gugus hidroksil (OH) pada posisi C-2, C-3, dan C-6. Kelompok
terminal di salah satu ujung molekul selulosa sangat berbeda sifatnya satu sama
lain. C-1 OH di salah satu ujung molekul adalah gugus aldehida dengan aktivitas
pereduksi. Gugus aldehida membentuk cincin piranosa melalui bentuk hemiasetal
intramolekul. Sebaliknya, C-4 OH pada ujung lain dari rantai adalah konstituen
OH yang mengandung alkohol dan dengan demikian disebut non-pereduksi akhir.
Hal ini telah diketahui dari spektroskopi inframerah (IR), kristalografi sinar-X dan
investigasi resonansi magnetik nuklir (NMR), bahwa cincin AGU ada dalam
piranosa bentuk cincin dan bahwa ini mengadopsi 4 formasi kursi C1 yang
merupakan energi terendah (Granstrom, 2009). Konformasi untuk D-
glukopiranosa dapat dilihat pada Gambar 1:



Gambar 1. Struktur selulosa (Granstrém, 2009)

2.1.3 Sumber Selulosa
2.1.3.1 Selulosa Tanaman

Tanaman merupakan sumber utama selulosa yang keberadaannya sangat melimpah
di alam. Bahan yang mengandung selulosa diantaranya adalah kayu, residu
pertanian, tanaman air, rumput kapas, dan zat tanaman lainnya (Amrillah et al.,
2022). Pada tanaman, selulosa ditemukan di dinding sel yang berfungsi sebagai
pelindung, terutama pada bagian-bagian tanaman yang berkayu seperti tangkai,
batang, dan dahan. Selulosa merupakan polisakarida struktural ekstraseluler yang
paling melimpah dibandingkan biomolekul lain, baik pada tumbuhan maupun
hewan (Handayani, 2010).

Sebagai polisakarida linier, selulosa bersifat kristalin, tidak larut dalam air, serta
memiliki ketahanan tinggi terhadap degradasi kimia dan mekanis. Di alam, selulosa
umumnya berasosiasi dengan hemiselulosa dan lignin membentuk matriks
struktural utama dinding sel tumbuhan. Struktur tersebut berkontribusi dalam
memberikan kekuatan mekanik pada serat tanaman. Selain itu, selulosa memiliki
potensi aplikasi luas, termasuk sebagai bahan insulasi termal dan penyerap suara
(Pradana et al., 2017).

Selulosa yang berasal dari tanaman tidak pernah tersedia dalam bentuk yang
murni, melainkan masih berupa lignoselulosa, hemiselulosa, lignin dan pektin.
Sehingga perlu perlakuan khusus untuk dapat mengisolasi selulosa dari tanaman,
misalnya pemisahan senyawa lain dengan bantuan alkali atau yang dikenal dengan
metode hidrolisis alkali (Gea, 2010). Kandungan selulosa dalam berbagai tanaman
dapat dilihat pada Tabel 1.



Tabel 1. Kandungan selulosa dalam berbagai tanaman

Sumber Selulosa (%0)
Kapas 95-99
Rami 80-90
Bambu 40-50
Kayu 40-50
Kulit Kayu 20-30
Lumut 25-30
Tanaman Ekor Kuda 20-25

(Widia and Wathoni, 2017)

2.1.3.2 Selulosa Bakteri

Selain ditemukan alami pada tanaman, selulosa dapat juga diproduksi oleh
bakteri. Selulosa tumbuhan dan selulosa bakteri memiliki struktur kimia yang
sama, namun sifat fisik dan kimianya berbeda. Salah satu keunggulan selulosa
bakteri adalah kemurniannya yang tinggi jika dibandingkan dengan selulosa
tumbuhan yang menghasilkan lignin dan produk hemiselulosa lainnya (Nurjannah
et al., 2020).

Selulosa bakteri merupakan selulosa hasil sekresi bakteri. Untaian benang-benang
selulosa yang terhubung membentuk membran selulosa. Membran selulosa
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 tanaman. Keunggulan tersebut diantaranya tidak
memiliki komponen hemiselulosa 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).



