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(Al-Bagarah: 216)”

The important thing in science is not so much to obtain new fact as to discover
new ways of thinking about them.
(Sir William Bragg) ™

A person who never made a mistake never try anxylings new.
(Albert Einstein dalam Salajkova, 2013)™™"

* Departemen Agama Proyek Pengadaan Al-Quran.1975. Al-Quran dan Terjemahannya. Jakarta: PT. Bumi
Restu.

** Welsch, N. 2012. Interaction of Protein with Soft Polymerics Surface: Driving Forces and Kinetics.
Dissertation. Berlin: Humboldt-Universitat.
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RINGKASAN

Modifikasi Selulosa Bakteri Menggunakan Metode Hidrolisis Asam untuk
Adsorpsi BSA; Ardi Budianto, 131810301038; 2017: 59 halaman; Jurusan Kimia

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Selulosa bakteri (BC) dapat dimodifikasi melalui proses kimia dan fisik
untuk meningkatkan nilai kegunaannya dalam aplikasi yang lebih luas. Metode
hidrolisis asam sulfat dipilih dalam penelitian ini, dikarenakan hasil dari proses
tersebut akan memiliki kestabilan dalam suspensi yang lebih tinggi, metodenya
lebih sederhana, dan lebih baik dalam menghilangkan bagian amorf. Muatan
negatif pada selulosa bakteri termodifikasi akan membuat suspensi bersifat lebih
stabil dan merupakan salah satu faktor terpenting dalam interaksi protein terkait
dengan sifat adsorpsi. Proses adsorpsi sangat bergantung pada kondisi larutan
seperti pH dan kekuatan ionik. Proses adsorpsi BSA dengan selulosa bakteri
melalui modifikasi fosforilasi diperoleh data optimum adsorpsi pada pH 3,8-4,8.
Modifikasi menggunakan asam sulfat pada selulosa bakteri perlu dilakukan
optimasi untuk pH dan kekuatan ionik. Hal ini dikarenakan kedua faktor tersebut
berpengaruh dalam proses adsorpsi BSA. Modifikasi selulosa bakteri
menggunakan asam sulfat diharapkan akan memberikan nilai adsorpsi terhadap
BSA lebih baik karena adanya penambahan gugus ester-sulfat yang bermuatan
negatif.

Modifikasi selulosa bakteri dilakukan dengan metode hidrolisis asam.
Proses hidrolisis asam dilakukan menggunakan larutan asam sulfat 50% selama
90 menit. Metode hidrolisis asam akan memutus bagian amorf pada ikatan
glikosidik rantai selulosa. Modifikasi selulosa bakteri secara fisik menggunakan
ultrasonikasi dengan output 3 dan duty cycle 30% pada tegangan 100 V selama 5
menit. Selulosa bakteri (BC) dan selulosa bakteri termodifikasi (BC-m)
dikarakterisasi menggunakan FTIR dan XRD untuk menentukan perbedaan gugus

fungsi dan derajat kristalinitas. BC-m ditentukan jumlah gugus muatan negatif

vii


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

menggunakan metode titrasi konduktometri. Kemampuan BC dan BC-m dalam
mengadsorp BSA diukur mengggunakan metode spektrofotometri untuk
mendapatkan nilai adsorpsi BSA dengan variasi pH 3, 4, 5, dan 6, serta
konsentrasi NaCl 0,02; 0,04; 0,06; dan 0,08 M.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, modifikasi selulosa bakteri
menggunakan asam sulfat menghasilkan perbedaan spektrum serapan pada IR dan
XRD. Analisis FTIR pada BC-m menunjukkan perbedaan dengan menghilangnya
puncak serapan pada bilangan gelombang 896,93 cm™ yaitu serapan CH, C-O-C
ikatan glikosidik dan munculnya puncak serapan baru pada bilangan gelombang
796,63 cm™ yang merupakan serapan dari gugus tiosulfat. Hasil analisis XRD
juga menunjukkan perbedaan derajat kristalinitas pada kedua sampel, masing-
masing adalah 77,71% (BC) dan 84,04% (BC-m). Jumlah gugus muatan tiosulfat
yang dihasilkan untuk BC-m adalah 15,66 mmol.Kg™. Adsorpsi pada BC dan BC-
m untuk variasi pH sama-sama menunjukkan nilai optimum pada pH 3. Akan
tetapi nilai adsorpsi BC-m lebih tinggi yaitu 150,35 mg/g jika dibandingkan
dengan BC yaitu 99,160 mg/g. Variasi kekutaan ionik juga menunjukkan nilai
optimum yang sama pada konsentrasi NaCl 0,02M. Nilai adsorpsi untuk BC-m
sebesar 169,48 mg/g sedangkan untuk BC sebesar 145,82 mg/g. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada konsentrasi garam 0,02 M protein memiliki kelarutan
yang tinggi, serta BC-m memiliki gugus muatan negatif untuk interaksi secara
elektrostatik dengan BSA. Modifikasi selulosa bakteri menggunakan asam sulfat
mampu meningkatkan nilai adsorpsi pada variasi pH dan kekuatan ionik masing-
masing sebesar 27,44% dan 13,96%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Selulosa bakteri (BC) dapat dimodifkasi melalui beberapa proses kimia dan
fisik yang mampu meningkatkan nilai kegunaannya pada aplikasi yang lebih luas.
Salah satu bentuk modifikasi selulosa bakteri adalah Cellulose Nanocrystals.
Bacterial Cellulose Nanocrystals (BCNC) memiliki beberapa keunggulan, antara
lain derajat polimerisasi yang rendah serta derajat kristalinitas dan luas permukaan
yang tinggi (Yu et al., 2012). Selain itu, BCNC juga memiliki kekuatan mekanik
dan stabilitas termal yang tinggi (Ahola, 2008), serta sifat biodegradable dan
natural biocompatible (Fritz et al., 2015). Secara umum, beberapa metode yang
digunakan dalam modifikasi selulosa bakteri bertujuan untuk meningkatkan
derajat kristalinitas polimer melalui depolimerisasi bagian amorf pada selulosa
serta meningkatkan luas permukaan biomaterial.

Metode pembuatan cellulose nanocrystals dalam penelitian ini
menggunakan hidrolisis asam sulfat. Hidrolisis asam sering digunakan dalam
modifikasi selulosa dikarenakan memiliki kestabilan dalam suspensi yang lebih
tinggi, metodenya lebih sederhana, dan lebih baik dalam menghilangkan bagian
amorf (Reiniati et al., 2016). Penggunaan asam sulfat dalam proses hidrolisis
asam membutuhkan suhu, rasio asam/selulosa, dan waktu produksi
nanocrystalline cellulose yang lebih rendah jika dibandingkan dengan
penggunaan jenis asam yang lainnya (Li and Ragauskas, 2011). Fajardo et al.
(2015) melaporkan bahwa, hidrolisis menggunakan asam sulfat pada rasio
perbandingan berat dan volume untuk selulosa dan asam (1:10) selama satu jam
akan menghasilkan BCNC dengan panjang 149+40 nm dan lebar 9+2 nm. Derajat
kristalinitas yang dihasilkan dari proses hidrolisis asam sulfat 50% pada suhu
50°C adalah 94,2% (Pratama, 2016).

