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ABSTRAK

PRODUKSI BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) DARI LIMBAH
CAIR NANAS MENGGUNAKAN ISOLAT TUNGGAL DAN KULTUR
KOMBUCHA

Oleh

Hamida

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan biopolimer hasil fermentasi bakteri
yang memiliki aplikasi luas di bidang biomedis, pangan, dan material. Penelitian
ini bertujuan untuk memproduksi BNC dengan memanfaatkan limbah cair nanas
sebagai sumber gula alternatif, serta membandingkan efektivitas produksi antara
penggunaan isolat tunggal dan konsorsium mikroba dari kultur kombucha. Produksi
BNC dilakukan dalam keadaan statis selama 14 hari menggunakan medium
Hestrin-Schramm (HS) dan medium HS termodifikasi yang glukosanya diganti
dengan limbah cair nanas (Brix 8%). Isolat tunggal Kc-D-4 dan isolat baru Kc-A-1
tidak mampu menghasilkan pelikel pada kedua jenis media yang digunakan. Oleh
karena itu, selanjutnya digunakan mikroba kultur kombucha sebagai inokulan.
Hasil eksperimen menunjukkan bahwa mikroba kultur kombucha mampu
menghasilkan pelikel pada kedua jenis media, dengan hasil terbaik diperoleh pada
medium HS termodifikasi berupa berat kering pelikel sebesar 8,64 g/L dan memiliki
nilai Water Hold Capacity (WHC) sangat baik yaitu sebesar 96,92%. Analisis
efisiensi konversi substrat menunjukkan bahwa pada medium HS termodifikasi
substrat dikonsumsi hingga 40% dan dikonversi menjadi pelikel hingga 27%. Hasil
karakterisasi menggunakan FTIR menunjukkan bahwa pelikel yang diperoleh
memiliki gugus fungsi sebagai material selulosa, dan analisis morfologi
menggunakan SEM menunjukkan struktur jaringan nanofibril dengan diameter
65-92 nm. Kedua hasil tersebut secara bersama-sama mengonfirmasi bahwa pelikel
yang dihasilkan merupakan BNC. Dengan demikian, hasil eksperimen
menunjukkan bahwa limbah cair nanas dan mikroba kultur kombucha dapat
menjadi alternatif yang menjanjikan dalam produksi BNC.

Kata Kunci : Bacterial Nanocellulose (BNC), Limbah Cair Nanas, Kultur
Kombucha, Konsorsium Mikroba, WHC



ABSTRACT

PRODUCTION OF BACTERIAL NANOCELLULOSE (BNC) FROM
PINEAPPLE LIQUID WASTE USING SINGLE ISOLATE AND
KOMBUCHA CULTURE

By

Hamida

Bacterial Nanocellulose (BNC) is a bacterially fermented biopolymer that has wide
applications in biomedical, food, and material fields. This study aims to produce
BNC by utilizing pineapple liquid waste as an alternative sugar source, as well as
comparing the effectiveness of production between the use of a single isolate and
microbial consortium from kombucha culture. BNC production was carried out in
a static state for 14 days using Hestrin-Schramm (HS) medium and modified HS
medium whose glucose was replaced with pineapple liquid waste (Brix 8%). The
single isolate Kc-D-4 and the new isolate Kc-A-1 were unable to produce pellicle
on both types of media used. Therefore, kombucha culture microbes were used as
inoculants. The experimental results showed that kombucha culture microbes were
able to produce pellicles on both types of media, with the best results obtained on
modified HS medium in the form of pellicle dry weight of 8.64 g/L. and had an
excellent Water Hold Capacity (WHC) value of 96.92%. Analysis of substrate
conversion efficiency showed that in the modified HS medium the substrate was
consumed up to 40% and converted into pellicles up to 27%. Characterization
results using FTIR show that the pellicles obtained have functional groups as
cellulose material, and morphological analysis using SEM shows a nanofibril
network structure with a diameter of 65-92 nm. Both results together confirm that
the pellicles produced are BNCs. Thus, the experimental results show that pineapple
wastewater and kombucha microbial culture can be a promising alternative in the
production of BNCs.

Keywords : Bacterial Nanocellulose (BNC), Pineapple Liquid Waste, Kombucha
Culture, Microbial Consortium, WHC
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Nanas merupakan salah satu jenis buah yang banyak dibudidayakan di Indonesia.
Buah ini memiliki nilai ekonomis yang cukup tinggi dan berpotensi besar untuk
pasar domestik maupun ekspor. Berdasarkan data dari Badan Pusat Statistika,
(2023) produksi nanas di Indonesia mencapai 3,2 juta ton pada tahun 2022,

dengan Provinsi Lampung sebagai produsen terbesar yakni sebesar 861.706 ton.

Sebagian besar nanas dipasarkan dalam bentuk segar atau diolah menjadi produk
seperti nanas kalengan. Proses pengolahan ini menghasilkan limbah padat dan cair
dalam jumlah besar. Limbah hasil produksi nanas dapat mencapai 60% dari total
produksi, sedangkan limbah pengalengan nanas terdiri dari 56% kulit, 17%
mahkota, 15% pucuk, 7% hati, dan 5% ampas nanas (Oktaviani ef al., 2018).
Selain itu, industri pengalengan nanas seperti PT. Great Giant Pineapple ( PT
GGP) dilaporkan menghasilkan sekitar 5.000 m?® limbah cair per hari dari
pengolahan 2500 ton buah (Sutanto dan Lubis, 2018). Limbah ini berpotensi
mencemari lingkungan dan menyumbang emisi gas rumah kaca karena kandungan
bahan organik yang tinggi, termasuk 81% air dan material organik seperti, protein
4%, serat kasar 20%, serta karbohidrat 17% (Kusuma ef al., 2019). Kandungan
karbohidrat tersebut memungkinkan limbah nanas untuk menjadi alternatif

sumber glukosa dalam pertumbuhan mikroorganisme.