2.2 Nanoselulosa

Berdasarkan ukurannya, selulosa dapat dibedakan menjadi mikro dan
nanoselulosa. Ukuran nanoselulosa berkisar antara 5-100 nm. Nanoselulosa
semakin diminati untuk berbagai aplikasi di bidang ilmu material dan teknik
biomedis. Hal tersebut disebabkan oleh sifatnya yang terbarukan, bentuk
anisotropik, sifat mekanik yang sangat baik, biokompatibilitas yang baik,
permukaan yang dapat disesuaikan, dan sifat optik yang menarik (Abitbol et al.,
2016). Karena sifat yang dimilikinya, selulosa telah digunakan sebagai bahan
pengemasan, perbaikan jaringan, penghantaran obat, dan sebagai pengemulsi

dalam industri makanan, farmasi, kosmetik, dan bensin.

Nanoselulosa dapat dikategorikan ke dalam tiga jenis, yakni: (1) selulosa
nanofibrilasi (NFC); (2) selulosa nanokristalin (NCC); dan (3) nanoselulosa
bakteri (BNC), juga dikenal sebagai selulosa mikroba atau bioselulosa. Sumber
NFC adalah kayu, bit gula, umbi kentang, dan rami. rata-ratanya adalah 20-50
nm. Sementara itu, untuk selulosa NCC, kisaran rata-rata diameter dan panjang
NCC masing-masing adalah 5-70 nm dan 100 nm. NCC dapat diekstraksi dari
beberapa sumber seperti tanaman (kayu, kapas, ganja rami, flaks, jerami gandum,
kulit murbei, avicel, dan tunicin), alga dan bakteri, serta hewan (tunicates)
(Abdoulhdi et al., 2021). Jenis nanoselulosa lain yakni BNC dapat diproduksi dari
suatu mikroba seperti bakteri genus Acetobacter, Azotobacter, Agrobacterium,
Achromobacter, Aerobacter, Sarcina, Salmonella, Escherichia, dan Rhizobium
(Corujo et al., 2016).

2.3 Bacterial Nanocellulose (BNC)

BNC merupakan biopolimer alami (Sharma and Bhardwaj, 2019) yang dapat
dikategorikan sebagai nanomaterial selulosa (Park et al., 2014). BNC termasuk
selulosa murni yang mempunyai derajat polimerisasi relatif tinggi dibandingkan
dengan selulosa dari tanaman, yaitu mencapai 2.000 sampai 6.000, sehingga
mempunyai kapasitas menahan air lebih tinggi. BNC adalah polimer linier
glukosa berbentuk kristalin yang disintesis oleh bakteri seperti Gluconacetobacter

xynilus (Gatenholm and Klemm, 2010), Acetobacter xylinum, Acanthamoeba,
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Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter,
Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Sarcina, dan Zooglea dalam
proses fermentasi cuka atau pembusukan buah (Skocaj, 2019). BNC memiliki
kemurnian tinggi, kristalinitas tinggi, kapasitas menyerap air yang tinggi,
biodegradable, struktur jaringan nanofibrous, dan biokompatibilitas yang baik
(Suryanto, 2017).

Jalur biosintesis untuk produksi BNC melibatkan 4 tahapan enzimatik utama
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2: (i) konversi glukosa menjadi glukosa-6-
fosfat melalui fosforilasi menggunakan glukokinase; (ii) produksi isomer glukosa-
1-fosfat dari glukosa-6-fosfat oleh fosfoglukomutase; (iii) produksi glukosa uridin
difosfat (UDP-GIc) dari glukosa-1-fosfat menggunakan UDP-glukosa
pirofosforilase; dan (iv) terakhir, produksi selulosa melalui polimerisasi UDP-
glukosa melalui ikatan -1,4 glukan dengan adanya selulosa sintase (Reshmy et
al., 2021).

Glucose

Phosphorylation | Glucokinase

Glucose-6-phosphate

Phosphoglucomutase

Glucose-1-phosphate

UDP-glucose
pyrophosphorylase

Uridine diphosphate
Glucose

Polymerization of - | Cellulose
1,4 glucan linkages | synthase

Bacterial
Nanocellulose

Gambar 2. Representasi skema jalur biosintesis produksi BNC
(Reshmy et al., 2021)
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Pemanfaatan BNC sangat beragam yang berdasarkan pada sifat unik yang

dimilikinya, seperti kekuatan mekanik yang tinggi, biodegradabilitas,

biokompatibilitas, dan kemampuan penyerapan air yang baik. Berbagai sifat BNC

dan pemanfaatannya dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Sifat BNC terhadap aplikasinya

