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Abstract- Cellulose production in bacteria is influenced by the fermentation method, both quantitatively
and qualitatively. Bacterial cellulose produced by different fermentation methods were compared based on
the dry weight of the cellulose produced. While the physical properties compared using SEM and XRD
technique. Production of cellulose in acetic acid bacteria strain KRE-12 with static fermentation method,
shaking 50 rpm, shaking 100 rpm and shaking150 rpm was0,49; 0,12; 0,13 and 0,10 g/100 ml, respectively.
The degree of crystallinity by XRD method in static fermentation method was 91 %, shaking fermentation
100 rpm was73 % and shaking fermentation150 rpm was72%. Static fermentation method produces
bacterial cellulose in thesheets form, while shaking fermentation produces fragmented cellulose with
predominantly spherical shape. The observation of the surface structure of bacterial cellulose by SEM
showed that the static fermentation method generates woven densely of cellulose microfibrils. The change
from a static method to shaking fermentation causes the surface structure changes. Some changes have
been observed in which woven microfibrils become more loose and form a larger gap between the
holecellulose woven microfibrils.

Keywords : acetic acid bacteria , bacterial cellulose, static fermentation, shaking.

PENDAHULUAN

Selulosa merupakan homopolimer
yang tidak bercabang dari residu glukosa
yang terhubung dengan ikatan B-
1,4glikosidik. Unit berulang pada sintesis
polimer ini terdiri dari dua molekul glukosa
yang berikatan dimana salah satu
molekulnya berotasi 180 derajat terhadap
molekul yang lain. Selain dihasilkan oleh
tumbuhan, selulosa juga dihasilkan oleh
mikrobia, utamanya bakteri.Selulosa yang
diproduksi  oleh  bakteri mempunyai
kelebihan dari kemurnian struktur kimianya,
berbeda dengan selulosa tumbuhan yang
biasanya berasosiasi dengan lignin dan
hemiselulosa (Brown lJret al.,, 1976).Sifat
unik selulosa bakteri terutama
kemurniannya telah menarik  banyak
peneliti untuk menerapkan selulosa bakteri
pada berbagai aplikasi seperti pembuatan
kertas (Nishi et al., 1990), membran

(Shibashaki et al., 1993; Iguchi et al., 2000),
industri makanan (Miranda et al., 1965) dan
sebagai biomaterial untuk aplikasi
pengobatan (Cienchanska, 2004). Selain
kemurniannya, selulosa bakteri memiliki
indeks kristanilitas, derajat polimerisasi,
daya renggang, dan daya serap air tinggi
(Shoda & Sugana, 2005; Chawlaet al., 2009).

Menurut Swissa et al. (1980),
beberapa spesies bakteri yang termasuk
kelompok bakteri asam asetat dapat
membentuk selulosa, namun selama ini
yang paling banyak dipelajari adalah
Accetobacter xylinum (direklasifikasi sebagai
Gluconacetobacter xylinus, Yamada et al.,
1997; Yamada et al.,, 2000), sehingga
digunakan sebagai organisme model dalam
mempelajari bakteri penghasil selulosa.
Strain anggota genus Gluconacetobacter
dan Acetobacter memiliki kemampuan
menghasilkan selulosa beragam dan paling
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banyak dipelajari karena kuantitas dan
kualitas  selulosa yang dihasilkannya
(Bieleckiet al., 2005; Chawlaetal., 2009).