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan selulosa berukuran nano dengan
diameter < 100 nm yang diproduksi oleh bakteri (Perumal ef al., 2022). BNC
merupakan selulosa yang mempunyai sifat unik seperti memiliki kemurnian
tinggi, kapasitas menyerap air yang tinggi, biodegradable, mempunyai struktur

nanofibrous, serta biokompatibilitas yang baik (Suryanto, 2017). BNC lebih



disukai dan banyak diproduksi serta dikembangkan karena sifatnya yang lebih
unggul. BNC sudah banyak diaplikasikan dalam berbagai, seperti pada bidang
biomedis yang dimanfaatkan sebagai pembalut luka, pembungkus obat, rekayasa
jaringan, dan antimikroba, sementara itu pada bidang komersial BNC

dimanfaatkan sebagai kosmetik, dan kertas serta industri lainnya (Barja, 2021).

Beberapa mikroba mampu memproduksi BNC, salah satu di antaranya adalah
strain Acetobacter xylinum, yang biasanya diisolasi dari buah dan sayuran busuk,
makanan fermentasi, serta minuman fermentasi seperti kombucha (Nurbaiti,
2022). Produksi BNC dipengaruhi oleh kemampuan strain bakteri, kondisi
lingkungan, dan komposisi dari medium fermentasi. Umumnya medium yang
digunakan dalam produksi BNC di laboratorium adalah Hestrin-Schramm (HS)
yang menggunakan glukosa komersial sebagai sumber gulanya. Penggunaan
glukosa komersial pada medium HS menyebabkan tingginya harga produksi. Oleh
karena itu, perlu dicari alternatif lain yang dapat menggantikan glukosa komersial
dalam produksi BNC, salah satunya adalah limbah cair nanas yang masih

memiliki kandungan karbohidrat yang cukup tinggi.

Pada Laboratorium Biokimia Universitas Lampung telah berhasil diisolasi
beberapa bakteri penghasil BNC, salah satunya adalah isolat Kc-D-4 yang
diisolasi dari kombucha, isolat tersebut telah dilaporkan oleh Akbar (2023)
mampu menghasilkan BNC sebesar 6,3 g/L dengan kondisi optimum produksi
pada pH 4,5 dan diinkubasi selama 14 hari dalam kondisi statis serta
menggunakan limbah cair nanas sebagai pengganti sumber glukosa komersial
pada medium HS, yang kemudian disebut dengan HS termodifikasi. Namun,
produksi BNC menggunakan isolat tunggal belum menghasilkan pelikel yang
stabil dan konsisten. Menurut Reshmy ef al., (2021) isolat tunggal sering kali
mengalami penurunan spontan dalam kemampuan sintesis selulosa, bahkan dalam
beberapa kasus isolat tunggal kehilangan kemampuan sintesis selulosa
sepenuhnya. Oleh karena itu, pendekatan alternatif dilakukan dengan

menggunakan konsorsium mikroba berupa kultur kombucha.

Kultur kombucha terdiri atas berbagai genus bakteri seperti Komagataeibacter,

Gluconobacter, Bifidobacterium, serta genus khamir seperti Candida, Lachancea,



Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, dan Schizosaccharomyces, yang berpotensi
menciptakan lingkungan metabolik yang lebih kompleks dan sinergis untuk
produksi BNC. Penelitian oleh Skiba ef al., (2023) menunjukkan bahwa kultur
simbiotik Medusomyces gisevii Sa-12 (kombucha) mampu menghasilkan BNC
sebesar 1,8 g/L dari substrat kulit gandum 44-65% lebih tinggi dibandingkan
produksi oleh strain tunggal komagataeibacter xylinus B-12429 dan B-12431. Hal
ini menunjukkan bahwa interaksi antara bakteri dan khamir dalam kultur
kombucha dapat meningkatkan efisiensi dan konsistensi produksi BNC. Oleh
karena itu, pada penelitian ini dilakukan eksplorasi produksi BNC menggunakan
limbah cair nanas sebagai pengganti glukosa komersial dengan kultur kombucha

sebagai inokulan.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Menguji produksi Bacterial Nanocellulose (BNC) dengan isolat tunggal dan
konsorsium mikroba dari kultur kombucha.

2. Menilai potensi dan efisiensi limbah cair nanas sebagai pengganti glukosa
komersial pada medium HS dalam memproduksi BNC.

3. Mengetahui karakteristik pelikel BNC berupa WHC dan strukturnya dengan
menggunakan FTIR dan SEM.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat menambah wawasan atau ilmu pengetahuan
bagi para pembaca, serta dapat dijadikan referensi atau rujukan bagi penelitian

BNC selanjutnya.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nanas
2.1.1.Pengertian Nanas

Nanas (4dnanas comosus L.) merupakan tanaman tropis yang berasal dari Brasil,
Bolivia, dan Paraguay. Tanaman ini digolongkan ke dalam kelas monokotil yang
bersifat tahunan. Tanaman nanas mempunyai tunas yang merayap pada bagian
pangkalnya, memiliki daun berbentuk pedang dengan ujung lancip menyerupai
duri, berwarna hijau atau hijau kemerahan. Buah nanas berbentuk bulat panjang,
berwarna hijau ketika masih muda, dan berwarna kuning ketika sudah masak,

serta mempunyai rasa asam hingga manis (Bethan dan Fadillah, 2018).