No Sifat

Aplikasi

1 Daya serap dan kekuatan serat

2 Wet strength—kemampuan menahan
suhu ekstrem

3 Kestabilan-untuk menghindari
reaksi antara bahan kimia dalam
kertas dan pengemasan produk

4 Ketahanan terhadap suhu tinggi

5 Biokompatibilitas-tidak
menyebabkan toksisitas saat
bersentuhan dengan jaringan hidup

6 Kemampuan terurai secara alami

7 Kekuatan mekanik

8 Kemampuan proses nanoselulosa
yang berorientasi pada aplikasi —
dapat dengan mudah difungsikan
untuk penggunaan untuk
penggunaan akhir yang berbeda;
dapat dibentuk sesuai bentuk dan
ukuran yang diinginkan

Untuk pembalut berbasis kertas

Khususnya untuk pelabelan sebagai
perekat pada label yang ditempelkan pada
sampel Kklinis seperti darah, yang harus
dapat tetap aktif dalam suhu rendah ketika
sampel sering ditempatkan di dalam
freezer yang dalam

Berguna dalam mengemas obat-obatan
dan instrumen bedah

Sterilisasi yang mudah dengan radiasi
gamma atau uap; berguna untuk
mengemas peralatan steril

Properti yang cocok untuk untuk
membuat membuat implan berbasis
nanoselulosa, pembalut luka, masker
wajah, popok berbasis selulosa

Sangat membantu dalam membuat
perancah karena perancah harus
terdegradasi di dalam tubuh saat
pembentukan matriks ekstraseluler asli
terjadi

Sifat mekanik yang sangat tinggi
membuat BNC cocok untuk berbagai
bantalan beban elemen untuk berbagai
aplikasi, seperti dalam implan rekayasa
jaringan tulang

Peningkatan sifat penghalang, sifat
mekanik, permeabilitas udara, daya serap
terhadap minyak, sifat antimikroba
memungkinkan fungsionalisasi BNC
untuk berbagai aplikasi. Kertas biasa dari
lignoselulosa tidak menyediakan
penghalang minyak, air, oksigen yang
cukup, sementara kemasan berbasis BNC
dapat mengatasi hambatan ini

(Sharma and Bhardwaj, 2019)
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2.4 Faktor yang Mempengaruhi Produksi BNC

BNC yang diproduksi oleh bakteri dipengaruhi oleh sejumlah faktor, yaitu
medium pertumbuhan, kondisi lingkungan, dan pembentukan produk sampingan.
Nutrisi penting yang dibutuhkan bakteri Gluconacetobacter xylinus dalam
medium produksi selulosa adalah karbon, nitrogen, serta makro dan mikronutrien
lainnya seperti fosfor, sulfur, kalium, magnesium, dan vitamin. Faktor lingkungan
yang mempengaruhi produksi selulosa adalah pH, temperatur, dan ketersediaan
oksigen. Kondisi optimal produksi selulosa oleh Gluconacetobacter xylinus
adalah pada kisaran pH 4-6 dan suhu 28-30°C. Produksi selulosa juga dipengaruhi
oleh kondisi bakteri yang digunakan, seperti umur bakteri dalam inokulum dan
jumlah inokulum yang digunakan sebagai starter dalam produksi selulosa
(Sarkono et al., 2012).

Selain faktor medium dan lingkungan, komposisi mikroba yang digunakan dalam
proses fermentasi juga berperan penting dalam menentukan keberhasilan produksi
BNC. Jenis bakteri, baik isolat tunggal maupun konsorsium, memiliki

kemampuan metabolik yang berbeda dalam mengonversi substrat menjadi
selulosa. Isolat tunggal biasanya memiliki jalur metabolisme yang lebih spesifik,
sedangkan konsorsium mikroba menawarkan keunggulan melalui kerja sama antar
spesies yang dapat meningkatkan efisiensi pemanfaatan nutrisi, mempercepat
sintesis selulosa, dan menghasilkan produk dengan karakteristik fisik yang lebih
baik (Jiang et al., 2017). Sebagai contoh, penelitian oleh Tyagi and Suresh (2015)
menunjukkan bahwa penggunaan konsorsium mikroba dalam produksi BNC dapat
meningkatkan hasil produksi dan kualitas produk dibandingkan dengan
penggunaan isolat tunggal.