Menurut Ahola (2008) mengatakan bahwa, perlakuan hidrolisis asam dapat
meningkatkan stabilisasi elektrostatik partikel dalam suspensi karena adanya
gugus muatan pada permukaan. Jumlah gugus muatan negatif yang dihasilkan dari

hidrolisis asam sulfat lebih banyak dibandingkan dengan penggunaan jenis asam
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lainnya, seperti asam klorida dan asam fosfat. Hasil penelitian Lin dan Dufresne
(2014) menunjukkan bahwa, gugus muatan sulfat yang terdapat dalam selulosa
bakteri termodifikasi dapat digunakan sebagai adsorpsi protein dalam biomedis.
Muatan negatif pada permukaan selulosa bakteri termodifikasi merupakan salah
satu faktor yang sangat penting dalam interaksi protein. Hal tersebut berkaitan
dengan sifat adsorpsi, selain luas permukaan dan derajat kristalinitas yang dimiliki
oleh adsorben (Rahman et al., 2013).

Proses adsorpsi protein BSA oleh biomaterial sangat bergantung pada
kondisi larutan, seperti pH dan konsentrasi garam (Berg et al., 2005). Jumlah BSA
yang teradsorpsi akan semakin meningkat seiring dengan peningkatan nilai
kesetimbangan pH hingga tercapai nilai optimum (Anirudhin et al., 2012).
Adsorpsi protein BSA diperoleh data optimum pada pH 3,8-4,8 untuk biometarial
PBC (Phosporilated Bacterial Cellulose) karena adanya interaksi muatan positif
dari protein dengan muatan negatif dari PBC (Oshima et al., 2011). Oleh karena
itu, diperlukan optimasi pH pada adsorpsi BSA oleh selulosa bakteri termodifikasi
dengan gugus sulfat. Sedangkan untuk penambahan larutan ionik akan
mempengaruhi interaksi elektrostatik diantara penukar ion dan protein (Skoog et
al., 2004). Menurut Akgil et al. (2008) mengatakan bahwa, proses adsorpsi
protein BSA pada selulosa bakteri termodifikasi mencapai kondisi otpimum untuk
waktu 90 menit.

Berdasarkan pada uraian di atas, dalam penelitian ini akan dilakukan
optimasi adsorpsi BSA oleh selulosa bakteri dan selulosa bakteri termodifikasi
terhadap pH larutan sistem dan kekuatan ionik. Variasi pH larutan sistem
dilakukan pada rentang 3, 4, 5, 6 serta kekuatan ionik NaCl pada pH optimum
dengan konsentrasi 0,02; 0,04; 0,06; dan 0,08 M. Analisis pada proses adsorpsi
protein BSA mencakup pengaruh pada perbedaan sifat permukaan dari kedua
biomaterial meliputi perbedaan gugus muatan, kristalinitas, dan gugus fungsi
melalui karakterisasi menggunakan titrasi konduktometri, X-ray Diffraction
(XRD), dan Fourier Transform Infrared (FTIR).
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1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Bagaimana pengaruh modifikasi hidrolisis asam terhadap perbedaan
karakterisasi gugus fungsi dan derajat kristalinitas pada BC dan BC-m?
2. Bagaimana pengaruh variasi pH sistem larutan dan kekuatan ionik terhadap
nilai adsorpsi BSA pada BC dibandingkan dengan BC-m?

1.3 Batasan Masalah
Adapun batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Selulosa bakteri (nata de coco) dibeli dari SMKN 5 Jember pada usia panen 10
hari.
2. Proses hidrolisis dilakukan menggunakan H,SO, 50% selama 90 menit pada
50°C.
Variasi pH proses adsorpsi 3-6.
Variasi kekuatan ionik NaCl, yaitu 0,02-0,08 M.
Massa adsorben 0,1 g.

Protein model yang digunakan adalah BSA 67 kD pada konsentrasi 400 ppm.

N o g~ w

Proses adsorpsi dilakukan selama 90 menit pada suhu 28°C dengan kecepatan
shaker 100 rpm.
8. Ukuran serbuk BC dan BC-m adalah 60 mesh.

1.4 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dalam penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh modifikasi hidrolisis asam terhadap perbedaan
karakteristik gugus fungsi dan derajat kristalinitas pada BC dan BC-m.
2. Mengetahui pengaruh variasi pH sistem larutan dan kekuatan ionik terhadap

nilai adsorpsi BSA pada BC dibandingkan dengan BC-m.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

1.5 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat dalam penelitian ini adalah:

1. Memberikan informasi mengenai sintesis BC termodifikasi yang dapat
menghasilkan muatan negatif, sehingga memberikan daya adsorpsi terhadap
protein yang lebih baik.

2. BC termodifikasi yang disintesis dengan sifat permukaan yang baik dapat

digunakan sebagai drug delivery dalam aplikasi biomedis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Selulosa

Selulosa merupakan suatu jenis polimer hidrofilik yang tersusun dari
monomer glukosa. Selulosa merupakan material penyusun utama pada dinding sel
tumbuhan (Suka, 2010). Berdasarkan pada gambar 2.1, diketahui bahwa
keberadaan selulosa akan selalu ditemukan juga bagian polisakarida lainnya, yaitu
hemiselulosa dan lignin. Akan tetapi kedua jenis polisakarida tersebut hanya
diketemukan dalam bagian menyilang serat mikro pada tanaman saja. Selulosa
yang terdapat pada dinding sel merupakan hasil sintesis dari kompleks enzim
terminal (TCs).

Selulosa hasil sintesis kemudian disimpan di bagian dalam dinding sel yang
tersusun secara rapi dan kuat (Tokoh et al., 1998). Selulosa memiliki dua struktur
unit sel yang berbeda, yaitu selulosa I, dan lg. Masing-masing bentuk tersebut
memiliki satu rantai triklinik dan dua monoklinik pada unit sel. Serat mikro
selulosa tersusun atas kelompok polisakarida secara paralel. Serat tersebut
kemudian akan saling berikatan untuk membentuk serat makro. Molekul selulosa
tersusun atas 14.000 unit dari rantai serat mikro D-glukosa dengan bentuk ikatan
yang melilit dalam ikatan hidrogen (Mohammad et al., 2014).

Hemicellulose

Microfibril

Hemicellulose

Cellulose

Lignin

Gambar 2.1 Struktur Dinding Sel Tanaman dan Bagian Menyilang Serat Mikro (Lee et
al., 2014).
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Polimer selulosa merupakan homo-polisakarida linear yang tersusun atas
molekul D-anhydroglucopyranose unit (AGU) terikat secara bersama melalui
ikatan B-1,4-glikosidik. Setiap AGU akan berputar pada sudut 180° terhadap
molekul tetangganya, serta dua AGU yang lain akan saling berikatan membentuk
selobios (Gambar 2.2). Seliobios merupakan suatu unit terkecil atau monomer dari
polimer selulosa. Derajat polimer dari selulosa dapat ditentukan berdasarkan pada
banyaknya unit ulangan molekul AGU yang merupakan unit penyusun polimer

(Borjesson dan Westman, 2015).