2.1.2.Limbah Nanas

Limbah nanas merupakan bagian dari kulit buah, daun, maupun bagian inti nanas
yang terbuang pada saat pengolahan. Sebagian besar dari limbah tersebut
mengandung sisik dan duri yang dapat menyebabkan gangguan kesehatan seperti
gatal, iritasi, atau bahkan infeksi. Produksi nanas di Indonesia mencapai 3,2 juta
ton per tahun. Jika diasumsikan 30% dari total berat buah merupakan kulit, maka
limbah kulit nanas yang dihasilkan dapat mencapai 960.000 ton. Hal tersebut
tentu belum mencakup daun maupun jantung nanas. Kusuma et al. (2019)
menyatakan bahwa kulit nanas mengandung air sebesar 81% dan material organik
seperti, protein 4%, serat kasar 20%, serta karbohidrat 17%. Kandungan
karbohidrat yang tinggi pada limbah nanas dapat digunakan sebagai sumber
karbon bagi pertumbuhan suatu mikroorganisme dalam menghasilkan suatu
lapisan putih yang ada dipermukaan media yang dikenal sebagai pelikel (Susanto
dan Suarsini, 2011). Limbah nanas mengandung beberapa komponen berikut

dicantumkan pada Tabel 1.



Tabel 1. Komposisi Kimia Limbah Nanas

Berat kering

Komposisi
Buah Kulit Mahkota Bubur
Selulosa 19,4 14 29.8 14,3
Hemiselulosa 22.4 20,2 23,2 22,1
Lignin 4,7 1,5 4,5 2.3
CSM (cell soluble matter) 53,4 64,8 42,5 61,4

Sumber : (Casabar et al., 2019)

Nanas mempunyai derajat keasaman (pH) pada rentang 2-4 dan mengandung
enzim bromelin serta protease, sehingga limbah nanas dapat menimbulkan
kerusakan lingkungan jika dibuang begitu saja. Kerusakannya berupa turunnya
kesuburan tanah akibat pH yang rendah. pH yang rendah tersebut disebabkan oleh
tingginya kandungan asam organik pada buah nanas (Susanto dan Suarsini,

2011). Kandungan asam organik dalam limbah nanas dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kandungan Asam Organik Limbah Nanas

Asam Organik Satuan (ppm)
Asam sitrat 400,0
Asam suksinat 161,0
Asam fosfat 23,0
Asam oksalat 13,8
Asam glutamat 13,0
Asam laktat 9,0
Asam sulfat 4.4
Asam isoklinal 4,0
Asam format 3,0
Asam malonat 3,0
Asam klorida 2,0
Asam propionat 1,9
Asam asetat 0,5
Asam nitrat 0,1

Sumber: (Susanto dan Suarsini, 2011)



2.2. Selulosa
2.2.1.Pengertian Selulosa

Selulosa merupakan biopolimer alami terbarukan yang jumlahnya melimpah di
bumi, dan ditemukan dalam berbagai spesies hidup termasuk tumbuhan, hewan,
dan beberapa bakteri. Selulosa merupakan komponen struktural utama tanaman
dan dapat dimanfaatkan menjadi sumber daya kimia terbarukan untuk
menggantikan bahan berbasis minyak bumi (Khalil et al., 2014). Selulosa
merupakan polimer hidrofilik yang mempunyai tiga gugus hidroksil reaktif pada
tiap unit hidroglukosa-nya, dan tersusun oleh ribuan gugus anhidroglukosa yang
terhubung dengan ikatan 1,4-p-glikosidik membentuk molekul berantai yang

panjang dan linier atau tidak becabang (Mulyadi, 2019).

Selulosa diproduksi sekitar 100 miliar ton per tahunnya, sebagian selulosa berada
dalam bentuk murni seperti yang terdapat pada rambut biji tanaman kapas. Tetapi
selulosa paling banyak ditemukan dalam bentuk kombinasi dengan lignin dan
polisakarida lain seperti hemiselulosa dalam dinding sel tumbuhan berkayu, baik
pada kayu lunak seperti jerami, atau pada kayu keras seperti bambu. Selain itu
selulosa juga dihasilkan oleh bakteri seperti Acetobacter xylinum secara
ekstraseluler. Senyawa ini juga ditemukan dalam plankton bersel satu atau alga di

lautan, dan juga pada jamur (Siagian et al., 2019).

2.2.2.Struktur Selulosa

Selulosa mempunyai rumus empirik (C¢H10Os)n dimana n merupakan derajat
polimerisasi (DP) dari selulosa. Nilai n berada di kisaran 1.500 dan berat molekul
selulosa yaitu sekitar 243.000 (Siagian et al., 2019). Selulosa memiliki tiga gugus
hidroksil reaktif dalam setiap unit glukosa, yaitu satu gugus primer HO-6 dan dua
gugus sekunder (HO-2 dan HO-3) (Kunusa, 2017). Struktur selulosa dapat dilihat
pada Gambar 2.



CH,0H CH,OH CH,0OH

H 0 H 0
H . H
0OH H 8] OH H

H OH H OH

Gambar 1. Struktur Selulosa (Kunusa, 2017)

2.2.3.Sumber Selulosa
2.2.3.1. Tanaman

Tanaman merupakan sumber utama dari selulosa, dimana selulosa menjadi
komponen utama penyusun dinding sel tanaman. Selulosa pada tanaman jarang
ditemukan dalam bentuk murni, selulosa akan berikatan dengan zat lain seperti
lignin, yang disebut sebagai hemiselulosa. Hemiselulosa mempunyai struktur
yang sangat bercabang dan amorf. Oleh karena itu diperlukan perlakuan khusus
untuk mengisolasi selulosa dari tanaman (Pine et al., 2021). Beberapa komposisi

kimia dari tanaman penghasil selulosa dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Komposisi Kimiawi Dari Beberapa Tanaman Penghasil Selulosa

Komposisi (%)
Sumber
Selulosa Hemiselulosa Lignin Ekstrak
Kayu keras 43-47 25-35 16-24 2-8
Kayu lunak 40-44 25-29 25-31 1-5
Bagasse 40 30 20 10
Bonggol jagung 45 35 15 5
Batang jagung 35 25 35 5
Kapas 95 2 1 0.4
Jerami gandum 30 35 15 5

Sumber : (Gea, 2010)

2.2.3.2. Tunikata

Tunikata merupakan makhluk hidup laut golongan vertebrata yang seringkali
disalahartikan sebagai golongan invertebrata. Nama tunikata sendiri berasal dari
kata tunic, semacam mantel yang menutupi tubuhnya (Ayuningrum et al., 2020).