2.5 Kombucha

Kombucha adalah nama umum yang diberikan untuk minuman manis beralkohol
ringan yang dihasilkan dari fermentasi daun teh hitam. Kadang-kadang daun teh

hijau atau teh oolong juga digunakan. Minuman ini berasal dari Cina Timur Laut.
Fermentasi dilakukan dengan Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (SCOBY)

dalam media yang mengandung ekstrak teh dan sumber gula selama 7-10 hari.
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Setelah fermentasi, terbentuk selulosa mengambang pada permukaan atas medium
teh yang dihasilkan oleh bakteri yang ada dalam kultur simbiotik dan kaldu teh
cair di bawahnya. Dalam kultur ini, etanol anaerob difermentasi oleh khamir,
sedangkan fermentasi asam organik dan oksidasi etanol aerobik menjadi asetat
dilakukan oleh bakteri (Amarasekara et al., 2020).

Kultur kombucha mengandung berbagai konsorsium termasuk bakteri dan khamir.
Bakteri yang diisolasi dari kultur kombucha adalah Acetobacter sp., Aerobacter
sp., Agrobacterium sp., Azotobacter sp., Bacterium gluconicum,
Gluconacetobacter sp., Komagataeibacter sp., Lactobacillus sp., Salmonella sp.,
Oenococcus oeni dan khamir yang meliputi Brettanomyces sp., Candida fomata,
Dekkara sp., Kloeckera sp., Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces sp.,
Saccharomycoides sp., Pichia sp., Pichia memranofaciens, dan

Zygosaccharomyces sp. (Avcioglu et al., 2021).

Telah dilaporkan bahwa hubungan simbiosis antara bakteri asam asetat dan yeast
meningkatkan produksi hasil selulosa karena metabolisme mikroba yang sinergis.
Symbiotic Community of Bacteria and Yeast (SCOBY) kombucha yang terdiri dari
bakteri dan khamir melibatkan interaksi kooperatif dan kompetitif, tetapi secara
keseluruhan merupakan simbiosis yang menguntungkan bagi bakteri dan khamir.
Khamir menghasilkan enzim invertase yang melepaskan monosakarida ke media
yang dapat diakses oleh mikroba sebagai sumber karbon. Bakteri dengan cepat
memetabolisme gula yang dilepaskan sehingga terjadi penipisan monosakarida di
medium, yang pada akhirnya meningkatkan frekuensi khamir yang memproduksi
invertase. Secara bersamaan, bakteri menghasilkan asam organik dan lapisan pada
permukaan yang melindungi dari pesaing atau kontaminan eksternal, masing-
masing melalui pengasaman media dan penghalang fisik. Selain itu, etanol yang
diproduksi oleh khamir merangsang mekanisme selulosa-sintase bakteri untuk
menghasilkan lapisan selulosa. Interaksi sinergis pada ekosistem kombucha ini
memunculkan peluang yang sangat baik untuk mendapatkan BNC (Tapias et al.,
2022).
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2.6 Molase

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). 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.
Kandungan dalam molase heterogen dan bervariasi berdasarkan pada varietas tebu
yang digunakan, lingkungan tumbuh (tanah, iklim, periode kultur), proses
produksi, dan efisiensi operasi di pabrik. Berdasarkan kandungannya dapat
dikatakan bahwa molase dapat menjadi sumber glukosa alternatif yang baik untuk

perkembangbiakan bakteri (Punjungsari, 2017).

Molase merupakan limbah samping dari industri gula yang kaya akan gula
sederhana seperti glukosa, fruktosa, dan sukrosa, serta mengandung nutrien
tambahan seperti nitrogen dan vitamin yang esensial bagi pertumbuhan mikroba
penghasil selulosa. Penggunaannya sebagai bahan baku dalam produksi BNC
menawarkan keuntungan ekonomi yang signifikan, karena harganya jauh lebih
rendah dibandingkan glukosa murni. Selain aspek ekonomi, BNC yang dihasilkan
dari fermentasi berbasis molase juga memiliki kemurnian tinggi dibandingkan
selulosa tanaman, karena tidak memerlukan perlakuan kimia intensif seperti
proses bleaching atau delignifikasi. Meskipun hasil produksi (yield) BNC dari
molase sedikit lebih rendah dibandingkan glukosa murni, kualitasnya tetap
kompetitif dengan struktur kristalin dominan tipe Ia (~60%), kekuatan mekanik
yang baik, dan kapasitas retensi air yang tinggi, mencapai 92% (Tyagi and Suresh,
2015).

