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Optimization of Bacterial Nanocellulose Production in Agitation Culture Methods
Abstract

Almost 90% of pharmaceutical industry in Indonesia still uses imported raw material. However,
Indonesia has one of the abundant raw materials which is cellulose. Bacterial nanocellulose (BNC) is a
pure form of nanocellulose biopolymer material synthesized by microbes such as acetic acid bacteria of
Gluconacetobacter spp. as pure cellulose and having diameter in nano scale. BNC used in pharmaceutical
industry is in the slurry form/high viscose nanocellulose. The purpose of this study is to determine
the bacteria and the optimum conditions to produce BNC. The bacteria used were Gluconacetobacter
xylinus and Gluconacetobacter intermedius from InaCC-LIPI and Gluconacetobacter sp. from nata
industry. The inoculums were cultivated for 7 days in liquid Hestrin & Schramm (HS) medium using
static and agitation culture with a stirring speed of 150 rpm at pH 5 and temperature 25 °C. The
production of BNC has been conducted by using Gluconacetobacter sp., because it has the highest yield.
Then it was inoculated at different variation of agitation speed (100, 150, and 200 rpm), pH (4.0; 4.5;
5.0, and 6.0), and temperature (25-30 °C). This research shows that Gluconacetobacter sp. has optimum
conditions at the agitation speed of 150 rpm, pH 5.5, and temperature 27 °C.

Keywords: Bacterial nanocellulose, Gluconacetobacter, agitation
Abstrak

Hampir sebanyak 90% industri farmasi di Indonesia masih menggunakan bahan baku impor. Indonesia
memiliki salah satu bahan baku yang cukup melimpah yaitu selulosa. Bacterial nanocellulose (BNC)
adalah hasil sintesis dari bakteri aerobic seperti bakteri asam asetat Gluconacetobacter spp. yang
berbentuk selulosa murni dengan diameter berukuran nano. Bahan baku BNC yang digunakan dalam
industri farmasi adalah BNC dalam bentuk s/urry atau high viscose nanocellulose. Tujuan penelitian ini
adalah untuk memilih bakteri dan kondisi optimum dalam memproduksi BNC. Bakteri yang digunakan
adalah Gluconacetobacter xylinus dan Gluconacetobacter intermedius yang berasal dari InaCC-LIPI
dan Gluconacetobacter sp. dari industri nata de coco. Inokulum dari ketiga jenis kultur bakteri tersebut
dikultivasi selama 7 hari dalam medium Hestrin&Schramm (HS) cair menggunakan kultur statis dan
agitasi dengan kecepatan pengadukan 150 rpm pada pH 5 dan suhu 25 °C. Isolat bakteri Gluconacetobacter
sp. dipilih sebagai bakteri penghasil BNC karena memiliki nilai yield paling tinggi. Kemudian isolat
tersebut ditumbuhkan pada variasi kecepatan agitasi (100, 150, dan 200 rpm), variasi pH (4,0; 4,5;
5,0; dan 6,0), dan variasi suhu (25-30 °C). Penelitian ini menunjukkan bahwa Gluconacetobacter sp.
memiliki kondisi optimum pada kecepatan agitasi 150 rpm, pH 5,5, dan suhu 27 °C.

Kata kunci: Bacterial nanocellulose, Gluconacetobacter, agitasi
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Pendahuluan

Peningkatan pendapatan per kapita dan
penggunaan obat pada masyarakat semakin
menunjang pertumbuhan farmasi di Indonesia.
Obat adalah komponen yang penting dalam
memenuhi kesehatan masyarakat pada suatu
negara. Semakin meningkatnya penggunaan obat
tersebut menjadi salah satu faktor pertumbuhan
pada industri farmasi. Pasar farmasi Indonesia
saat ini mencapai + 27% dari total pasar ASEAN,
dengan nilai pasar mencapai Rp 69,07 triliun
pada tahun 2016 dan Rp 102,05 triliun pada tahun
2020. Namun, sampai saat ini Indonesia masih
memenuhi kebutuhan 90% bahan baku farmasi
dalam negeri dengan melakukan impor dari
negara Tiongkok (60%), India (30%), dan Eropa
(10%) (Simanjuntak, 2016).