Tunikata menghasilkan selulosa di bagian luar jaringan yang disebut sebagai tunik



dan fraksi selulosa yang dimurnikan disebut dengan tunikin. Selulosa tunikata
terdiri dari selulosa yang hampir murni dengan tipe alomorf CIf dan kristalinitas

yang tinggi (Kargarzadeh et al., 2017).

2.2.3.3. Alga

Alga tersusun dari dinding sel, dimana komponen utama penyusun dinding sel
tersebut adalah selulosa. Berbagai jenis alga seperti alga merah, hijau, dan kuning,
dikenal sebagai penghasil selulosa. Alga penghasil selulosa yang umum termasuk
dalam ordo Cladophorales (Cladophora, Chaetomorpha, Rhizoclonium, dan
Microdictyon) dan Siphonocladales (Valonia, Dictyosphaeria, Siphonocladus, dan
Boergesenia) (George dan Sabapathi, 2015).

2.2.3.4. Bakteri

Bacterial nanocellulose (BNC) adalah produk dari proses metabolisme utama
jenis bakteri tertentu. Spesies bakteri penghasil BNC yang paling banyak
digunakan adalah Gluconacetobacter xylinus (Kargarzadeh et al., 2017). BNC
merupakan polimer dari monomer B-(1—4)-D-glukosa yang dihasilkan ketika
glukosa dimodifikasi untuk mengikat gugus uridin difosfat (UDP) molekul
tersebut selanjutnya dipolimerisasikan oleh kompleks selulosa sintase di dalam
membran sel. Setelah polimer terbentuk, polimer tersebut langsung disekresikan
keluar dari sel dan membentuk fibril yang nantinya menjadi serat-serat selulosa
(Liany et al., 2022). Selulosa bakteri mempunyai rumus molekul yang sama
dengan selulosa tumbuhan tetapi mempunyai struktur jaringan yang unik yaitu
berpori tiga dimensi. Dengan strukturnya yang unik, BC mempunyai banyak
keunggulan salah satunya yaitu, polimerisasi tingkat tinggi (hingga 8000) (Zhang
et al., 2018).

2.2.4.Perbedaan Selulosa Tumbuhan dan Selulosa Bakteri

Selulosa bakteri atau BNC adalah hasil aktivitas metabolisme primer yang
menghasilkan eksopolisakarida dan berfungsi sebagai lapisan pelindung,
sementara pada tumbuhan selulosa lebih banyak berfungsi secara struktural karena

berasosiasi dengan hemiselulosa, lignin, dan pektin (Umami, 2023).



Selulosa bakteri dan tumbuhan memiliki perbedaan mendasar dalam hal
kemurnian, ukuran serat, derajat polimerisasi, serta tingkat kristalinitas. Selulosa
tumbuhan umumnya mengandung lignin, hemiselulosa, dan pektin, sehingga
memerlukan tahap pemurnian sebelum digunakan, sedangkan BNC hampir murni
secara alami (Umami, 2023). Perbandingan dari sifat selulosa bakteri dengan

selulosa tumbuhan dicantumkan pada Tabel 4.

Tabel 4. Perbedaan Selulosa Tumbuhan dan Bakteri

Sifat Selulosa Bakteri Selulosa Tumbuhan
Kemurnian (%) >99 <80
Derajat Kristalinitas 60-90 40-78
Skala Diameter Serat Nanometrik Mikrometrik
Modulus Elastisitas (GPa) 15-30 1,5-23

Sumber: (Souza et al., 2023)

2.3. Bacterial Nanocellulose (BNC)
2.3.1.Pengertian Bacterial Nanocellulosa (BNC)

Bacterial Nanocellulose (BNC) merupakan homopolimer dengan ikatan 1,4-p3-
glikosidik, yang disintesis oleh bakteri seperti Acefobacter dengan menggunakan
metode sederhana untuk produksi skala kecil dan besar yang murah serta ramah
lingkungan. BNC memiliki kemurnian yang tinggi karena tidak mengandung
lignin, hemiselulosa, dan pektin, memungkinkan tingkat polimerisasi dan
kristalisasi yang lebih tinggi (Barja, 2021). Umumnya selulosa ini disintesis oleh
bakteri gram negatif dalam matriks gula cair, spesies mikroba yang dapat
mensintesis BNC adalah Acetobacter , Agrobacterium , Rhizobium , Sarine ,
Pseudomonas , Aerobacter , Achromobacter , Alcaligenes dan Azotobacter (Zhang
et al., 2018). BNC secara umum dikenal sebagai bahan yang aman dan merupakan
salah satu bahan yang paling biokompatibel. BNC telah banyak diaplikasikan
dalam berbagai bidang terutama dalam bidang medis seperti penggunaan sebagai

pembalut luka, implan katup jantung, dan penghantar obat (Barja, 2021).
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2.3.2. Struktur Bacterial Nanocellulose (BNC)

BNC merupakan nanofiber dengan panjang sekitar 100 um dan diameter 100 nm.
Struktur BNC merupakan kumpulan pita nanofibril selulosa dengan diameter 2-4
nm (Stanistawska, 2016). BNC terdiri dari jaringan tiga dimensi fibril selulosa
ultra halus dengan diameter dalam kisaran 80—150 nm dan dapat menampung
hingga 99% air dalam keadaan awal yang tidak pernah kering sehingga inilah
alasan selulosa bakteri sangat murni (tidak mengandung hemiselulosa dan lignin)
dan hanya terdapat sedikit gugus karbonil dan karboksil (Gea, 2010). BNC
memiliki rumus molekul yang sama dengan selulosa tumbuhan, tetapi BNC
memiliki struktur jaringan tiga dimensi berpori yang unik dan canggih (Zhang et

al., 2018).