2.7 Karakterisasi BNC

Untuk memastikan bahwa material yang dihasilkan merupakan selulosa serta
memahami sifat fisik dan kimianya, diperlukan proses karakterisasi. Dua
metode umum yang digunakan dalam karakterisasi BNC adalah Fourier

Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan Scanning Electron Microscopy
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(SEM). FTIR dan SEM menjadi metode yang banyak digunakan karena
keduanya mampu memberikan informasi yang saling melengkapi. FTIR dinilai
efektif dalam mendeteksi keberadaan gugus fungsi spesifik seperti -OH, -CH,
dan C-O, yang merupakan ciri khas dari struktur selulosa, sehingga
memungkinkan identifikasi yang cepat dan non-destruktif terhadap komposisi
kimia BNC. Sementara itu, SEM memberikan visualisasi rinci mengenai
struktur permukaan dan bentuk serat dengan resolusi tinggi, sehingga sangat
berguna untuk mengevaluasi morfologi, tingkat kepadatan jaringan, serta
ukuran diameter serat yang menjadi penentu dalam klasifikasinya sebagai
nanoselulosa. Kombinasi kedua metode ini memberikan gambaran menyeluruh
terhadap struktur dan sifat material, sehingga menjadi pendekatan yang tepat

dalam karakterisasi BNC.

2.7.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Spektroskopi mempelajari interaksi radiasi elektromagnetik dan unsur kimia, serta
interaksi rangsangan elektronik, getaran molekul, atau orientasi putaran nuklir.
Salah satu jenis spektroskopi adalah spektroskopi infra merah (IR) atau Fourier
Transform Infrared spectroscopy (FTIR). FTIR adalah instrumen yang digunakan
untuk memperoleh spektrum inframerah dari penyerapan atau emisi zat padat,
cair, atau gas. Spektroskopi ini didasarkan pada vibrasi suatu molekul. Transisi
antara tingkat energi getaran (vibrasi) yang berlainan menghasilkan suatu
spektrum inframerah. FTIR dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa,
mendeteksi gugus fungsi, dan menganalisis campuran dari sampel. Umumnya,
FTIR lebih sering digunakan untuk mengidentifikasi senyawa organik, baik secara
kuantitatif maupun kualitatif. Pada penelitian kuantitatif, FTIR dipakai untuk
mengetahui konsentrasi analit dalam sampel. Sedangkan FTIR pada penelitian
kualitatif dimanfaatkan untuk mengidentifikasi gugus-gugus fungsional yang
terkandung dalam suatu senyawa (Kombongkila et al., 2024). Daerah serapan
inframerah beberapa ikatan kimia disajikan pada Tabel 3.
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Tabel 3. Daerah serapan inframerah beberapa ikatan kimia

Tipe Ikatan Daerah Serapan (cm™)
C-C,C-0,C-N 1300-800
C=C, C=0, C=N, N=0 1900-1500
C=C,C=N 2300-2000
C-H, O-H, N-H 3800-2700

(Kombongkila et al., 2024)

Analisis menggunakan FTIR bertujuan untuk mengonfirmasi senyawa yang
diperoleh adalah selulosa melalui pengukuran absorbansi radiasi inframerah oleh
sampel. Spektra selulosa bakteri yang dihasilkan menunjukkan puncak spektrum
pada bilangan gelombang 3276 hingga 3339 cm™ dikaitkan dengan keberadaan
gugus hidroksil (-OH) yang terkait dengan gugus OH stretching yang berikatan
hidrogen intra dan antar rantai. Sedangkan puncak serapan pada 2925 hingga 2930
cm* adalah C-H stretching dari CH2 dari gugus hidroksimetil. Puncak pada
bilangan gelombang 1644 cm™ dan 1421 cm™ menunjukkan gugus asam
karboksilat dan karboksilat. Stretching vibration gugus C-O-C eter dan C-O-H
dari cincin gula ditandai dengan munculnya serapan pada bilangan gelombang
1036 cm* sedangkan puncak pada bilangan gelombang 1330 cm dikaitkan
dengan O-H in-plane bending dan 1257 cm™ dikaitkan dengan C-O stretching

yang menandakan adanya daerah crystalline dalam struktur (Ghozali et al., 2021).

2.7.2 Scanning Electron Microscope (SEM)

SEM adalah instrumen canggih yang banyak digunakan untuk mengamati
permukaan material. Elektron berenergi tinggi akan memindai sampel di dalam
SEM, lalu elektron/sinar X yang keluar selanjutnya dianalisis. Elektron/sinar-X
yang keluar ini memberikan informasi mengenai topografi, morfologi, komposisi,
orientasi partikel, dan informasi kristalografi dari suatu bahan. Morfologi
menunjukkan bentuk dan ukuran, sedangkan topografi menunjukkan bentuk
permukaan suatu objek seperti tekstur, kehalusan atau kekasarannya. Demikian
juga, komposisi berarti unsur dan senyawa yang membentuk material, sedangkan

kristalografi berarti susunan atom dalam material. SEM adalah peralatan
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terkemuka yang mampu mencapai gambar visual rinci dari sebuah partikel dengan
kualitas tinggi dan resolusi spasial 1 nm. Perbesaran ini dapat ditingkatkan hingga
300.000 kali (Akhtar et al., 2018).