HO H
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Gambar 2.2 Struktur Molekul Polimer Selulosa dari Unit Terkecil Selobiosa(Bérjesson
dan Westman, 2015).

Selulosa merupakan material biopolimer di alam yang paling banyak dan
memiliki nilai ekonomis yang sangat besar. Selulosa merupakan salah satu
material yang terdapat di dalam biomass yang memiliki potensi besar dalam
menghasilkan energi, yaitu etanol. Selulosa dapat dijumpai pada kapas dan kayu
sebagai material penyusunnya dengan persentasi masing-maisng adalah 94% dan
50% (Keshk dan Sherif, 2014). Selain dapat dijumpai pada kayu dan tanaman,
selulosa juga dapat ditemukan dalam berbagai jenis bakteri, algae, dan hewan laut
yang terdiri dari protein dan karbohidrat (Borjesson dan Westman, 2015).
Selulosa dibagi atas tiga jenis berdasarkan pada derajat polimerisasi dan tingkat
kelarutannya di dalam NaOH, diantaranya o-selulosa, f-selulosa, dan y-selulosa.
a-selulosa sering digunakan sebagai parameter dalam menentukan tingkat
kemurnian selulosa, di mana semakin tinggi kadar a-selulosa (0>92%) maka

tingkat kemurniannya terhadap selulosa semakin tinggi (Sumada et al., 2011).
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2.2 Selulosa bakteri

Selulosa bakteri merupakan salah satu jenis selulosa yang spesial karena
diproduksi dengan bantuan mikroorganisme, yaitu bakteri Acetobacter xylinum
(Trovatti dan Eliane, 2013). Produksi selulosa bakteri secara tidak konvensional
dari air kelapa berasal dari Filipina, pertama kali dikembangkan pada tahun 1949.
Produksi selulosa bakteri kemudian terus berkembang dan popular di beberapa
negara, seperti Jepang, Korea dan Amerika (Jagannath et al., 2008). Selulosa yang
dihasilkan oleh Acetobacter xylinum memiliki komposisi serat yang lebih baik
jika dibdaningkan dengan selulosa yang terdapat pada tanaman. Setiap serat pada
selulosa bakteri memiliki diameter lebih dari 50 nm (Mohammad et al., 2014).
Selulosa bakteri merupakan eksopolisakarida yang memiliki tingkat kemurnian
yang lebih tinggi. Hal ini dikarenakan pada selulosa bakteri tidak lagi ditemukan
senyawa lignin, pektin, dan hemiselulosa yang biasanya dijumpai di dalam
selulosa tanaman (Sukara dan Meliawati, 2014).

Selulosa bakteri memiliki beberapa keunggulan jika dibandingkan dengan
selulosa yang dihasilkan oleh tanaman, diantaranya derajat kristalinitas polimer
dan derajat polimerisasi yang tinggi, serta tingkat kekuatan mekanik dan daya
tampung air yang lebih tinggi (Tsuchida dan Yoshinaga, 1997). Menurut Almeida
et al. (2013) mengatakan bahwa, selulosa bakteri juga memiliki gaya regangan
dan elastisitas yang tinggi serta bersifat biodegradable. Selulosa bakteri memiliki
indeks kristalinitas sekitar 75-80%, sehingga dapat dibedakan dengan selulosa
dari tanaman (Li dan Ragauskas, 2011). Selulosa bakteri dan selulosa pada
tanaman memiliki perbedaan yang unik, yaitu adanya pita-pita kecil (ribbons)
yang dapat dijumpai pada selulosa bakteri (Gambar 2.3). Ribbons memiliki
peranan yang cukup penting dalam memperkuat struktur selulosa bakteri. Derajat
polimerisasi pada selulosa bakaterial (16.000-20.000) lebih tinggi dibdaningkan
dengan selulosa tanaman (13.000-14.000).
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Gambar 2.3 Bioselulosa (kiri) dan Selulosa Tanaman (kanan) (Mohammad et al., 2014).

Produksi selulosa bakteri lebih menguntungkan, karena tidak menimbulkan
polusi dan biaya yang dikeluarkan lebih murah. Hal ini didasarkan pada
kemurnian selulosa yang dihasilkan serta bebas dari lignin yang dapat membentuk
lignoselulosa sehingga dibutuhkan biaya lebih tinggi untuk proses pemisahan.
Pemisahan selulosa dari lignin membutuhkan teknologi yang lebih canggih dan
membutuhkan energi (Sukara dan Meliawati, 2014). Media kultur bagi produksi
selulosa bakteri membutuhkan senyawa karbohidrat, protein, garam-garam
anorganik, dan vitamin untuk menghasilkan kualitas yang baik. Keberadaan
mineral tersebut sangat mempengaruhi proses pertumbuhan dan produksi selulosa
bakteri yang merupakan sumber makanan kedua bagi bakteri setelah sukrosa
(Almeida et al., 2013).

Selulosa bakteri dapat digunakan dalam industri makanan, kertas, tekstil,
obat-obatan, komposit membran (Oshima et al., 2011), perawatan pada penderita
penyakit ginjal, dan implant sebagai benang jahit dalam proses pembedahan
(Rahayu dan Rohaeti, 2014). Selain itu, selulosa bakteri juga merupakan suatu
material yang baik untuk digunakan sebagai matriks suatu komposit. Hal ini
dikarenakan pada selulosa bakteri dijumpai benang-benang halus (serat-serat
fibril) yang dapat berperan dalam meningkatkan aktivitas permukaan material

komposit yang tinggi (Windarti dan Astuti, 2006).
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2.3 Bacterial Cellulose Nanocrystalline (BCNC)

Bacterial nanocellulose merupakan hasil sintesis dari bakteri khusus dan
tumbuh sebagai serat mikro (microfibrils) dalam suatu medium kultur. BCNC
memiliki ukuran panjang 50-500 nm dengan lebar 3-5 nm dan mengandung fraksi
struktur Kristal If 68-94% (Moon et al., 2011). Microfibrils dari BNC dapat
dihidrolisis menjadi suatu bacteria nanocrystals melalui reaksi hidrolisis asam
dan dengan menggunakan alat sonikasi (Li et al., 2011). Menurut Li dan
Ragauskas (2011) mengatakan bahwa, produk nanocrystalline cellulose sangat
dipengaruhi oleh waktu untuk proses hidrolisis asam dan ultrasonikasi,

konsentrasi asam, dan temperatur.

Crystalline region A o

. " == 2 St
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HqyoIoIN
12914

4
Interfibrillar molecules Non-crystalline region

Gambar 2.4 Bagian Serat Selulosa yang Tersusun dari Daerah Kristalin dan Non
Kristalin (Borjesson dan Westman, 2015).