BNC terdiri dari serat yang tebalnya 100 kali lebih tipis dari serat selulosa
tumbuhan. Hal tersebut memungkinkan BNC mempertahankan hingga 200 kali
berat keringnya didalam air, yang membuktikan bahwa BNC tahan terhadap
kondisi basah dan memiliki elastisitas serta kesesuaian yang sangat baik (Barja,
2021). BNC memiliki kapasitas menyimpan air, derajat polimerisasi, dan struktur
jaringan yang lebih baik daripada selulosa dari tanaman. BNC menjadi salah satu
bahan baku nano komposit yang menjanjikan, karena lebih kuat daripada selulosa

yang berasal dari tanaman (Wibowo dan Isroi, 2015).

2.4. Mekanisme Biosintesis BNC

BNC merupakan produk dari proses fermentasi oksidatif yang melibatkan
oksidasi gula dan asam organik dalam gula sintesis maupun non-sintetis dan
media yang kaya akan nitrogen pada suhu berkisar antara 25-30 °C, dan pH 4,5
hingga 7,5 (Jozala et al., 2016). Jalur biosintesis produksi BNC melibatkan empat
tahap enzimatik utama yaitu, (i) konversi glukosa menjadi glukosa-6-fosfat
melalui fosforilasi menggunakan glukokinase ; (ii) produksi isomer glukosa-1-
fosfat dari glukosa-6-fosfat oleh fosfoglukomutase ; (ii1) produksi glukosa uridin
difosfat (UDP-Glc) dari glukosa-1-fosfat menggunakan UDP-glukosa
pirofosforilase ; dan (iv) terakhir, produksi selulosa melalui polimerisasi UDP-

glukosa melalui ikatan B-1,4 glukan dengan adanya selulosa sintase. Jalur dan
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metode produksi UDP-Glc secara umum telah dipahami, namun mekanisme
polimerisasi glukosa dalam rantai tidak bercabang dan panjang masih belum

diketahui (Reshmy et al., 2021).

2.5. Kombucha

Kombucha merupakan hasil fermentasi dari konsorsium mikroba yang terdiri atas
bakteri dan khamir, yang tumbuh bersama dalam larutan teh dan gula. Meskipun
sering disebut sebagai Manchurian mushroom atau tea fungus, kombucha
sebenarnya bukan jamur sejati, melainkan komunitas mikroba yang membentuk
massa gelatinosa di permukaan media fermentasi. Konsorsium ini dikenal dengan
nama SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), yang berperan penting
dalam proses fermentasi serta pembentukan lapisan selulosa di permukaan cairan

(Jarrell et al., 2000).

2.6. Perbandingan Strain Tunggal dan Konsorsium Mikroba

Produksi BNC umumnya melibatkan mikroorganisme dari genus
Komagataeibacter, yang sering digunakan dalam bentuk strain tunggal karena
kemampuannya dalam mensintesis selulosa murni dengan struktur nanofibrous.
Salah satu strain yang banyak digunakan adalah Komagataeibacter hansenii, yang
terbukti efektif menghasilkan BNC pada berbagai substrat (Tureck et al., 2021).
Selain itu metabolisme strain tunggal lebih mudah diprediksi, sehingga lebih
mudah dikontrol baik terhadap jumlah maupun kondisi populasi mikroorganisme

selama proses fermentasi (Amorim et al., 2023)

Namun dalam beberapa tahun terakhir, pendekatan menggunakan konsorsium
mikroba, seperti kultur kombucha mulai banyak dikaji sebagai alternatif.
Konsorsium ini terdiri atas berbagai spesies bakteri dan khamir yang bekerja
secara sinergis dalam proses fermentasi. Misalnya, khamir menghidrolisis sukrosa
menjadi glukosa dan fruktosa, yang kemudian digunakan oleh bakteri untuk
sintesis BNC. Mekanisme ini memungkinkan pemanfaatan substrat yang lebih
kompleks dan murah seperti sukrosa atau limbah pertanian tanpa perlu pra-

perlakuan kimia yang mahal (Novak et al., 2024).
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2.7. Medium Hestrin-Schramm (HS)

Medium HS merupakan media standar untuk produksi BNC yang terdiri dari
glukosa, pepton, asam sitrat, yeast extract, dan disodium phosphate. Media ini
dirancang untuk mendukung pertumbuhan bakteri asam asetat seperti
Komagataeibacter xylinus (Hestrin dan Schramm, 1954). Dalam penelitian ini,
medium HS digunakan sebagai kontrol dan dimodifikasi dengan mengganti

glukosa dengan limbah cair nanas.

2.8. Pengukuran Water Hold Capacity (WHC) BNC

Water Hold Capacity (WHC) adalah kemampuan suatu material dalam menahan
atau menyerap air. BNC yang berkualitas baik adalah BNC yang mengandung
WHC lebih dari 85%. Nilai WHC yang tinggi mengakibatkan pelikel BNC
memiliki tekstur yang kenyal. Pelikel BNC yang mengandung WHC tinggi dapat
dimanfaatkan untuk pembalut luka karena membran tersebut akan mengatur
kelembaban area luka, sehingga penyembuhan luka akan lebih cepat (Nurbaiti,

2022).