Produksi selulosa oleh bakteri
dipengaruhi oleh beberapa faktor, vyaitu
strain bakteri, metode fermentasi (Sarkono
et al., 2012), medium pertumbuhan, kondisi
lingkungan, dan pembentukan produk
sampingan (Chawla et al., 2009). Produksi
selulosa pada bakteri dipengaruhi oleh
kemampuan strain bakteri dan metode
produksi yang digunakan. Metode produksi
selulosa yang biasa digunakan dalam skala
industri yaitu metode produksi statis (Lee,
1999) dan agitatif (Tsuchida & Yoshinaga,
1997; Lee,1999). Menurut Lee (1999) dan
(Tsuchida & Yoshinaga, 1997) metode
fermentasi statis dalam skala industri
terbukti produksinya sangat rendah karena
terbentuknya asam glukonik. Sementara itu,
fermentasi agitatif dapat menurunkan
produksi selulosa karena berkaitan erat
dengan dihasilkannya mutan negatif (Lee
&7Zhao,1999; Lee,1999; Tantratian et al.,
2005; Cheng & Catchmark, 2009). Metode
fermentasi atau kondisi kultur juga sangat
berpengaruh terhadap morfologi
makroskopik  selulosa bakteri  yang
dihasilkan  (Watanabe et al, 1998;
Yamanaka et al, 2000), sedangkan
perbedaan morfologi selulosa statis dan
agitatif berkontribusi terhadap variasi
derajat kristalinitas dan perbedaan ukuran
kristalitas (Watanabe et al., 1998).
Sehingga dalam upaya peningkatan
produktivitas selulosa pada bakteri, perlu
diperhatikan  aspek  kuantitatif  dan
kualitatifnya. Aspek kualitatif yang perlu
diperhatikan diantaranya adalah karakter
fisikokimiawi selulosa yang dihasilkan
karena berhubungan langsung dengan
potensinya sebagai biomaterial atau bahan
baku dalam industri.

METODE PENELITIAN
Mikrobia

Isolat bakteri KRE-12merupakan
isolat yang mempunyai kemampuan
menghasilkan  selulosa, diisolasi  dari
inokulum nata pada sentra industri nata de
coco di Bantul Yogyakarta, Indonesia.
Kemampuan produksi selulosa isolat ini
adalah sebesar 1.32+0.06g/100 ml pada
medium produksi berbasis air kelapa dan
0.22 +0,02 g/100 ml pada medium standar
Hestrin Schramm (HS).

Media dan kondisi kultur

Isolat KRE-12ditumbuhkan pada
medium standar HS cair yang tersusun dari
D-glukosa 2.0%, Pepton 0.5%, Yeast extract
0.5%, Na2HPO4 0.27% dan asam sitrat
0.115%. Medium produksi yang digunakan
adalah media dasar air kelapa dengan
suplementasi sumber karbon 5%, sumber
nitrogen 0,5% dan asam asetat glacial untuk
mengkondisikan keasaman medium.
Produksi dan pemanenan selulosa bakteri

Penelitian ini menggunakan
medium produksi berbahan dasar air kelapa
dengan
penambahansumberkarbongulapasir 5%,
sumber nitrogen ammonium sulfat 0,5%
dan pH 5 dalam skala produksi 100 ml.
Untuk mengkondisikan pH digunakan asam
asetat glasial. Sterilisasi medium dilakukan
dengan autoklaf pada suhu 121°C pada
tekanan 2 atm selama 15 menit.
Selanjutnya media medium  produksi
diinokulasi dengan starter sebanyak 10%
kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama
7 hari dengan metode fermentasi statis dan
penggojogan.

Pemanenan selulosa bakteri
dilakukan berdasarkan modifikasi metode
yang dikembangkan oleh Ishihara et al
(2002), yaitu gel selulosa bakteri dipanen
dan dibersihkan dengan air dingin untuk
membersihkan sisa medium, selanjutnya
direbus dalam air mendidih selama kurang
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lebih 15 menit agar lebih bersih. Setelah itu
dicuci dengan air mengalir,
dikeringanginkan dan kemudian dikeringkan
dengan oven pada suhu 60°C selama 24 jam
danselanjutnya ditimbang sebagai berat
kering selulosa.
Struktur permukaan
dengan SEM
Pengamatan struktur permukaan
bakteri pada

perlakuan digunakan Scanning Electron

selulosa bakteri

selulosa masing-masing
Microscope (SEM). Sampel film selulosa
bakteri dikeringkan sampai kandungan air
nol. Selanjutnya diiris kecil sekitar 0,5 cm’
dan ditempatkan dalam specimen holder
dan dilapisi dengan logam emas setebal 200
A, kemudian diamati dengan instrumen
SEM JEOL tipe JSM-6360LA. Gambar diambil
dengan kekuatan tegangan 30 kv dan
perbesaran 10.000 kali.