Untuk mengurangi ketergantungan impor
bahan obat tersebut perlu pengembangan lebih
lanjut baik dalam bidang teknologi maupun
bahan baku yang dapat digunakan. Indonesia
mempunyai sumber daya berupa sumber daya
manusia (SDM) dan keanekaragaman hayati
yang dapat digunakan sebagai bahan baku
serta potensi ekonomi yang besar. Salah satu
sumber terbesar tersebut adalah biomassa
berbasis selulosa, sehingga Indonesia perlu
mengembangkan industri farmasi berbasis
selulosa (Cellulose Based Pharmacy). Selulosa
ini dapat digunakan sebagai sediaan produk
biologik untuk industri farmasi. Salah satu
contoh aplikasi tersebut adalah sebagai
pembentuk hidrogel yang memiliki potensi
untuk penutup luka (Gupta et al., 2020).

Sumber selulosa adalah tanaman dan bakteri
(Bacterial cellulose, BC)(Jozalaetal.,2014). BC
adalah polisakarida ekstraselular (biomaterial
berukuran nano) yang diproduksi oleh bakteri
asam asetat dari genus seperti Acetobacter,
Komagataeibacter, dan  Gluconacetobacter
(Gullo et al., 2017). Gluconacetobacter adalah
bakteri Gram negatif, yang bersifat aerobik,
berbentuk batang (M. Iguchi et al., 2000),
non toksik dan merupakan bakteri yang paling
efisien untuk menghasilkan selulosa (Shoda
& Sugano, 2005). Bakteri ini memproduksi
pelikel BC yang memiliki struktur nanofibril
dengan permukaan yang lebih padat di satu sisi,
dan lapisan mirip gelatin di sisi lainnya (A.N.
Nakagaito et al., 2005).

Bacterial nanocellulose (BNC) hasil sintesis
dari bakteri aerobik seperti bakteri asam asetat
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yaitu Gluconacetobacter spp. yang berbentuk
selulosa murni dengan diameter berukuran nano.
BNC memiliki karakteristik yang unik jika
dibandingkan dengan selulosa tanaman yaitu
selulosa dari bakteri merupakan selulosa murni
(Gatenholm & Klemm, 2010) memiliki derajat
polimerisasi yang tinggi yaitu mencapai 2000
sampai 6000 (Klemm et al, 2001), memiliki
kapasitas menahan air yang tinggi dibandingkan
dengan selulosa tanaman, karena memiliki ikatan
hidrogen yang lebih kuat dan lebih banyak
jika dibandingkan dengan selulosa tanaman
(Watanabe et al., 1998), mempunyai kekuatan
tarik yang baik (M. Iguchi et al., 2000; Nakagaito
et al., 2005), memiliki bentuk kristal Io. dan Ip,
tidak seperti selulosa tanaman yang terutama
menyajikan struktur I8 (Atalla & Vanderhart,
1984), non toksik, mudah dibiodegradasi dan
tidak menyebabkan alergi (Jozala et al., 2016),
memiliki diameter serat 20 — 200 nm dengan luas
permukaan yang besar (Fu et al., 2013; Numata
etal.,2015) sehingga mampu menyerap air dalam
jumlah besar, dan memiliki adherence yang baik
(Fuetal., 2013; Numata et al., 2015).

Berdasarkan karakteristik tersebut BNC dapat
digunakan pada berbagai macam jenis industri
seperti industri tekstil, industri kertas, industri
farmasi, dll. Industri farmasi menggunakan
bahan baku BNC dalam bentuk s/urry. Penelitian
dalam memproduksi BNC bentuk s/urry dengan
produktivitas yang baik diharapkan dapat
memberikan  kontribusi terhadap kemajuan
penelitian BNC di masa depan terutama aplikasi
BNC di bidang nanoteknologi. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk memilih bakteri
penghasil BNC dan memperoleh kondisi optimum
produksi BNC skala laboratorium.

Bahan dan Metode

Bahan

Bahan-bahan penelitian yang digunakan

adalah tiga jenis kultur bakteri yaitu
dua kultur bakteri murni dari InaCC-
LIPI Gluconacetobacter  xylinus dan

Gluconacetobacter intermedius dan satu kultur
bakteri berasal dari industri nata de coco di
Jawa Barat; medium Hestrin&Schramm (HS)
yang terdiri dari glukosa, pepton, ekstrak ragi,
Na,HPO,, dan CH,O..H O; agar; akuades;
etanol teknis; NaCl; spiritus; dan bahan kimia

untuk melakukanuji Total Plate Count (TPC), uji



karbon organik, dan uji total nitrogen. Peralatan
penelitian yang digunakan adalah cawan petri,
labu Erlenmeyer, gelas ukur, mikropipet, tips,
blender, autoklaf, shaker incubator, incubator,
microcentrifuge, waterbath, penangas air, pH
meter, spektrofotometer VIS, magnetic stirrer,
neraca analitis dan semi analitis, vortex mixer,
refrigerated centrifuge, dan laminar air flow.