Biosintesis serat pada selulosa terjadi akibat gaya van der waals dan
intermolekuler ikatan hidrogen. Serat dalam selulosa terdiri atas dua bagian, yaitu
daerah kristalin dan daerah amorf (Gambar 2.4) (Moon et al., 2011). BCNC
memiliki derajat kristalinitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan bakterial
selulosa (BC). Hal ini dikarenakan bagian amorf seperti pada gambar 2.4 akan
semakin sedikit jumlahnya setelah mengalami depolimerisasi melalui proses
hidrolisis asam. Proses hidrolisis asam akan memindahkan bagian non-kristalin
dari selulosa, sehingga yang tersisa setelah proses hidrolisis asam hanya bagian-
bagian kristalin sebagai Bacterial Cellulose Nanocrystalline (BCNC) (Yue et al.,
2012). Sifat dari nano kristal yang dihasilkan bergantung pada sumber selulosa

yang digunakan dan proses degradasi. BCNC memiliki lebar sekitar 2-30 nm
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dengan panjang ratusan nanometer. Bagian non-kristalin pada selulosa merupakan
struktur yang rusak dalam microfibrils. Proses ultrasonikasi juga akan berperan
penting dalam meningkatkan derajata kristalinitas nano selulosa yang dihasilkan.
Oleh karena itu, kombinasi proses hidrolisis asam dengan ultrasonikasi
merupakan kombinasi yang baik dalam menghasilkan BCNC (Li et al., 2011).
BCNC memiliki beberapa keunggulan, sehingga dapat digunakan sebagai
material nanokomposit polimer diantaranya: memiliki kristalinitas yang tinggi,
modulus yang tinggi, dan kekuatan sebagai sifat superior. Beberapa sifat
keunggulan tersebut yang membuat BCNC memiliki stabilitas termal yang tinggi
pada nanokomposit polimer dan digunakan sebagai adsorben protein maupun
mineral logam berat (George et al., 2011). Selain itu menurut Calashnikova et al.
(2011) mengatakan bahwa, BCNC juga dapat digunakan sebagai stabilitas emulsi.
Hal tersebut ditunjukkan ketika BCNC diberi perlakuan mekanik seperti
sentrifugasi, filtrasi, shaking/stirrer, pemanasan, vortex dan rotor stator blender
pada 1500 rpm. Perlakuan tersebut tidak merubah kestabilan emulsinya dengan

menunjukkan kestabilannya tanpa berubah bentuk dalam ukuran semula.

2.4 Hidrolisis Asam

Hidrolisis asam merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
mendapatkan bagian kristalin dari serat mikro selulosa (Moon et al., 2011). Proses
hidrolisis asam dapat dilakukan dengan berbagai jenis asam, seperti asam pospat,
asam sulfat, asam klorida, dan asam asetat. Hidrolisis asam akan memutus ikatan
glikosidik pada polimer dan reaksi hidrolisis juga berlangsung pada ujung gugus
pereduksi (Gambar 2.5). Tahap pertama yang terjadi adalah pemutusan ikatan
glikosidik pada bagian non-kristal (amorf) pada serat selulosa. Berdasarkan pada
gambar tersebut, selulosa setelah mengalami proses hidrolisis akan memiliki
gugus tiosulfat (R-OSO3H). Gugus tiosulfat yang terbentuk dikarenakan, proses
hidrolisis menggunakan asam sulfat, sehingga untuk jenis penggunaan asam
berbeda akan menghasilkan gugus fungsi yang berbeda pula. Reaksi hidrolisis
juga terjadi pada permukaan nano kristal, sehingga akan membuat material nano

kristal menjadi bermuatan (Borjesson dan Westman, 2015).
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Gambar 2.5 Reaksi Esterifikasi Gugus Hidroksil pada Selulosa Selama Proses Hidrolisis
Asam Sulfat (Li dan Ragauskas, 2011).

Muatan yang terdapat pada nano Kristal akan sangat bergantung pada jenis
asam yang diguanakan untuk proses hidrolisis asam (Gambar 2.6). Larutan asam
sulfat dengan konsentrasi 64% yang digunakan dalam proses hidrolisis, akan
membuat nano kristal yang dihasilkan mengandung gugus sulfat 0,5-2%. Menurut
Yu et al. (2012), hidrolisis dengan asam sulfat akan menghasilkan gugus sulfat
bermuatan negatif yang terikat pada gugus hidroksil pada permukaan Kristal.
Hidrolisis asam klorida akan menghasilkan gugus hidroksil. Berdasarkan pada
gambar 2.6, jenis gugus fungsi yang dihasilkan pada proses hidrolisis asam adalah
bermuatan negatif. Jumlah dari keberadaan gugus muatan tersebut akan sangat

bergantung pada jenis asam dan konsentrasi larutan asam.
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HO’&/ ﬁ/ Haéﬁ/
HO HO OH oHE RS o

@

Gambar 2.6 Modifikasi Permukaan BCNC dengan Gugus Fungsi yang Berbeda
Berdasarkan Penggunaan Jenis Asam (Borjesson dan Westman, 2015).

Proses hidrolisis asam akan memutus ikatan glikosidik (B-1,4) pada
selulosa. Depolimerisasi selulosa akan sangat bergantung pada penggunaan jenis
asam, waktu hidrolisis, konsentrasi, dan temperatur. Bagian amorf dari selulosa
akan dipecah, sehingga melepaskan bagian kristalin yang kemudian akan bereaksi
dengan asam melalui gugus hidroksil (esterifikasi). Gambar 2.7 mengilustrasikan
proses tentang depolimerisasi bagian amorf dari rantai polimer selulosa setelah

pelakuan hidrolisis asam, sehingga yang dihasilkan pada proses tersebut adalah
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bagian kristalin. Oleh karena itu, BCNC akan memiliki derajat polimerasi yang
rendah dan derajat kristalinitas yang tinggi.

Cellulose chain Amorphous region

Crystalline region
Depolymerisation J{ Acid hydrolysis

=l == =———=1
=———

Individual cellulose nanocrystals

Gambar 2.7 Depolimerisasi Selulosa Menjadi Nanoselulosa (Lee et al., 2014).

2.5 Biosintesis Selulosa

Sintesis selulosa yang dilakukan dengan menggunakan bantuan bakteri
disebut sebagai biosintesis selulosa. Glukosa merupakan sumber karbon yang
digunakan bakteri A. xylinum dalam memproduksi selulosa. Selulosa juga dapat
disintesis dari molekul yang lainnya, seperti fruktosa, galaktosa, xilosa,
oligosakarida, dan gliserol (Keshk, 2014). Selulosa dihasilkan melalui empat
tahapan enzimatik (Gambar 2.8). Pertama, glukosa akan ditransfer melewati
membran dari sel bakteri. Tahapan kedua vyaitu proses fosforilasi dengan
menggunakan enzim glucose kinase untuk menghasilkan glukosa 6-fosfat. Produk
tersebut kemudian terisomerisasi menjadi glukosa 1-fosfat menggunakan enzim
phospoglucomutase. Glukosa 1-fosfat kemudian dirubah menjadi wridine 5'-
diphosphate glucose (UDPG) menggunakan enzim UDPG pyrophosphorylase.
Tahapan terakhir, UDPG dipolimerisasi menggunakan enzim cellulose syhnthase

untuk menjadi selulosa (Wong et al., 1990).