Pengukuran kristalinitas
difraktometri (XRD).
Sampel film tipis selulosa bakteri
dipreparasi berdasarkan metode vyang
dikembangkan oleh Kai dan Keshk (1999).
Difraktogram dari sampel direkam pada

dengan X-ray

temperatur ruang dengan SHIMADZU seri
XRD-7000 Maxima-X menggunakan radiasi
Ni-filtered CuKa (A = 1,54 /3). Tegangan dan
arus yang dipakai masing-masing 40 Kv dan

30 mA. Data difraksi diambil pada scan

0.60 -~
0.50 -
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 -
0.00 -~

{g/100ml)}

rangesudut 20 = 5 sampai 30 derajat, scan
mode kontinyu, scan speed 4 derajat per

menit  dan  sampling  pitch 0,02
derajat.Kristalinitas  dihitung dari data
intensitas difraksi menggunakan metode
Segal et al. (1959), dimana indeks

kristalinitas (Cr.l.) = (lgo2-lam)/lo02; loo2 adalah
intensitas maksimum dari difraksi kisi-kisi,
sedangkan l,,adalah intensitas pada sudut 26 = 18°

HASIL DAN PEMBAHASAN
Produksi selulosa bakteri pada isolat KRE-12

Produktivitas selulosa pada isolat
KRE-12 sangat dipengaruhioleh metode
fermentasi yang digunakan (gambar 1).
Produksi tertinggi dicapai pada metode
fermentasi statis dengan produksi selulosa
sebesar 0,4910.06 g/100 ml, kemudian
menurun  pada metode fermentasi
penggojokan dengan kecepatan 50 rpm
dengan  produksi  selulosa  sebesar
0,12+0.03 g/100 ml, naik pada kecepatan
penggojogan 100 rpm dengan produksi
selulosa sebesar 0,13+0.01 g/100 ml, dan
menurun lagi pada kecepatan 150 rpm
dengan  produksi  selulosa  sebesar
0,10+0.01 g/100 ml. Pada

penggojogan, isolat KRE-12 menunjukkan

perlakuan

penurunan produksi yang tajam. Hal ini
menjelaskan bahwa produksi selulosa pada
strain ini lebih optimum dilakukan pada
kondisi fermentasi statis.

' H =

berat kering selulosa

Statis (0
rpm)

50rpm

100 rpm 150 rpm

kecepatan penggojogan (rpm)

Gambar 1. Produksi selulosa bakteri pada isolat KRE-12 dengan metode fermentasi statis dan penggojokan
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Produksi selulosa bakteri tidak
hanya bergantung kepada jenis
mikroorganisme yang digunakan, tetapi
juga dipengaruhi oleh metode produksi
yang dipakai. Selama ini dikenal ada dua
metode produksi selulosa bakteri, yaitu
metode fermentasi statis dan metode
fementasi agitatif. Meskipun metode
agitatif meningkatkan difusi oksigen dalam
media fermentasi, proses ini dapat
menyebabkan munculnya mutan vyang
kehilangan kemampuan untuk
memproduksi selulosa, sehingga
menyebabkan penurunan produksi selulosa
secara keseluruhan (Yeoet al., 2004).
Morfologi selulosa bakteri

Produksi selulosa bakteri dengan
metode fermentasi statis dan penggojogan
menghasilkan selulosa bakteri
denganbentukmorfologi dankarakter yang
berbeda. Selulosa yang dihasilkan dengan
metode fermentasi statis dalam penelitian

ini berupa lembaran selulosa yang tebal,
penggojokan
menghasilkan selulosa bakteri yang berupa

sedangkan fermentasi
pecahan-pecahan selulosa dengan dominasi
berbentuk bulat. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian sebelumnya bahwa perlakuan
agitasi menghasilkan selulosa berbentuk
bulat (Czaja et al., 2004; Suwannapinunt et
al., 2007). Menurut Bieleckiet al. (2001),
padakulturstasioner/ statis akan terbentuk
lembaran selulosa berbentuk seperti tikar
dan bertekstur seperti gelatin di permukaan
media  biakan  cair, di  dalamnya
mengandung sel-sel bakteri yang
terperangkap dalam jaringan serat selulosa.
Pada kondisi kultur agitasi, pelikel lembaran
tidak terbentuk dan selulosa berbentuk
butiran yang tidak teratur dan juga dapat

berbentuk untaian serat.