Skrining Bakteri Penghasil BNC

Penentuan bakteri penghasil BNC dilakukan
dengan memurnikan terlebih dahulu kultur
yang berasal dari industri nata de coco (JUM),
kemudian diidentifikasi secara molekuler
berdasarkan analisis genetika secara parsial
pada 16 S rDNA. Inokulum dari ketiga jenis
kultur bakteri dikultivasi selama 7 hari dalam
medium HS cair menggunakan kultur statis
dan agitasi dengan kecepatan pengadukan 150
rpm pada pH 5 dan suhu ruang (25 °C) untuk
menghasilkan BNC. BNC yang diperoleh
dihitung berat basah dan berat kering yang
dinyatakan dengan satuan g/L.

Setelah diketahui nilai yield dari ketiga
jenis bakteri tersebut dipilih bakteri yang
menghasilkan nilai yield tertinggi, lalu BNC
yang diperoleh dari inokulum bakteri terpilih
tersebut dilakukan analisis karakterisasi BNC.
Analisis karakteristik BNC dilakukan dengan
melakukan pengujian menggunakan Scanning
Electrom Miroscopy (SEM) JEO KSM 6510
untuk mengetahui formasi permukaan BNC,
X-ray difraction (XRD) Rigaku SmartLab untuk
mengatahui pengaruh pengadukan terhadap
struktur kristal selulosa, Fourier Transform Infra
Red (FTIR) 4200TypeA untuk mengetahui gugus
fungsional BC (Bacterial Cellulose), dan particle
size analyzer HORIBA LB-550 untuk mengetahui
ukuran partikel.

Penentuan Kondisi Optimum dan Kecepatan
Agitasi Produk BNC

Inokulum mikroba sejumlah 1-4 % (v/v)
dengan konsentrasi 10° CFU/mL diinokulasikan
ke dalam medium HS Kultur kemudian
diinkubasi selama 7 hari pada variasi kecepatan
agitasi (100, 150, dan 200 rpm), variasi pH (4,0;
4,5; 5,0; dan 6,0), dan variasi suhu (25-30 °C).
Kultur disampling setelah 7 hari. Parameter uji
pada proses fermentasi adalah rendemen BNC
yang diperoleh dan pH.
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Hasil dan Pembahasan
Penentuan Isolat Bakteri Penghasil BNC

Hasil identifikasi kultur JUM yang dilakukan
secara molekuler berdasarkan analisis genetika
secara parsial pada 16 S rDNA menunjukkan isolat
bakteri berasal dari genus Acetobacter sp. PA2.2
(Gluconacetobacter sp.) dengan nomor accession
AF062474.2. Selulosa dapat dihasilkan oleh
bakteri, terutama dari genus Gluconacetobacter.
Berbagai spesies dari genus Gluconacetobacter
mampu menghasilkan bacterial cellulose, salah
satunya adalah  Gluconacetobacter  xylinus
(dulu dikenal dengan Acetobacter xylinus) yang
merupakan spesies yang paling banyak digunakan
secara komersial (Kost ef al., 1998; Tanskul et
al.,2013).

Berat kering dan berat basah selulosa yang
dihasilkan oleh ketiga jenis isolat bakteri
Gluconacetobacter dengan metode kultur agitasi
dan statis disajikan pada Gambar 1. Isolat bakteri
yang mampu menghasilkan selulosa dengan
kedua metode kultur tersebut adalah kultur
yang diperoleh dari industri nata de coco (JUM)
dan Gluconacetobacter xylinus (B420) yang
diperoleh dari InaCC-LIPI. Sementara itu, isolat
JUM mampu menghasilkan selulosa dengan
berat basah dan berat kering paling tinggi di
antara seluruh isolat bakteri, yaitu sebesar 32,143
mg/mL dan 0,6 mg/mL untuk metode agitasi dan
21,314 mg/mL dan 0,013 mg/mL untuk metode
statis. Metode agitasi mampu menghasilkan
selulosa dengan berat basah dan berat kering
lebih tinggi dibandingkan metode statis. Tujuan
dilakukannya agitasi adalah menjaga pasokan

£ 30
™ 20
E 10
D — — — —

Jum InaCC InaCC Jum InaCC InaCC
B420 B414 B420 B414

Agitatis Statis

M Berat Basah Berat Kering

Gambar 1. Berat Basah dan Berat Kering
Selulosa dari Proses Fermentasi oleh Isolat JUM,
InaCC B414 dan InaCC B420 dengan Metode
Kultur Agitasi dan Statis
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dan distribusi oksigen dapat tetap homogen
dibanding dengan kondisi statis yang dilakukan
tanpa putaran. Menurut Hwang et al., (1999)
laju produksi dan yield pada selulosa sebanding
dengan laju transfer oksigen dan koefisien
transfer oksigen. Hal tersebut menunjukkan
bahwa konsentrasi oksigen terlarut yang ada di
dalam sel pada matrik selulosa merupakan faktor
penting dalam penentuan kenaikan yield (Joseph
etal.,2003).