A. xylinum
sukrase

Sukrosa (air kelapa) » glukosa + fruktosa
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Gambar 2.8 Sintesis Selulosa bakteri, a. Fosforilasi Glukosa, b. Reaksi Isomerisasi dari
Glukosa-6-Fosfat, c. Reaksi Pemindahan Fosfat Baru, d. Reaksi

Pembentukan Selulosa (Rahayu dan Rohaeti, 2014).
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2.6 Nata de Coco

Nata de coco merupakan hasil fermentasi air kelapa menggunakan bantuan
Acetobacter xylinum. Nata de coco sering dimanfaatkan dalam bidang kimia,
seperti penggunaannya sebagai membran, bahan diafragma transducer, adsorben
logam, dan sensor glukosa (Mulyono et al., 2007). Nata de coco juga merupakan
salah satu jenis produk pangan di Indonesia. Nata de coco dapat dijadikan sebagai
sumber makanan diet dan bahan aditif (Melliawati, 2008). Adapun faktor yang
mempengaruhi pembentukan nata de coco adalah:
1. Sumber Karbon

Fermentasi pada bioselulosa (nata de coco) membutuhkan sumber karbon
sebagai makanan sekaligus pertumbuhan pada bakteri. Sumber karbon tersebut
dapat berupa senyawa monosakarida dan disakarida. Penggunaan sumber karbon
berupa sukrosa yang terlalu berlebihan tidak akan mempengaruhi tekstur maupun
berat basah dari nata (Jagannath et al.,, 2008). Hal tersebut justru akan
meningkatkan limbah residu sukrosa. Akan tetapi penambahan sukrosa dalam
jumlah yang sedikit, mempengaruhi jumlah produk nata yang dihasilkan (semakin
rendah). Hal ini dikarenakan pertumbuhan bakteri yang menghasilkan nata
terganggu akibat dari nutrisi yang semakin berkurang (Mohammad et al., 2014).

2. Sumber Nitrogen

Sumber nitrogen yang dapat digunakan selama proses fermentasi dapat
berasal dari senyawa organik maupun anorganik. Sumber nitrogen yang dapat
digunakan berasal dari ekstrak ragi, kasein, ammonium sulphate dan ammonium
phosphate, serta urea. Akan tetapi, jenis sumber nitrogen yang sering digunakan
untuk proses fermentasi yang mampu menghasilkan produk selulosa bakteri
dengan kualitas yang baik berasal dari ammonium sulphate dan ammonium
phosphate (Mohammad et al., 2014).
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3. Tempat Fermentasi

Media inokulasi untuk selulosa bakteri harus steril. Hal ini dikarenakan
Acetobacter xylinum sangat sensitif terhdapa perubahan sifat-sifat kimia dan fisika
pada sistem dan lingkungannya. Selian itu, pengggunaan wadah inokulasi dengan
luas permuakaan yang lebar juga akan menguntungkan. Hal ini dikarenakan
Acetobacter xylinum merupakan jenis bakteri aerob, sehingga proses sirkulasi
oksigen yang ada dapat berlangsung dengan baik (Widyaningsih dan Purwati,
2013). Proses sterilisasi alat yang digunakan dalam penumbuhan Acetobacter
xylinum dapat dilakukan menggunakan oven pada suhu 160°C-170°C selama 1
jam. Proses tersebut dilakukan untuk menghilangkan kontaminan dari
mikroorganisme yang tidak diinginkan (Budiarti, 2008).

4. pH

Tingkat keasaaman atau pH merupakan salah satu faktor yang menentukan
dalam keberhasilan proses fermentasi. Pengaturan pH dilakukan bertujuan untuk
menghambat pertumbuhan ragi yang sering menghambat pertumbuhan selulosa
bakteri. Acetobacter xylinum akan tumbuh dan berkembang dengan baik pada pH
asam (4-5) (Rahayu dan Rohaeti, 2014).

5. Suhu

Pertumbuhan dari Acetobacter xylinum sangat dipengaruhi oleh temperatur
sistem. Bakteri ini dapat tumbuh dengan baik pada temperatur 28°C - 31°C (suhu
kamar). Pertumbuhan bakteri di bawah suhu 28°C akan terhambat. Suhu media
inokulum dari bakteri melebihi 31°C, maka akan menyebabkan kerusakan bahkan

sampai pada kematian (Mohammad et al., 2014).

6. Waktu Fermentasi

Lama waktu pada proses fermentasi selulosa bakteri (nata de coco) akan
mempengaruhi ketebalan produk yang dihasilkan. Selulosa bakteri yang
dihasilkan akan semakin tebal seiring dengan lamanya waktu fermentasi yang

dibutuhkan. Proses fermentasi selulosa bakteri pada umumnya dilakukan selama
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7-14 hari. Waktu fermentasi yang digunakan semakin lama maka akan membuat
jumlah glukosa yang dipintal oleh Acetobacter xylinum juga akan semakin banyak
(Widyaningsih et al., 2014).

2.7 Protein

Protein merupakan suatu biomakromolekul yang mengandung beberapa
gugus fungsi dengan perbedaan pada ukuran, bentuk, muatan, dan kemampuan
dalam membentuk ikatan hidrogen. Perbedaan gugus fungsi timbul karena
terdapat dua jenis asam amino yang dapat membentuk ikatan bersama dalam suatu
rantai polipeptida (Latour, 2005). Protein terdiri dari unit ulangan asam amino
yang berbeda, oleh karena itu protein bukan merupakan suatu polimer. Beberapa
asam amino penyusun protein membawa rantai samping karboksil dan gugus
amina. Kedua jenis gugus tersebut bebas dan tidak mengalami perubahan dalam
pelarut ketika protein berada di dalam larutan. Gugus tersebut akan terdisosiasi
dalam larutan dengan pH yang sesuai, dengan menghasilkan spesi ion —-COO" dan
—NHs" yang menempel pada protein. Gugus karboksilat akan terionisasi pada pH
di atas 4, sedangkan gugus amonium pada pH di bawah 12 (Hamid et al., 2010).

Stabilitas konformasi dari protein dapat dijelaskan melalui perubahan energi
bebas untuk reaksi denaturasi protein. Masing-masing protein memiliki nilai titik
isoelektrik yang berbeda dan merupakan keadaan yang paling stabil (Pasche,
2004). Protein juga memiliki empat tingkatan struktur yang berbeda, di antara
struktur primer, sekunder, tersier, dan kuarterner. Struktur protein secara umum
memiliki residu gugus hidrofobik pada permukaan dan residu gugus hidrofilik
yang terpendam didalam inti protein (Latour, 2005). Struktur primer dari protein
akan menentukan sifat protein yang mempengaruhi aktivitas permukaan. Hal
tersebut berkaitan dengan interaksi permukaan pada protein yang dipengaruhi oleh
susunan urutan asam amino (Dee, 2002). Interaksi suatu protein dengan
permukaan adsorben juga akan sangat dipengaruhi oleh sifat dari protein itu
sendiri yang meliputi: ukuran, muatan, stabilitas struktur, dan laju unfolding dari

protein (Tabel 2.1). Keempat jenis sifat protein yang menentukan banyaknya
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protein yang mampu teradsorp oleh adsorben, sehingga akan dapat ditentukan
nilai kapasitas adsorpsi dari BCNC.

Tabel 2.1 Sifat Protein yang Mempengaruhi Interaksi dengan Permukaan

Sifat Pengaruh
Ukuran Molekul dengan ukuran yang besar akan memiliki banyak sisi yang
dapat digunakan untuk terjadinya kontak dengan permukaan.
Muatan Molekul yang mendekati titik isoelektrik secara umum mengadsorb
lebih mudah.