Kemajuan dalam penggunaan SEM memungkinkan area pemindaian yang luas
dan pengumpulan sejumlah besar data untuk memperoleh karakteristik sampel,
diantaranya adalah menghitung objek dan mengumpulkan statistik objek, juga
untuk mendapatkan citra morfologi ukuran untuk menentukan distribusi ukuran
(Septiano et al., 2021). Material selulosa termasuk ke dalam golongan
nanoselulosa apabila mempunyai ukuran antara 5 nm hingga 100 nm (Abdoulhdi
etal., 2021).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2023 — Maret 2025 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung. Analisis FTIR dan SEM dilakukan di Unit Pelayanan
Akademik Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPA LTSIT)
Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pipet tetes, jarum ose, cawan
petri, tabung reaksi, gelas ukur, gelas beaker, Erlenmeyer, bunsen, kapas, kain
kasa, mikropipet, pH meter, Refraktometer Brix (0-32%), hot plate, neraca digital,
autoklaf model S-90N, oven, inkubator, Laminar Air Flow (LAF) merek CURMA
model 9005-FL, Scanning Electron Microscope (SEM) merek Zeiss evo MA10
dibuat di Kanada, dan Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) merek
Cary 630 Agilent dibuat di California.

Bahan-bahan yang digunakan adalah D-glukosa, pepton, yeast extract, asam sitrat,
Na>;HPO4, agar bubuk, NaOH, akuades, molase, isolat Kc-T-1, dan kultur
kombucha dari daerah Tegal.
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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.
Selanjutnya alat-alat gelas dikeringkan kembali menggunakan oven pada suhu
100°C.

3.3.2 Pembuatan Medium

Medium yang digunakan adalah medium Hestrin-Schramm (HS) Agar, HS cair
(HS Standar), dan HS cair termodifikasi (HS-T). Pembuatan medium HS Agar
yaitu dengan melarutkan sebanyak 2 g agar bubuk, 2 g glukosa, 0,5 g pepton,0,5 g
yeast extract, 0,12 g asam sitrat, dan 0,27 g Na,HPO4 ke dalam 100 mL akuades.
Media kemudian dipanaskan hingga larut sempurna dan pH diatur menjadi 6,0.
Selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1
atm selama 15 menit. Prosedur pembuatan HS cair dan HS-T sama dengan
pembuatan medium HS Agar. Hanya saja pada HS cair tidak perlu menggunakan
agar. Kemudian pada HS-T tidak menggunakan agar dan glukosa serta
penggunaan akuades diganti dengan molase yang mempunyai nilai Brix 6%.

Pembuatan larutan molase Brix 6% dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.3.3 Produksi BNC

Pada penelitian ini, produksi BNC dilakukan menggunakan tiga jenis sumber
bakteri yang berbeda, yaitu dua jenis isolat bakteri tunggal dan satu jenis
konsorsium mikroba. Isolat tunggal terdiri dari dua strain bakteri asam asetat,
sedangkan konsorsium mikroba yang digunakan merupakan kultur kombucha
yang mengandung campuran bakteri asam asetat dan khamir. Pendekatan ini
dilakukan untuk membandingkan efektivitas antara penggunaan kultur tunggal

dan konsorsium dalam meningkatkan hasil dan kualitas struktur BNC.
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3.3.3.1 Produksi BNC oleh Isolat Kc-T-1

Isolat Kc-T-1 merupakan isolat tunggal yang diperoleh dari penelitian Azizah
(2022) dan disimpan dalam bentuk stok gliserol di Laboratorium Biokimia.
Sebelum digunakan dalam produksi BNC, isolat tersebut terlebih dahulu
diremajakan untuk mengaktifkan kembali pertumbuhan sel dan memastikan

bahwa sel masih hidup dan aktif.