Selulosa yang dihasilkan oleh isolat JUM baik
metode agitasi maupun metode statis memiliki
morfologi serat seperti yang ditampilkan pada
Gambar 2. Serat selulosa yang dihasilkan pada
kedua metode memiliki rentang diameter hingga
200 nm. Namun, serat selulosa metode agitasi
memiliki diameter cenderung lebih besar 56%
dibandingkan dengan metode statis. Menurut
(Fu et al., 2013) bacterial cellulose mengandung
serat berukuran nano dengan kisaran 20-100 nm.
Hasil analisis crystallinity BNC ditampilkan
pada Gambar 3 menunjukkan bahwa BNC yang
dihasilkan oleh isolat JUM dengan kultur agitasi
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Gambar 3. Hasil Analisa Crystallinity BNC dari
Isolat Terpilih (JUM) dengan Kultur Agitasi

adalah kristalin dengan puncak pada sudut difraksi
20: 23,33; 27,18; 38,56; 45,54; dan 47,69°.
Karakterisasi  struktur molekuler (gugus
fungsi) pada sampel bacterial nanocellulose
hasil penelitian dilakukan dengan analisis secara
spektrofotometri menggunakan FTIR pada
rentang bilangan gelombang 4000-400 cm!
dengan resolusi 16 cm’. Berdasarkan spektrum
FTIR dari sampel bacterial cellulose seperti
yang ditunjukkan pada Gambar 4 terdapat pita

SElI  skV WD32mm  SS530
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(b)
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Gambar 2. Morfologi Bacterial Nanocellulose yang dihasilkan oleh Isolat Terpilih (JUM) dari Kultur
Statis (a), dan Kultur Agitasi (b), dan Bacterial Nanocellulose Komersial Sebagai Pembanding (c)
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-10
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber [cm-1]

Result of Peak Picking [Comment]

No. Position Intensity No. Position Intensity Sample Name BNC

1 39495 78.3068 2 3899.36  65.6248 Comment 28-09-2018

3 3868.5 69.4192 4 3826.068  T74.5957 User

L3 3791.37  638.6991 6 37258 67.2842 Division

7 366023 654717 8 3548.38 58.8028 Company Institut Teknologi Bandung

9 345196 511459 10 340953 50669

11 333625 553015 12 231704 576842 [Measurement Information]

13 292356  7.22941 14 285413  18.6649 Model Name FT/IR-4200typeA

15 258029 633489 16 251472 608113 Serial Number B012261018

17 23643 47.2572 18 145792 33.0866

19 1373.07 436666 20 132293 442222 Light Source Standard

21 106837 445134 22 821527 493042 Detector TGS

23 BBT.25 26,9664 24 551.542 13.0587 Accumulation 10

25 497544  17.5241 26 466689 237315 Resolution 16 cm-1

27 435834  -1.1668E-037 Zero Filling On
Apodization Cosine
Gain Auto (128)
Aperiure Auto (7.1 mm)
Scanning Speed  Auto (2 mm/sec)
Filter Auto (30000 Hz)

Gambar 4. Hasil Analisis Gugus Fungsional BNC dengan Menggunakan FTIR

transmitant pada beberapa bilangan gelombang
yang menjadi ciri khas dari bacterial cellulose,
yaitu pita fransmitant pada bilangan gelombang
3726, 3452, 3410, 2923, 2854, 2364, 1458,
1373, 1323, dan 1066 cm’. Transmitant pada
bilangan gelombang 3600-3000 cm?! pada
spektrum FTIR bacterial cellulose merupakan
serapan karena renggangan dari gugus hidroksil
(-OH) yang terlibat dalam ikatan hidrogen baik
antar gugus-gugus hidroksi yang ada dalam satu
molekul bacterial cellulose (intramolekuler)
maupun antara gugus hidroksil dari satu molekul
bacterial cellulose dengan gugus hidroksil pada
molekul bacterial cellulose lainnya atau dengan
molekul lainnya yang dapat membentuk ikatan
hidrogen seperti molekul air (inter molekuler)
(Dima et al., 2017; Mohammadkazemi, 2015;
Yue et al, 2015). Pada umumnya, spektrum
FTIR pada bilangan gelombang 3600-3000 cm
dari selulosa atau bacterial cellulose yang masih
basah berupa lembah yang lebar dengan intensitas