Stabilitas Protein yang kurang stabil, seperti gaya intramolekuler yang
Struktur rendah, kemungkinan terjadi unfolding jauh lebih tinggi dan kontak
dengan permukaan.

Laju Molekul yang mengalami proses unfolding lebih cepat dapat kontak
Unfolding  dengan permukaan lebih cepat.

(Dee, 2002).

2.7.1 Albumin

Albumin merupakan protein dengan kelimpahan paling banyak didalam
plasma. Albumin mengandung beberapa residu asam amino, di mana keberadaan
triptofan dan metionin sangat sedikit sedangkan sistein dengan kadar yang tinggi.
Selain itu, jumlah muatan asam dan basa dari asam amino juga lebih banyak
(Quiming et al.,, 2005). Albumin didalam plasma dalam keadaan normal
jumlahnya lebih dari 50% dengan konsentrasi yang mendekati 0,6 mmol/L
(Quinlan et al., 2005). Serum albumin memiliki stabilitas yang baik dan
keberadaannya pada kemurnian yang tinggi dan murah. Selain itu, tidak
ditemukannya gugus prostetik atau karbohidrat membuat penggunaannya semakin
luas. Albumin sering digunakan dalam berbagai bidang, salah satunya dalam
penelitian sebagai model protein, reagen diagnostik, kimia pangan, dan larutan
standar dalam analisis kimia (Atmeh et al., 2007).

Albumin memiliki sifat yang unik, yaitu kemampuannya dalam mengikat
secara reversibel dari berbagai ligan. Albumin memiliki afinitas yang baik pada
asam lemak, hematin, bilirubin, dan afinitas yang luas untuk muatan negatif yang
kecil pada senyawa aromatik (Quiming et al., 2005). Monomer albumin terdiri

dari 3 domain homolog mencakup urutan yang lengkap dengan struktur bentuk


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

18

hati. Struktur tersebut ditopang oleh interaksi hidrofobik, ikatan hidrogen, dan
jembatan disulfida (Escudeiro et al., 2014). Masing-masing domain memiliki
peranan yang spesifik terhadap karakteristik struktur fungsionalnya, di mana

setiap domain tersusun atas 2 subdomain (Atmeh et al., 2007).

2.7.2 Adsorpsi Protein

Perilaku adsorpsi pada protein dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya protein, substrat, pelarut, elektrolit dengan berat molekul yang kecil,
dan surfaktan. Akan tetapi, tiga komponen yang sangat berpengaruh terhadap
proses adsorpsi adalah protein, substrat, dan pelarut (Felsovalyi, 2012).
Mekanisme adsorpsi bergantung pada derajat interaksi adsorbat-adsorbat dan
interaksi adsorbat-pelarut. Proses adsorpsi meliputi adsorpsi kimia dan fisika,
seperti pertukaran ion dan kompleksasi kimia (Soupajérvi, 2015). Konformasi
yang sedikit stabil pada protein akan meningkatkan daya adsorpsinya terhadap
permukaan material. Hal ini dikarenakan terjadinya peningkatan nilai entropi
(Berg et al., 2005).

R R R
H3C/"*./< H+ HSC/,"’/( H+ H3C/,7<
COO

* + ~COO H
HNT COOH H HoN HoN

Gambar 2.9 Keadaan lonisasi Protein sebagai Fungsi pH (Berg et al., 2005).

Berdasarkan pada gambar 2.9, terdapat dua gugus utama pada setiap protein,
yaitu gugus karboksilat dan amina. Kedua gugus tersebut sangat dipengaruhi oleh
keadaan pH, di mana masing-masing gugus tersebut bisa mengalami protonasi
maupun deprotonasi. Keadaan protein yang semacam itu akan sangat
mempengaruhi proses adsorpsi, di mana gugus muatan total pada protein harus
berlawanan dengan adsorben supaya interaksi yang terjadi akan lebih sering
melalui interaksi elektrostatik. Interaksi diantara protein dengan selulosa bakteri
termodifikasi meliputi interaksi elektrostatik, interaksi hidrogen, dan juga

interaksi kimia yang lainnya (Epaillard et al., 2012). Selain itu, interaksi protein
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dengan adsorben juga akan dipengaruhi oleh kekuatan ionik larutan. Menurut
Skoog et al. (2004) mengatakan bahwa, semakin tinggi konsentrasi garam yang
ada pada sistem larutan, maka kelarutan protein akan semakin rendah.

logs = C— Ku (2.2)
S merupakan kelarutan protein, C merupakan konstanta fungsi dari pH, suhu, dan
protein, K merupakan kosntanta salting-out fungsi dari protein dan garam yang
digunakan, i merupakan kekuatan ionik.

Interaksi elektrostatik akan sangat dipengaruhi oleh keberadaan gugus
muatan diantara kedua material, yaitu adsorben (BC termodifikasi) dan adsorbat
(protein). Interaksi hidrogen terjadi pada atom nitrogen (N) pada protein dengan
atom hidrogen (H) pada selulosa. Sedangkan, bagian permukaan hidrofobik pada
protein akan teradsorpsi dengan bagian hidrofobik permukaan material. Protein
yang akan teradsorpsi pada permukaan akan melepaskan molekul air untuk
meningkatkan entropi sistem. Bagian luas permukaan sisi hidrofobik dan densitas
permukaannya akan sangat mempengaruhi daya adsorpsi terhadap protein (Ostuni
et al., 2003).

Adsorpsi protein pada permukaan polimer disebabkan karena adanya gaya
interaksi yang terjadi diantara kedua molekul. Interaksi tersebut timbul akibat
adanya muatan yang dimiliki oleh adsorben (polimer) dan adsorbat (protein).
Sedangkan untuk tahapan proses adsorpsi dibagi atas tiga bagian, antara lain:
transfer protein menuju permukaan, penempelan protein pada permukaan,
perubahan konformasi pada protein (Epaillard et al., 2012). Adapun jenis interaksi
yang mungkin terjadi diantara keduanya adalah sebagai berikut:

1. Interaksi Hidrofobik
2. lkatan lonik (elektrostatik)
3. lkatan Hidrogen
4. Interaksi Van der Waals
(Pasche, 2004).
Jumlah protein yang teradsorp pada permukaan biomaterial dapat

ditentukan dari penurunan konsentrasi BSA yang terdapat di dalam medium
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larutan. Hal tersebut tetap mempertimbangkan volume adsorpsi dan jumlah
adsorben dalam adsorpsi:
q =[(C;—C,).V]/m (2.2)

g merupakan jumlah BSA yang teradsorpsi pada permukaan adsorben (mgBSA/g
adsorben) , C; dan C, merupakan konsentrasi protein di dalam larutan mula-mula
dan fase akuous setelah perlakuan pada waktu adsorpsi selama 1,5 jam (ppm
BSA), m merupakan jumlah adsorben yang digunakan, dan VV merupakan volume
larutan BSA (L) (Akgul et al., 2008).