a) Peremajaan Isolat Kc-T-1

Peremajaan berfungsi untuk mengaktifkan kembali sel bakteri yang telah
disimpan, memastikan kondisi sel tetap hidup dan aktif secara metabolik sebelum
digunakan. Isolat yang mampu menghasilkan BNC ditumbuhkan dalam media HS
agar. Stok gliserol beku isolat Kc-T-1 dicairkan terlebih dahulu hingga mencapai
suhu ruang. Selanjutnya, sebanyak 100 pL stok gliserol dipindahkan pada medium
HS agar dan ditambahkan 200 pL larutan salin steril. Kemudian dicampurkan dan
diratakan keduanya menggunakan batang L hingga ke seluruh permukaan agar,
lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Isolat yang tumbuh kemudian
dilakukan pemurnian dengan metode streak plate pada 4 kuadran dan diinkubasi

selama 24 jam.

b) Produksi BNC

Produksi BNC diawali dengan pembuatan inokulum menggunakan 2 ose koloni
tunggal hasil peremajaan yang ditumbuhkan ke dalam 10 mL medium HS cair.
Inokulum kemudian diinkubasi selama 20 jam pada suhu ruang dengan agitasi
150 rpm untuk mempersiapkan fase pertumbuhan awal sebelum proses

fermentasi.

Medium yang digunakan untuk produksi BNC adalah HS cair standar dan HS cair
termodifikasi (HS-T) yang menggunakan molase dengan kadar Brix 6% sebagai
sumber gula alternatif. Inokulum yang telah dipersiapkan ditambahkan sebanyak

5% (v/v) ke dalam 50 mL medium produksi, kemudian pH disesuaikan pada nilai
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6,0. Proses fermentasi dilakukan selama 14 hari pada kondisi statis pada suhu

ruang.

3.3.3.2 Produksi BNC oleh Isolat Tunggal dari Kultur Kombucha
a) Isolasi Mikroba dari Kombucha

Sampel kombucha diperoleh dari daerah Tegal. Untuk proses adaptasi kultur,
inokulan berupa cairan kombucha dicampurkan dengan medium HS cair, masing-
masing sebanyak 10 mL dan 40 mL. Campuran tersebut diinkubasi pada suhu
ruang dalam kondisi statis hingga terbentuk pelikel BNC. Setelah pelikel
terbentuk, dilakukan tahap isolasi mikroba menggunakan teknik spread plate.
Sebanyak 1 mL medium adaptasi dimasukkan ke dalam 9 mL larutan salin steril
(0,96%), dihomogenkan, kemudian dilakukan pengenceran bertingkat hingga 107>,
Sebanyak 100 uL suspensi tersebut disebarkan ke permukaan HS agar plate dan

diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.

b) Uji GEY (Glucose, Ethanol, Yeast)

Setelah melalui tahap skrining, isolat diseleksi lebih lanjut menggunakan medium
GEY yang mengandung (2% glukosa, 5% etanol, 1% yeast extract, 0,3% CaCOs,
dan 2% agar) pada suhu 30°C. Selama masa inkubasi 48 jam, akan terbentuk zona
bening di sekitar koloni. Zona bening terbentuk akibat dari proses pemecahan
molekul glukosa yang telah dilakukan oleh bakteri akibat dari proses metabolisme
sel bakteri secara ekstraseluler. Koloni bakteri dan zona bening yang terbentuk
diukur untuk selanjutnya dihitung indeks selulosa yang diperoleh dari isolat

tersebut. Isolat dengan indeks halo terbesar kemudian disimpan sebagai stok.

¢) Produksi BNC

Isolat terpilih hasil dari Uji GEY selanjutnya digunakan untuk produksi BNC.
Tahapan awal yaitu membuat inokulum dengan cara mengambil sebanyak 2 ose
isolat kemudian memasukkannya ke dalam 20 mL medium HS cair. Campuran
tersebut diinkubasi selama 20 jam pada orbital shaker dengan kecepatan 150 rpm.

Hasil inokulum diambil sebanyak 5% (v/v) ke dalam 50 mL medium HS standar
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dan HS-T, dengan penyesuaian pH pada 6,0. Selanjutnya difermentasi selama 14
hari dengan kondisi statis.

3.3.3.3 Produksi BNC oleh Konsorsium Kultur Kombucha

Sebanyak 2,5 mL kultur kombucha ditumbuhkan ke dalam 47,5 mL medium HS-
T dengan Brix 6%. Kultur kombucha juga ditumbuhkan dalam medium HS
standar sebagai pembanding. Selanjutnya dilakukan fermentasi selama 14 hari di

suhu ruang dan dalam kondisi statis.