yang rendah (serapan dengan intensitas tinggi)
yang menunjukkannya banyaknya ikatan hidrogen
baik inter maupun intra molekuler (Gayathry &
Gopalaswamy, 2014). Hal itu berbeda dengan
spektrum FTIR sampel bacterial cellulose
dimana pada bilangan gelombang 3600-3000 cm!
pita transmitant berupa lembah yang tidak
melebar dengan intensitas transmitant yang
tinggi (serapan dengan intensitas rendah).
Hal ini diperkirakan karena sampel bacterial
cellulose sudah dikeringkan sehingga ikatan
hidrogen yang terbentuk terutama ikatan hidrogen
intermolekuler antara gugus hidroksil bacterial
cellulose dengan molekul air menjadi berkurang.
Hal itu juga didukung dengan tingginya nilai
persen transmitant (rendahnya nilai serapan) pada
bilangan gelombang 3726 cm™' yang menunjukkan
sedikitnya serapan oleh gugus hidroksil bebas
(-OH) dari molekul air (Pavaloiu et al., 2014).
Pita transmitant pada bilangan gelombang 2923
dan 2854 cm' menunjukan regangan —CH,
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(Dima et al., 2017; Gayathry & Gopalaswamy,
2014; Mohammadkazemi, 2015). Pada spektrum
FTIR sampel bacterial cellulose, pita transmitant
pada bilangan gelombang 2923 dan 2854 cm'!
berupa lembah tajam dengan transmitant rendah
yang menunjukkan tinggi serapan pada bilangan
gelombang tersebut karena banyaknya gugus
—CH,. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh
Dima et al., (2017) hal tersebut diperkirakan
karena terjadinya pembentukan ujung rantai baru
akibat pemendekan fibril-fibril selulosa. Pita
transmitant pada bilangan gelombang 1458 cm!
menunjukan adanya serapan karena tekukan C-H
atau gugus karbonil (Gayathry & Gopalaswamy,
2014; Mohammadkazemi, 2015). Pita transmitant
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pada 1373 cm’! menunjukkan serapan karena
deformasi gugus —CH, sedangkan pita transmitant
pada 1323 cm! menunjukkan serapan karena
deformasi gugus —OH (Dima et al., 2017; Pandey,
1999). Pita transmitant pada bilangan gelombang
1066 cm! menunjukan serapan karena adanya
renggangan gugus C-O-C pada rantai utama
bacterial cellulose (Dima et al., 2017; Gayathry &
Gopalaswamy, 2014; Mohammadkazemi, 2015).

Penentuan Kondisi Optimum Produksi BNC
Pada percobaan optimasi pH, nilai rata-rata

berat basah dan berat kering BNC dapat dilihat
pada Gambar 5a dan Gambar 5b. Yie/d BNC
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Gambar 5. Nilai Rata-Rata Berat Basah (a) dan Berat kering (b) Produk BNC pada Variasi pH 4,0-6,0,
Nilai Rata-Rata Berat Basah (¢) dan Berat Kering (d) Produk BNC pada Variasi Suhu 25-30 °C, dan
Nilai Rata-rata Berat Basah (e) dan Berat Kering (f) Produk BNC pada Variasi Kecepatan Agitasi
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Tabel 1. Hasil Analisis Statistik Berat Basah
dan Berat Kering Produk BNC pada Variasi pH
4,0-6,0

pH Berat Basah (g/L.)  Berat Kering (g/L)
4,0 5,33820 be 0,11780 a
4,5 3,65060 a 0,10420 a
5,0 3,98240 ab 0,10680 a
5,5 6,29260 ¢ 0,19460 b
6,0 9,23920d 0,18920 b

Keterangan: Angka dengan huruf yang sama pada kolom yang sama
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada taraf 5%

terendah dihasilkan pada pH 4,5, kemudian
mengalami peningkatan hingga pH 5,5, kemudian
mengalami penurunan pada pH 6,0. Berdasarkan
hasil analisis statistik (Tabel 1), hasil BNC
berbeda nyata pada pH 5,5 dan 6,0. Berat basah
BNC paling tinggi (9,24 g/L) dihasilkan pada
pH 6,0, sedangkan berat kering BNC paling
tinggi (0,19 g/L) dihasilkan pada pH 5.5.