2.8 Spektrofotometer UV-vis

Spektroskopi merupakan cabang disiplin kimia analitik yang mempelajari
tentang interaksi suatu materi dan radiasi. Analisis pada metode spektroskopi
berdasarkan pada jumlah radiasi yang dihasilkan atau diserap oleh suatu molekul
(Skoog et al., 2004). Analisis tersebut lebih memperhatikan pada identifikasi dan
kuatifikasi suatu spesies analit dari sifat optisnya. Spektrum radiasi
elektromagnetik digunakan sebagai entitas perantara sebagai pengukuran analisis
kimia secara kualitatif dan kuantitatif. Pengukuran intensitas radiasi
elektromagnetik tersebut dapat terjadi pada satu jenis panjang gelombang atau
lebih (Siswoyo dan Asnawati, 2007).

Interaksi yang terjadi di dalam spektroskopi melibatkan transisi akibat
adanya perbedaan tingkatan energi pada suatu spesies kimia. Sampel kimia yang
akan di analisis selalu berada pada keadaan dasar (ground state). Keadaan tersebut
merupakan keadaan di mana sampel kimia memiliki energi terendah dan akan
mengalami transisi menuju keadaan tereksitasi (excited state) ketika diberikan
suatu stimulus. Stimulus tersebut dapat berupa panas, energi listrik, cahaya
ataupun reaksi kimia. Informasi mengenai sampel dapat diperolen melalui
pengukuran emisi radiasi elektromagnetik saat kembali menuju keadaan dasar
(Skoog et al., 2004).

Suatu berkas cahaya yang dilewatkan pada suatu medium homogen, maka
akan terjadi proses absorspi dan transmisi dari cahaya yang datang (Siswoyo dan

Asnawati, 2007). Kekuatan radian dari cahaya yang datang akan semakin
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menurun dari Po menuju P yang dikarenakan adanya interaksi diantara foton dan
partikel absorben. Transmitan (T) dari larutan merupakan jumlah fraksi kejadian

transmisi radiasi oleh larutan, sering dinyatakan sebagai persen transmitansi,
B

=2 (2.3)

PD
(Skoog et al., 2004).
Absorbansi larutan berhubungan dengan nilai transmitansi dalam persamaan
logaritma. Nilai absorbansi suatu larutan akan meningkat seiring dengan penuruan
nilai transmitansi.

A=—logT = —lﬂg% (2.4)

Nilai absobansi sangat dipengaruhi oleh tiga faktor utama, yaitu konsentrasi
larutan (C), panjang unit sel sebagai medium absorbsi (b), dan absortivitas molar

(e).
A=z=b.C (2.5)

(Skoog et al., 2004).

2.9 Metode Karakterisasi BCNC
2.9.1 Titrasi Konduktometri

Titrasi konduktometri merupakan salah satu metode yang sering digunakan
dalam mendeteksi keberadaan gugus muatan pada cellulose nanocrystalline
(CNC). Sampel yang akan dianalisis harus dibuat dalam bentuk suspensi.
Suspensi CNC mengandung massa serbuk nano kristal dan pelarut yang
mengdanung kekuatan ionik. Keberadaan gugus bermuatan seperti tiosulfat dalam
kristal selulosa dapat diidentifkasi menggunakan larutan basa seperti NaOH untuk
melarutkan partikel asam. Gugus sulfat terprotonasi selama proses hidrolisis asam
yang terdapat pada permukaan bacterial cellulose nanocrystal dapat diketahui
jumlahnya dengan menggunakan metode titrasi konduktometri (Abitbol dan
Kloser, 2013).

Atom sulfur dalam CNC berada dalam bentuk anion tiosulfat (gugus
tiosulfat) pada permukaan nanokristal. Prinsip metode titrasi konduktometri

merupakan teknik pengukuran sederhana secara tidak langsung dalam mendeteksi
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gugus tiosulfat yang kuantitasnya sebanding dengan banyaknya ion hidronium
yang dikonsumsi. Jumlah gugus muatan yang terbentuk dapat dianalisis dari hasil
kurvasi titrasi yang disajikan pada gambar 2.10. Berdasarkan pada kurva tersebut,
sumbu x merupakan jumlah volume NaOH yang dibutuhkan untuk menetralkan
seluruh muatan yang ada pada permukaan nanokristal yang dinyatakan dalam
konduktivitasnya sebagai sumbu y. Adapun bentuk kurva titrasi konduktometri
dapat dilihat pada gambar 2.10.
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Gambar 2.10 Kurva Titrasi Konduktometri (Romdhane et al., 2015).

Titrasi konduktometri sangat bergantung pada preparasi dan purifikasi dari
suspensi (Romdhane et al., 2015). Metode titrasi konduktometri gugus tiosulfat
dengan NaOH memiliki beberapa keuntungan, diantaranya adalah sebagai berikut:

e Preparasi dan analisis sampel yang lebih cepat,

e Sederhana dan murah,

o Kemampuannya dalam membedakan gugus asam kuat dan asam lemah
(Beck et al., 2014).

2.9.2 X-Ray Diffraction (XRD)

XRD merupakan alat yang digunakan untuk menentukan derajat kristalinitas
dari sampel yang diamati. Hasil analisa yang dihasilkan dari XRD berupa puncak
difraktogram dengan intensitas tertentu. Menurut Rahayu dan Rohaeti (2014)

mengatakan bahwa, selulosa bakteri merupakan polimer kristalin yang akan
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menghasilkan puncak serapan pada range sudut 20 antara 200-400. Puncak
serapan yang dihasilkan merupakan puncak dari dua jenis selulosa yang berbeda,
yaitu o dan If (amorf dan kristalin). Perbedaan intensitas dari beberapa sampel
yang diamati akan menunjukkan perbedaan kristalinitas yang jelas. Semakin
tinggi nilai intensitas yang dihasilkan dari analisis XRD, maka sampel tersebut
memiliki derajat kristalinitas yang semakin baik. Berdasarkan pada perbedaan

tersebut, maka dapat diketahui perbedaan pada sifat mekaniknya.
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Gambar 2.11 Pola Difraksi X-ray dari MCC dan Nanoselulosa (Isolasi dari perlakuan
yang berbeda) (Zhou et al., 2012).

Berdasarkan gambar 2.11, diketahui bahwa analisis menggunakan XRD
dalam menentukan derajat kristalinitas sampel menghasilkan beberapa puncak
pada sudut 26, yaitu 14,8; 16,6; dan 22,9°. Intensitas puncak daerah krisral
ditunjukkan pada 22,9° dan puncak amorf pada 16,6°. Perbedaan pada isolasi
Micro-Crystalline Cellulose (MCC) akan menghasilkan derajat kristalinitas yang
berbeda pula (hidrolisis asam, oksidasi, dan ultrasonikasi). Nanoselulosa memiliki
derajat kristalinitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan MCC, sedangkan dari
perlakuan isolasi untuk nanoselulosa yang memiliki derajat kristalinitas tertinggi

adalah hidrolisis asam.
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2.9.3 Fourier Transform Infrared (FTIR)

FTIR merupakan alat yang sering digunakan untuk identifikasi gugus fungsi
dalam suatu molekul tertentu. Mekanisme kerja dari FTIR adalah terjadinya
vibrasi yang diakibatkan oleh penyerapan sejumlah radiasi infrared dari suatu
molekul yang mengenainya. Vibrasi tersebut menunjukkan keberadaan gugus
fungsi dalam suatu molekul kimia yang akan menghasilkan suatu pita serapan
pada bilang gelombang tertentu. Analisis menggunakan FTIR merupakan suatu
jenis analisis secara kualitatif dalam mengetahui gugus fungsi yang terdapat
dalam sampel yang diamati (Rahayu dan Rohaeti, 2014). Masing-masing panjang
bilang gelombang memiliki makna berbeda, karena menunjukkan jenis gugus
fungsi yang berbeda pula. Beberapa jenis gugus fungsi yang pada umumnya dapat
terdeteksi pada FTIR, diantaranya adalah eter (C-O), hidroksil (-OH), keton
(C=0), aldehid (-CHO), amina (-NH), dan hidrokarbon lainnya (Afrizal, 2008).