3.3.4 Pengukuran Water Hold Capacity (WHC)

Pelikel BNC yang telah terbentuk pada medium fermentasi diambil dan diukur
berat basahnya dengan cara ditimbang. Sisa medium yang menempel pada pelikel
dibersihkan menggunakan akuades. Pelikel yang telah dibersihkan direndam
dalam larutan NaOH 0,1 M pada suhu 100°C selama 30 menit, lalu dicuci
beberapa kali menggunakan akuades hingga pH mencapai 7. Selanjutnya
dikeringkan dalam oven pada suhu 80°C selama 48 jam dan ditimbang kembali
untuk mengetahui berat keringnya Pengukuran kandungan air (%ow/w) dalam
pelikel didasarkan pada kehilangan berat setelah pemanasan. Pengukuran berat air
dilakukan untuk mengetahui kadar air dalam pelikel selulosa sehingga dapat
diketahui kemampuan selulosa dalam menahan air. Pengukuran kandungan air

dapat dihitung menggunakan Persamaan 1:

WHC % = (berat basah—berat kering) x 100% (1)
- 0

berat basah

3.3.5 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 = % x 100 2
) . BNC(£)at teng
% hasil konversi substrat ke BNC = ——— x 100 3

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

3.3.6 Karakterisasi BNC
3.3.6.1 Scanning Electron Microscope (SEM)

Sampel film selulosa bakteri dikeringkan hingga beratnya konstan. Sampel
selanjutnya dipotong kecil sekitar 0,3 cm?. Sampel BNC kemudian dikarakterisasi

menggunakan SEM untuk melihat ukuran nano pada morfologi permukaannya.

3.3.6.2 Fourier Transform Infrared (FTIR)

Sampel pelikel bakteri nanoselulosa dikeringkan sampai beratnya konstan. Sampel
yang telah kering lalu dipotong kecil sekitar 0,3 cm?. Analisis dilakukan dengan

FTIR pada range spektrum 500-4000 cm™ pada suhu ruang.



3.4 Diagram Alir

Adapun diagram alir pada penelitian ini yaitu:

Kultur Mikroba

Isolat

Kc-T-1

—diremajakan pada
medium HS agar
plate lalu disimpan

v di agar miring

Isolat

— digunakan untuk
pembuatan inokulum

Inokulum

—ditumbuhkan pada
medium produksi HS
standar dan HS-T

A

Kultur Kombucha

—diadaptasi dalam
medium baru lalu
diisolasi pada

. medium HS agar

Koloni

Terpilih

— ditumbuhkan pada
medium produksi
HS standar dan

—diuji pada medium
GEY dan dipilih
koloni dengan
indeks halo

il terbesar

HS-T

Isolat

Murni

— digunakan untuk
pembuatan

v inokulum

Inokulum

— ditumbuhkan pada
medium produksi
HS standar dan
HS-T

A

y

Pelikel BNC

A

BNC

Gambar 3. Diagram alir penelitian

— dihitung nilai Water Hold Capacity (WHC)
dihitung efisiensi produksi BNC
dikarakterisasi menggunakan FTIR dan SEM
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian ini, maka dapat diperoleh
kesimpulan sebagai berikut:

1. penggunaan konsorsium mikroba berupa kultur kombucha lebih efektif
dalam menghasilkan pelikel BNC dibandingkan dengan penggunaan isolat
tunggal Kc-T-1 dan Kc-A-1;

2. medium HS-T lebih unggul dibandingkan HS standar dalam produksi
BNC, karena mampu menghasilkan pelikel yang lebih banyak serta
kualitas BNC yang lebih baik. Berat kering BNC yang dihasilkan
mencapai 4,02 g L' dengan nilai WHC sebesar 97,58%;

3. persentase konsumsi substrat pada medium HS-T mencapai 15,49%, dan
dari jumlah substrat yang dikonsumsi tersebut, sebesar 36,55%-nya
berhasil dikonversi menjadi BNC; dan

4. hasil analisis FTIR dan SEM membuktikan bahwa pelikel yang diperoleh
adalah selulosa berukuran nano (52-92 nm), sehingga dapat disebut

sebagai Bacterial Nanocellulose (BNC).

5.2 Saran

Adapun saran yang perlu disampaikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai
berikut:
1. melakukan pre-treatment pada molase sebelum digunakan sebagai
medium produksi; dan
2. melakukan fermentasi dengan teknik lainnya, seperti Teknik Static

Intermittent Fed-Batch.
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