pH menggambarkan konsentrasi ion hidrogen
di media tumbuh mikroorganisme tersebut.
Konsentrasi ion hidrogen = mempengaruhi
kemampuan mikroorganisme dalam mensistesis
enzim yang dibutuhkan untuk metabolisme.
Pertumbuhan mikroorganisme paling baik
adalah pada kondisi pH optimal. Pada umumnya
selulosa dihasilkan oleh bakteri pada kondisi
pH netral mendekati asam. Setiap strain bakteri
penghasil selulosa memiliki pH optimal yang
berbeda (Benson 2001; Castro et al. 2012).
Castro et al, (2012) memproduksi bacterial
cellulose dari Gluconacetobacter medellensis
yang optimal pada pH 3,5 sehingga bakteri
tersebut dikategorikan sebagai strain baru
Gluconacetobacter tahan asam. Sedangkan
beberapa penelitian menunjukan Acetobacter
xylinum memiliki pH optimal pada pH 5,0 (Zahan
et al.,2015) dan pH 6,5 (Coban & Biyik, 2011).

Penelitian ini menggunakan sumber karbon
berupa glukosa sehingga interaksi antara glukosa
dengan pH 5,5 dan 6,0 menghasilkan BNC dengan
jumlah yang lebih tinggi dibandingkan dengan
pH lainnya. pH optimum yang dibutuhkan oleh
tiap strain bakteri untuk menghasilkan selulosa
berbeda-beda. Interaksi antara jenis sumber
karbon dan pH juga mempengaruhi produksi
selulosa. Hutchens et al, (2008) menyatakan
bahwa pH sendiri tidak mempengaruhi produksi
selulosa secara signifikan, tetapi produksi bakteri
dipengaruhi oleh interaksi antara pH dan sumber
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karbon. Interaksi glukosadanpH 6,5 menghasilkan
selulosa yang lebih tinggi dibandingkan pH 5,5.
Berdasarkan hasil percobaan, pH 5,5 dipilih
sebagai pH optimal produksi BNC dengan isolat
JUM. Selain berat kering produk BNC yang
dihasilkan paling tinggi, pertimbangan lainnya
adalah biaya medium produksi. Pada dasarnya
medium HS memiliki pH awal dengan kisaran 5,0.
Untuk meningkatkan pH medium HS memerlukan
larutan basa yaitu NaOH. Jika pH yang diinginkan
semakin tinggi maka semakin banyak bahan
kimia yang digunakan. Hal ini akan berdampak
pada peningkatan biaya untuk medium produksi
BNC.

Gambar 6a menampilkan pH medium awal,
setelah penambahan inokulum, dan setelah
inkubasi selama 7 hari pada percobaan dengan
variasi pH. Pada medium dengan sumber
karbon glukosa, sintesis selulosa akan bersaing
dengan peristiwa oksidasi glukosa oleh glukosa
dehidrogenase yang ada di membran sel. Oksidasi
glukosa menghasilkan asam ketoglukonat
sebagai produk samping. Asam ketoglukonat
yang dilepaskan ke medium menyebabkan
penurunan pH medium selama kultivasi
(Vandamme et al., 1998) sampai pada kisaran
pH 3 di akhir kultivasi. Pada medium dengan
pH awal 4 dan 4,5 mengalami penurunan pH
hingga mencapai 3,0 di akhir kultivasi. Medium
dengan pH awal 5,0; 5,5; dan 6,0 mengalami
penurunan hingga masing-masing mencapai pH
3,1; 3,2; dan 3,3 di akhir kultivasi. Penurunan
pH kemungkinan dapat menghambat produksi
selulosa. Penggunaan medium dengan pH awal
yang lebih basa dapat mengurangi penurunan pH
sehingga meningkatkan produksi BNC. Karena
A. xylinum adalah bakteri asidofilik tetapi jika
berada pada lingkungan yang terlalu asam
(< pH 4,0) dapat menghambat pertumbuhan
bakteri sehingga produksi BC semakin turun
(Hwang et al., 1999). Sehingga pH media pada
kisaran pH 5,0 perlu dipertahankan dalam
meningkatkan produksi selulosa bakteri dan
meningkatkan pertumbuhan 4. xylinum pada saat
fermentasi (Zahan et al., 2015). Penelitian yang
dilakukan oleh Chen et al., (2019) menunjukkan
bahwa dengan menggunakan medium yang
memiliki nilai awal pH yang rendah (pH 4,5
dibandingkan pH 6) dapat meningkatkan yield
dan produktivitas BNC.