2.9. Karakterisasi BNC
2.9.1. Fourier Transform Infrared (FTIR)

FTIR (Fourier Transform Infrared ) adalah salah satu instrumen yang
menggunakan prinsip spektroskopi. FTIR dipakai untuk memprediksi struktur
senyawa kimia dengan memanfaatkan vibrasi molekul sebagai deteksinya. Prinsip
kerja dari FTIR adalah interaksi antara energi dan materi. /nfrared akan
ditembakkan ke sampel, kemudian beberapa infrared akan diserap oleh sampel,
dan sisanya akan ditransmisikan melalui permukaan sampel sehingga sinar
infrared lolos ke detektor dan sinyal tersebut akan ditampilkan dalam komputer

berupa puncak-puncak (Sari et al., 2018)

Hasil analisis menggunakan FTIR dapat membuktikan bahwa pelikel BNC yang
diperoleh adalah selulosa. Berdasarkan hasil spektrum yang ditunjukkan pada

Gambar 2, BNC menunjukkan puncak serapan khas pada beberapa bilangan
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gelombang tertentu. Puncak pada daerah 3347 cm™ menunjukkan adanya vibrasi
regangan (streching) dari gugus hidroksil (-OH), yang merupakan ciri utama dari
struktur selulosa. Selain itu, vibrasi regangan dari gugus metilena (-CHz) dan
metil (-CH) teramati pada bilangan gelombang 2896 cm™'. Adanya air kristalisasi
dalam struktur BNC ditunjukkan oleh vibrasi HOH pada sekitar 1640 cm™.
Sementara itu deformasi vibrasi dari gugus -OH dan -CH tampak pada bilangan
gelombang 1281 cm! dan 1205 cm™'. Vibrasi regangan asimetris dari jembatan C-
C juga terlihat pada bilangan gelombang 1163 cm™ . Puncak-puncak tersebut
sesuai dengan spektrum khas dari selulosa, sehingga dapat digunakan sebagai
indikator keberadaan dan kemurnian BNC dalam sampel hasil fermentasi (Pooja

et al., 2019). Panjang gelombang gugus fungsi yang ada pada selulosa dapat

dilihat pada Tabel 5.
| w 'HWIHWL
] 5"!"]
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+00a =] in 250 2000 150 ===

% Transmitansi
.
&
(=3

Bilangan Gelombang [cm™]

Gambar 2. Spektrum FTIR dari BNC (Pooja ef al., 2019)

Tabel 5. Panjang Gelombang Gugus Fungsi Selulosa

Gugus Fungsi Panjang Gelombang (cm™)
O-H ~ 3650 atau 3400-3300
C-H stretch 2950-2800
C-O 1260-1000

Sumber : (Gama et al., 2016)
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2.9.2.5canning Electron Microscope (SEM)

Scanning Electron Microscope (SEM) merupakan suatu mikroskop elektron yang
memanfaatkan berkas elektron untuk menganalisis bentuk permukaan material.
Fungsi SEM adalah untuk memindai balok halus elektron yang terdapat pada
sampel secara terfokus. Elektron akan berinteraksi dengan sampel pada komposisi
molekul. Energi pada elektron akan melewati sampel dalam proporsi dan jenis
interaksi elektron yang dapat dihasilkan sampel. Serangkaian energi elektron yang
terukur dihasilkan dan dianalisis dengan mikroprosesor menciptakan gambar tiga
dimensi atau spektrum elemen khusus pada sampel yang dianalisis (Budiarti,
2023). BNC mempunyai morfologi dengan struktur ultra halus yang tersusun dari
pita berukuran nano. Pita selulosa yang tumpang tindih menghasilkan struktur
BNC yang lebih padat. Sifat struktural BNC yang unik ini bertanggung jawab
terhadap sifat mekanik dan fisiknya yang sangat baik (Abba, et al., 2018). Hasil
uji SEM BNC ditunjukan pada Gambar 3.

Gambar 3. Hasil Uji SEM BNC pada pembesaran 30.000x (Avcioglu et al.,
2021)

2.10. Aplikasi BNC

BNC mempunyai berbagai macam aplikasi yang potensial karena sifat unik yang
dimilikinya, sehingga BNC dapat diaplikasikan dalam berbagai bidang seperti,

bidang makanan, bidang media produk komersial dan industri.
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2.10.1. Bidang Makanan

Sejak tahun 1992 BNC telah diakui “aman” oleh Food and Drug Administration
(FDA), karena kemurnian yang tinggi, tekstur dan bentuk yang bervariasi, serta
proses produksi yang mudah membuat BNC digunakan sebagai bahan pembantu
dalam industri makanan (Choi et al., 2022). Dalam bidang makanan BNC
digunakan sebagai bahan baku pembuatan nata de coco, dan texturizer (Park et

al., 2014).

2.10.2. Bidang Kesehatan dan Farmasi

Dalam bidang kesehatan BNC digunakan untuk bahan pembalut luka, bahan
untuk rekayasa jaringan, dan digunakan dalam bedah rekonstruktif. BC
mendorong reepitelisasi dengan menstimulasi adhesi sel, proliferasi, migrasi, dan
diferensiasi, sehingga mempercepat penyembuhan luka untuk pengobatan

regeneratif (Choi ef al., 2022).