Gambar 2. Morfologi selulosa bakteri yang dihasilkan oleh strain KE 12 (A) Lembaran selulosa dari filamen
statis (B) butiran selulosa berbentuk bulat dari fermentasi penggojogan

Hasil pengamatan struktur
permukaan selulosa bakteri dengan SEM
memperlihatkan bahwa selulosa
membentuk anyaman pita mikrofibril. Pada
metode fermentasi statis terlihat anyaman
mikrofibril yang padat. Perubahan metode
fermentasi dari statis menjadi penggojogan

menyebabkan struktur permukaan
mengalami perubahan, diantara nya adalah
terjadinya perenggangan anyaman
mikrofibril selulosa dan terbentuknya celah
lubang yang lebih besar diantara anyaman
mikrofibril selulosa, seperti terlihat pada

Gambar3.
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Gambar3. Struktur permukaan selulosa bakteri h
fermentasi penggojokan

2t

asil fermentasi pada isolat KRE-12 (a) fermentasi statis; (b)

Merenggangnya mikrofibril terbentuknya anyaman mikrofibril menjadi
selulosa pada perlakuan metode fermentasi anyaman vyang teratur. Penggojokan
penggojogan  dapat difahami  karena menyebabkan pita selulosa merenggang
penggojogan yang diberikan selama proses dan terbentuknya lubang — lubang yang
fermentasi sangat mengganggu lebih besar
Indeks kristalinitas selulosa bakteri
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Gambar4.Perbandingan pola difraksi sinar X pada produk selulosa bakteri isolat KRE-12pada metode
fermentasistatis dan penggojokan.

Indeks kristalinitas selulosa bakteri
yang diproduksi dengan metode fermentasi
berbeda dipresentasikan pada gambar 4.
Pola difraksi sinar-X dari selulosa bakteri
fermentasi statis

dengan metode

memperlihatkan tiga puncak terkuat pada

dan23,36° dengan indeks kristalinitas
sebesar 73%. Pada perlakuan metode
fermentasi penggojokan 150 rpm tiga

puncak terkuat diperlihatkan pada sudut
20: 22,98°% 22,90% dan 22,94° dengan
indeks kristalinitas 72%.

sudut 20:22, 56°14,32°; dan 16,62° dengan Metode fermentasi statis
indeks kristalinitas yaitu 91% . Sedangkan menghasilkan indeks kristalinitas selulosa
perlakuan metode fermentasi penggojokan lebih tinggi dibandingkan dengan
100 rpm memperlihatkan tiga puncak fermentasi penggojogan. Hal ini sesuai
terkuat pada sudut 20:22,72°% 23,12° dengan penelitian yang dilakukan oleh
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Watanabe et al. (1998) dan Moon et al. (2006)
bahwa selulosa bakteri yang diproduksi
dengan metode fermentasi statis
menghasilkan indeks kristalinitas lebih tinggi
bila dibandingkan dengan agitasi. Proses
agitasi atau penggojokan selama fermentasi
menyebabkan ikatan  hidrogen  antara
mikrofibril berkurang dan berakibat terhadap
panjang mikrofibril yang terbentuk.
Berkurangnya ikatan  hidrogen antara
mikrofibril ini akan berakibat terhadap
rendahnya indeks kristalinitas (Moon et al.,
2006). Semakin tinggi indeks kristalinitas
maka semakin tinggi kekuatan tarik serat (Liu

et al., 2006; Jonjankiat et al., 2011).

KESIMPULAN

Produktivitas  dan karakteristik
selulosa yang dihasilkan oleh isolat bakteri
asam asetat KRE-12 dipengaruhi oleh metode
fermentasi yang  digunakan. Metode
penggojogan menyebabkan
penurunan jumlah produksi dan indeks

fermentasi

kristalinitas selulosa yang dihasilkan. Metode
fermentasi statis menghasilkan selulosa
bakteri yang berbentuk lembaran, sedangkan
fermentasi penggojokan menghasilkan
selulosa yang terpecah-pecah dengan bentuk
dominan bulat. Fermentasi penggojogan
menyebabkan anyaman mikrofibril selulosa
menjadi lebih longgar dan membentuk celah
lubang yang lebih besar diantara anyaman

mikrofibril selulosa.
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