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan
menumbuhkan isolat terpilih (JUM) dalam
medium HS dengan tiga variasi suhu (25, 27, dan
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Gambar 6. pH Kultur Produksi BNC pada Percobaan Variasi pH (a), Variasi Suhu 25-30 °C (b), dan

Variasi Kecepatan Agitasi (¢)

30 °C) dengan yield BNC disajikan pada Gambar
5¢ dan Gambar 5d. Produk BNC dengan berat
basah dan berat kering paling rendah dihasilkan
pada suhu 25 °C, yaitu sebesar 3,95 g/L. dan
0,0744 g/L. Pada suhu 30 °C BNC yang dihasilkan
lebih tinggi dibandingkan dengan produk BNC
pada suhu 25 °C dengan berat basah dan berat
kering sebesar 8,5534 g/ dan 0,1066 g/L.
Produksi BNC tertinggi dicapai pada suhu 27 °C
dengan berat basah dan berat kering sebesar
9,9760 g/L dan 0,1658 g/L secara berurutan.
Suhu memiliki peranan yang penting dalam
pertumbuhan bakteri. Enzim yang digunakan
untuk metabolisme bakteri sangat dipengaruhi
oleh suhu lingkungan. Gluconacetobacter
penghasil selulosa termasuk jenis bakteri
mesofil yang hidup pada rentang suhu 10 - 47 °C
(Benson, 2001). Variasi suhu yang digunakan
untuk produksi BNC isolat terpilih JUM (25,
27, dan 30 °C) termasuk dalam rentang suhu
optimal produksi selulosa. Produksi selulosa
oleh Gluconacetobacter dilaporkan optimum
pada kisaran suhu 25 - 30 °C dan tidak ada
perbedaan signifikan antara kedua suhu
tersebut (Mohite et al., 2013). Namun, hasil
analisis statistik produk BNC pada Tabel 2
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menunjukkan hasil yang tidak sejalan dengan
pernyataan tersebut. Berat basah BNC pada suhu
27 °C dan 30 °C berbeda signifikan dengan berat
basah BNC pada suhu 25 °C, sedangkan untuk
berat kering BNC, suhu 27 °C menunjukkan
perbedaan yang signifikan dibandingkan
dengan perlakuan lainnya. Son et al., (2001)
melaporkan hasil produksi selulosa Acetobacter
xylinum pada berbagai variasi suhu kisaran
20-40 °C. Produksi selulosa meningkat seiring
kenaikan suhu dan mulai menurun pada suhu
35 °C. Kenaikan suhu meningkatkan kecepatan
reaksi kimia dalam sel bakteri sehingga bakteri
tumbubh lebih cepat. Pada penelitian ini, produksi
BNC mengalami peningkatan hingga suhu 27 °C

Tabel 2. Hasil Analisis Statistik Yield BNC pada
Variasi Suhu 25-30 °C

Suhu Berat Basah (g/L)  Berat Kering (g/L)
25 3,9500 a 0,0744 a
27 9,9760 b 0,1658 b
30 8,5534b 0,1066 a

Keterangan : Angka dengan huruf yang sama pada kolom yang
sama menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada taraf 5%



dimana dapat dikatakan suhu 27 °C merupakan
suhu optimal bagi isolat JUM untuk tumbuh dan
menghasilkan selulosa.

Gambar 6b menampilkan pH medium awal,
setelah penambahan inokulum, dan setelah
inkubasi selama 7 hari pada percobaan penentuan
suhu optimum. Dapat terlihat bahwa pH pada tiap
perlakuan mengalami penurunan hingga akhir
inkubasi dan berakhir pada kisaran pH 3,2-3,9.
Fenomena ini sesuai dengan percobaan penentuan
pH optimum yang dilakukan sebelumnya.

Gambar S5e dan Gambar 5f menyajikan
berat basah dan berat kering BNC yang
dihasilkan dengan variasi kecepatan agitasi 100,
150, dan 200 rpm. Dapat terlihat bahwa produk
BNC yang dihasilkan pada kecepatan agitasi
150 rpm memiliki berat basah dan berat kering
paling tinggi di antara semua perlakuan, yaitu
sebesar 11,8378 dan 0,2204 g/L. Hasil analisis
statistik menunjukkan bahwa perlakuan 150
rpm berbeda nyata dengan perlakuan lainnya.
Dapat disimpulkan bahwa kecepatan agitasi
optimal untuk produksi BNC dengan isolat
JUM adalah 150 rpm. Sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Zywicka et al., (2015)
bahwa kecepatan pengadukan selama kultivasi
adalah salah satu parameter penting yang
mempengaruhi kuantitas dan kualitas BC yang
disintesis. Pada penelitian yang dilakukan oleh
Zywicka et al., (2015) berat BC tertinggi pun
diperoleh pada kecepatan agitasi 150 rpm.