2.10.3. Produk-Produk Komersial

Dalam industri komersial BNC digunakan sebagai emulsifier dalam industri
kosmetik dan juga digunakan sebagai bahan baku pembuatan kertas berkualitas,

membran filtrasi u/tra dan audio speaker diagram (Reshmy, ef al., 2021)



III.METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024 — Maret 2025 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung. Analisis SEM dan FTIR dilakukan di Unit Pelayanan
Terpadu Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas

Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat—alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah tabung reaksi, Erlenmeyer,
gelas beaker, pipet tetes, spatula, corong pisah, gelas ukur, mikropipet, cawan
petri, autoklaf, neraca digital, jarum ose, inkubator, rak tabung reaksi, kot plate,
bunsen, oven, refraktometer (0-32%), shaker, Laminar Air Flow (LAF), Scanning

Electron Microscope (SEM), dan Fourier Transform Infrared (FTIR).

Bahan—bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat Kc-D-4, kultur
kombucha, limbah nanas, glukosa, pepton, yeast extract, agar powder, Na;HPOa,

asam sitrat, NaOH, akuades, etanol 70%, NaCl, kasa, kapas, dan kertas saring

3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Tahap Persiapan Alat

Alat-alat gelas yang akan digunakan dicuci bersih, dikeringkan, dibungkus
menggunakan kertas lalu disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit

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

untuk menghilangkan mikroba atau kontaminan yang tidak diinginkan.

3.3.2. Tahap Pembuatan Media

Isolat bakteri Kc-D-4 ditumbuhkan di medium standar Hestrin-Schramm (HS).
Untuk media agar miring digunakan media HS agar, sedangkan untuk media
starter dan media fermentasi menggunakan HS cair standar dan HS cair

termodifikasi. Adapun komposisi dan cara pembuatan sebagai berikut:

3.3.2.1. Medium Hestrin-Schramm (HS)

Pembuatan medium HS agar terdiri dari 6 bahan yaitu, 2 g glukosa, 0,5 g pepton,
0,5 g yeast extract, 0,27 g NaxHPOg4, 0,12 g asam sitrat dan 2 g agar powder
ditimbang dengan teliti selanjutnya dilarutkan dengan 100 mL aquades, lalu
disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan

1 atm.

3.3.2.2. Medium Hestrin-Schramm Cair

Pembuatan medium HS cair terdiri dari 2 g glukosa , 0,5 g pepton, 0,5 g yeast
extract, 0,27 g Na2HPOys, dan 0,12 g asam sitrat, dilarutkan dengan 100 mL
aquades, lalu disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu

121°C dan tekanan 1 atm.

3.3.2.3. Medium Hestrin-Schramm Cair Termodifikasi

Pembuatan medium HS cair termodifikasi terdiri dari 0,5 g pepton, 0,5 g yeast
extract, 0,27 g NapHPOs, dan 0,12 g asam sitrat, dilarutkan dengan 100 mL
limbah cair nanas yang mengandung glukosa dengan nilai Brix 8%, selanjutnya
pH medium dibuat 4,5. Selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15

menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm.
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3.3.2.4. Medium GEY (Glucose, Ethanol, Yeast Extract)

Pembuatan medium GEY terdiri dari 2% glukosa 1% yeast extract, 2% bubuk
agar, 0,3% CaCOs3, dan 5% etanol, dilarutkan dengan aquades, lalu disterilisasi

menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm.

3.3.3.Peremajaan Isolat Kc-D-4

Kultur isolat Kc-D-4 diremajakan dengan teknik sebar (spread plate) pada
medium HS agar yang dilakukan secara aseptis dengan cara mengambil 100 uL.
stok gliserol isolat Kc-D-4 kemudian dituangkan di atas medium HS agar,
selanjutnya dituang 200 pL air salin (0,96 g NaCl dalam 100 ml akuades) ke atas
media HS agar, lalu diratakan dengan batang L. Selanjutnya diinkubasi pada suhu
37 °C selama 24 jam. Selanjutnya diambil 1 ose dari hasil spread plate tersebut,
lalu digores secara aseptis pada media agar plate dan media agar miring.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Tahap peremajaan ini
bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri yang murni, dan memiliki aktivitas

yang baik.

3.3.4.1solasi Bakteri Penghasil BNC

Bakteri diisolasi dari kombucha, sebelumnya dibuat medium adaptasi berupa 40 ml
HS cair, kemudian 10 ml inokulan kombucha ditambahkan ke medium tersebut,
lalu diinkubasi selama 3 hari. Selanjutnya diambil sebanyak 1 ml media adaptasi
diencerkan secara bertingkat hingga 10~ menggunakan NaCl 0,96%, kemudian
disebar ke HS agar dan diinkubasi 48 jam pada suhu 37°C. Isolat yang tumbuh

kemudian diseleksi untuk memperoleh isolat yang mampu menghasilkan BNC.

Isolat yang terpilih kemudian dimurnikan menggunakan metode streak plate empat
kuadran dan diuji kembali pada medium GEY dengan cara penotolan untuk
memperoleh koloni tunggal yang mampu menghasilkan BNC. Hasil positif pada uji
GEY ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni, yang
menunjukkan bahwa bakteri telah memanfaatkan sumber karbon dan nitrogen

dalam medium
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3.3.5.Penyiapan Inokulum

Sebanyak 2 ose diambil dari hasil peremajaan, lalu diinokulasi pada 25 mL media
Hestrin-Schramm cair. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama 20 jam dan

dalam kondisi agitasi (di-shaker) dengan kecepatan 150 rpm.

3.3.6.Produksi BNC
3.3.6.1. Produksi menggunakan strain tunggal

Media yang digunakan adalah HS standar dan HS cair termodifikasi yang
menggunakan limbah cair nanas dengan Brix 8% sebagai sumber glukosa
alternatif. Sebanyak 5% (v/v) kultur inokulum diinokulasikan ke dalam 50 mL
media fermentasi. Selanjutnya pH disesuaikan pada 4,5 lalu difermentasi selama

14 hari dengan kondisi statis.