Gambar 6¢ menunjukkan pH medium awal,
setelah penambahan inokulum, dan kultur setelah
inkubasi selama 7 hari. Terjadi penurunan pH
setelah penambahan inokulum. Setelah inkubasi
selama 7 hari, pH kultur pada semua perlakuan
kecepatan agitasi mengalami penurunan hingga
kisaran pH 3,5-4,2. Menurut Jozala et al., (2014),
pH akhir medium setelah fermentasi cenderung
asam, yaitu berkisar antara 3,5-5. Menurut (Kouda
et al., 1997) pertumbuhan Gluconacetobacter
dipengaruhi oleh suplai oksigen yang dipengaruhi
oleh konfigurasi agitator, termasuk parameter
level pencampuran, kecepatan, dan kekuatan
agitasi.

Oksigen adalah salah satu faktor penting
dalam menghasilkan selulosa. Kondisi agitasi
meningkatkan luas permukaan dengan udara
dan media dan juga meningkatkan produksi
selulosa (Mohite et al.,, 2013). Tetapi pada
kecepatan 200 rpm nilai yield yang didapat
menjadi turun. Pa’e ef al. (2011) menyatakan
bahwa konsentrasi oksigen terlarut semakin

Optimasi Produksi Bacterial Nanocellulose
dengan Metode Kultur Agitasi : Prima Besty Asthary,dkk.

meningkat seiring dengan meningkatnya
kecepatan perputaran rotasi tetapi semakin cepat
perputaran rotasi akan menurunkan produksi
selulosa karena kultur semakin tidak stabil.
Semakin tinggi kecepatan agitasi semakin kecil
pula ukuran partikel selulosa yang terbentuk
(Hu & Catchmark, 2010).

Produksi BC yang efektif dan efisien
menggunakan kultur agitasi terus berkembang.
Hal ini disebabkan strain bakteri dan kondisi
kultur fermentasi yang digunakan dapat
mempengaruhi  yield BNC yang dihasilkan
(Singhsa et al., 2018). Dalam penelitian ini strain
bakteri dari industri nata sesuai untuk metode
agitasi. Faktor terpenting selain komponen
medium yang digunakan dan temperatur,
keefektifan  strain Gluconacetobacter dalam
memproduksi selulosa adalah pasokan oksigen
dan sumber karbon (seperti D-Glukosa) (Klemm
et al, 2011). Glukosa adalah satu-satunya
sakarida yang ditemukan dalam air kelapa yang
disimpan dalam 3 hari. Dalam membuat nata
de coco industri menambahkan gula sebanyak
kurang lebih 1-2% dalam komposisi medium
yang digunakan (Budhiono ef al., 1999). Namun
penambahan gula sebanyak 5% juga dapat
meningkatkan pertumbuhan A. xylinum pada
medium air kelapa (Indrianingsih et al., 2017).
Selain dari air kelapa, A. xylinum juga dapat
memproduksi selulosa dengan sumber glukosa
dari buah nanas (Malvianie et al., 2014). Czaja
et al. (2004) mengemukakan bahwa strain bakteri
A. xylinum lebih efektif melakukan sintesa
selulosa di dalam kultur agitasi.

Salah satu aplikasi BNC pada bidang farmasi
adalah sebagai drugs delivery systems. Potzinger
et al., (2017) melaporkan bahwa BNC yang
dihasilkan pada kultur agitasi dapat digunakan
sebagai pembawa obat (drug carrier) dalam
bentuk sediaan oral. Pengembangan BNC
sebagai drugs delivery systems tergantung
kepada kesedian biopolimer yang cukup dengan
harga yang tejangkau (Muller et al, 2013).
Sampai saat ini produksi BNC masih tinggi
karena menggunakan medium yang mahal
untuk mencapai rendeman tinggi sehingga
dapat memenuhi kebutuhan selulosa dunia
(Donini et al., 2010).

Kesimpulan

BNC yang diproduksi melalui perlakuan
agitasi menghasilkan selulosa dengan berat basah
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dan berat kering lebih tinggi dibanding perlakuan
statis. [solat bakteri Gluconacetobacter sp. dengan
kode JUM yang diperoleh dari industri nata
de coco telah dipilih sebagai bakteri penghasil
bacterial nanocellulose (BNC). Kondisi optimum
isolat bakteri ini dalam menghasilkan selulosa
terjadi pada kondisi pH 5,5, suhu 27 °C, dan
kecepatan agitasi 150 rpm.
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