3.3.6.2. Produksi menggunakan kultur kombucha

Media yang digunakan adalah HS standar dan HS cair termodifikasi yang
menggunakan limbah cair nanas dengan Brix 8% sebagai sumber glukosa
alternatif. Sebanyak 5% (v/v) kultur kombucha ditambahkan ke dalam 50 mL
media fermentasi. Selanjutnya pH disesuaikan pada 4,5 lalu difermentasi selama

14 hari dengan kondisi statis.

3.4. Pengukuran Efisiensi Produksi BNC

Efisiensi produksi BNC pada kondisi yang berbeda-beda perlu diukur untuk
mengetahui kondisi optimal yang baik untuk produksi BNC. Efisiensi produksi
BNC dihitung menggunakan Persamaan 1, 2, dan 3.

Berat BNC (g)

Berat Kerlng - Volume media (L) (1)

% konsumsi substrat = % x 100 ()

% konversi substrat ke BNC = % x 100 3)
i—of
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Dimana S; merupakan konsentrasi awal glukosa dan S¢adalah konsentrasi akhir

glukosa setelah fermentasi selesai.

3.5. Pengukuran Water Hold Capacity

Pelikel BNC yang telah terbentuk pada permukaan medium diambil lalu
ditimbang untuk mengetahui berat basahnya. Selanjutnya, pelikel BNC
dibersihkan dengan menggunakan akuades untuk menghilangkan sisa medium.
Kemudian pelikel direndam dalam larutan NaOH 0,1 M pada suhu 100°C selama
30 menit, lalu pelikel dicuci kembali menggunakan akuades hingga pH mencapai
7. Selanjutnya, pelikel dikeringkan dalam oven pada suhu 80 °C selama 48 jam
dan ditimbang kembali untuk mendapatkan berat keringnya. Pengukuran
kandungan air (%w/w) dalam pelikel didasarkan pada keadaan hilangnya berat
pelikel ketika dilakukan pemanasan. Pengukuran berat air dilakukan untuk
mengetahui kadar air yang terkandung dalam pelikel selulosa, sehingga
kemampuan selulosa dalam menahan air dan kualitas selulosa yang dihasilkan

dapat diketahui. Pengukuran nilai WHC dihitung menggunakan Persamaan 4.

WHC% = (berat basah—berat kering) % 100% (4)

berat basah

3.6. Karakterisasi BNC
3.6.1.Scanning Electron Microscope (SEM)

Sampel BNC dengan hasil yang paling baik dikarakterisasi menggunakan SEM
dengan cara dipotong-potong dan dikeringkan sampai beratnya konstan. Sampel
tersebut kemudian dihaluskan hingga menjadi serbuk. Morfologi permukaan BNC

dianalisis menggunakan instrumen SEM.

3.6.2. Fourier Transform Infra-Red (FTIR)

Sampel BNC dengan hasil yang paling baik dikarakterisasi menggunakan FTIR

dengan cara dikeringkan sampai beratnya konstan, lalu sampel tersebut dihaluskan



hingga menjadi serbuk. Analisis dilakukan dengan FTIR pada range spektrum

500-4000 cm™! pada suhu ruang.

3.7. Diagram Alir

Adapun diagram alir pada penelitian ini yaitu:

Kultur Mikroba

v

y

Isolat Ke-D-4

- Ditumbuhkan ke
medium HS agar, lalu
digores 4 kaudran dan
inkubasi selama 24
jam

Isolat

A

Kultur Kombucha

\

y

Diadaptasi ke
medium HS cair
Diisolasi

Diuji aktivitas dengan
medium GEY

Isolat

A\ 4

Inokulum

- Diinokulasi, lalu di
shaker selama 20 jam

\ 4

Difermentasi ke medium
HS cair dan HS T selama
14 hari dalam kondisi statis

Pelikel BNC

BNC

Dihitung WHC

Dihitung efisiensi produksi
Dikarakterisasi dengan
SEM dan FTIR

Gambar 4. Diagram Alir Penelitian

21



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diperoleh kesimpulan sebagai

berikut:

1. Pengujian produksi BNC menunjukkan bahwa isolat tunggal Kc-D-4 dan
Kc-A-1 tidak mampu menghasilkan pelikel, sedangkan konsorsium mikroba
dari kultur kombucha berhasil menghasilkan pelikel BNC.

2. Produksi BNC pada medium HS dengan sumber glukosa dari limbah cair
nanas (HS termodifikasi) jauh lebih tinggi dibandingkan HS standar, dengan
berat kering 8,64 g/L, menunjukkan peningkatan produksi sebesar 8 kali lipat.

3. Efisiensi konversi substrat menjadi pelikel pada medium HS termodifikasi
mencapai 27%, lebih unggul dibandingkan dengan 13,5% pada medium HS
standar, menunjukkan pemanfaatan yang lebih optimal.

4. Pelikel yang dihasilkan pada medium HS termodifikasi memiliki WHC yang
tinggi, yaitu 96,92%.

5. Hasil analisis menggunakan FTIR menunjukkan bahwa pelikel yang
dihasilkan memiliki gugus fungsi khas selulosa, seperti O—H, C—H, dan C-O,
serta puncak serapan yang sesuai dengan selulosa tipe I, selain itu analisis
menggunakan SEM menunjukkan pelikel berukuran nano dengan diameter
65-92 nm, yang mengonfirmasi bahwa pelikel yang dihasilkan merupakan

BNC.
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5.2. Saran

Adapun saran yang perlu disampaikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai

berikut:

1. Memproduksi BNC menggunakan teknik lain seperti static intermittent fed-
batch (SIFB).

2. Melakukan karakterisasi yang lebih detail dan spesifik yang melibatkan XRD
dan TEM.

3. Melakukan uji terhadap kemampuan BNC dalam mempertahankan air yang

terserap dalam struktur jaringannya.
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