Menurut Rahayu dan Rohaeti (2014) mengatakan bahwa, vibrasi yang
dihasilkan saat dilakukan analisis dengan FTIR pada sampel selulosa bakteri akan
memberikan hasil pita serapan dari regang —OH alkohol, cincin aromatik dari
glukosa, C-O-C dari ikatan B-1,4-glikosidik, dan vibrasi cincin piranosa. Pita
serapan yang dihasilkan akan muncul pada bilangan gelombang 3422,48 cm™,
2898,33 cm™, 1068,18 cm™, 1429,35-1281,84 cm™ (Afrizal, 2008). Proses
hidrolisis asam akan menghasilkan bilangan gelombang baru untuk gugus pada
C6 menjadi gugus tiosulfat pada bilangan gelombang 950-1150 cm™. Gugus yang
ada pada C6 akan memberikan nilai bilangan gelombang berbeda untuk

penggunaan larutan asam yang berbeda pula (Lin, 2014).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Fisik, Laboratorium
Biokimia, Laboratorium Kimia Organik, Laboratorium Kimia Analitik,
Laboratorium Instrumen Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam, dan Centre for Development of Advanced Science and
Technology (CDAST) Universitas Jember. Penelitian ini dilakukan pada bulan
Januari sampai April 2017.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas kimia, gelas
ukur, labu erlenmeyer, labu ukur, corong gelas, oven, termometer, pH-meter
(Jenway), batang pengaduk, botol, kondensor refluks, mantel pemanas, selang air,
labu leher tiga, statif, ayakan ukuran 60 mesh, pipet tetes, buret, pipet mohr, pipet
volum, neraca analitik (Merck OHAOUS), cawan petri, tabung gas nitrogen, pH
indikator universal, magnetic stirrer dan anak stirrer, blender, sentrifugator,
tabung sentrifuse, kuvet, seperangkat alat ultrasonikasi (Branson Ultrasonics
Sonifier S-250A), satu set alat konduktometer, XRD (Merck PANanalytical,
Type: E’xpert Pro), FTIR (Merck Shimadzu), Spektrofotometer visibel 756 CRT.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: nata de coco,
H,SO,4 98% (p.a), H3PO,4 85% (p.a), HCI 37% (p.a), kristal NaOH, kristal NaCl,
kristal oksalat (H,C,04.2H,0), Bovin Serum Albumin (BSA) (sigma aldrich),
coomasie brilliant blue G-250 (C47Hs0N307S;), asam sitrat (CgHgO7.H,0),
dinatrium hidrogen fosfat (Na,HPO,4.2H,0), gas nitrogen (N,), kertas saring,
kertas watman no. 66, akuades (H,0), etnaol (C,HsOH) (p.a), aseton (C3Hg¢O)
(p.a), dan n-heksana (CgH14) (p.a).
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3.3 Diagram Alir Penelitian

Bacterial Cellulose
(Nata de Coco)

26

(Nilai Adsorpsi BSA)
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< Serbuk BC Sl Filtrat
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Gambar 3.1 Diagram Alir Preparasi BC, Modifikasi BC, dan Proses Adsorpsi BSA.
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pemurnian Selulosa Bakteri

Proses pemurnian selulosa bakteri dilakukan dalam tiga tahap, yaitu
pencucian dengan air, pemanasan menggunakan larutan NaOH 2% serta
pencucian dengan akuades kembali. Selulosa bakteri dimasukkan ke dalam bak
cucian yang sebelumnya telah diisi dengan air dan dibersihkan sisa lendir yang
terdapat dibagian atas permukaannya. Selulosa bakteri yang telah dibersihkan
kemudian dipotong menjadi selebaran balok persegi panjang, kemudian
dimasukan ke dalam panci yang telah diisi dengan larutan NaOH 2%. Proses
pemanasan dilakukan menggunakan panci dan kompor dikarenakan jumlah
selulosa bakteri yang dimurnikan adalah 15 kg, sehingga dibutuhkan wadah
pemanasan dan nyala api yang cukup besar.

Pemanasan menggunakan NaOH 2% bertujuan untuk menghilangkan dan
menetralkan sisa asam dan bakteri Acetobacter xylinum dari proses fermentasi
(Widyaningsih dan Purwanti, 2013). Proses pemanasan dilakukan selama satu jam
pada suhu 70°C (Kalashnikova et al., 2011). Selulosa bakteri dimasukkan ke
dalam bak cucian yang berisi air dan dibilas berulang-ulang sampai pH netral.
Preparasi bahan meliputi selulosa bakteri dalam bentuk balok persegi panjang
diblender sampai terbentuk menjadi bubur bertujuan untuk memisahkan
kandungan air di dalam selulosa bakteri. Bubur yang terbentuk kemudian disaring
untuk memisahkan komponen air dari sisa proses penggilingan. Bubur selulosa
bakteri kemudian diletakkan di atas teflon supaya tidak lengket pada permukaan
dan proses pengeringan didalam oven lebih cepat dihasikan lembaran selulosa
bakteri. Proses pemanasan menggunakan oven dilakukan selama 8 jam pada suhu
95°C (Afrizal, 2008). Serbuk selulosa bakteri diblender untuk menghasilkan
serbuk dengan ukuran kecil, kemudian diayak menggunakan ayakan ukuran 60

mesh untuk menghasilkan ukuran serbuk yang seragam.

3.4.2 Pembuatan Asam Sulfat 50%
Asam sulfat pekat (98%) dituangkan ke dalam beaker gelas 100 mL dan

dipipet sebanyak 51,0 mL. Larutan tersebut kemudian dimasukkan ke dalam labu
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ukur 100 mL vyang telah ditambahkan sedikit air sebelumnya. Akuades
ditambahkan ke dalam labu ukur sampai mencapai tanda batas pada labu ukur dan

dikocok secara perlahan sampai larutan homogen.

3.4.3 Hidrolisis Asam

Serbuk selulosa bakteri (BC) yang telah diayak dengan ukuran 60 mesh
ditimbang sebanyak 10 g dan dimasukkan ke dalam larutan asam sulfat 50%
sebanyak 100 mL yang telah disiapkan di dalam labu leher tiga. Proses hidrolisis
dilakukan selama 90 menit. Larutan tersebut kemudian dihomogenkan dengan
menggunakan anak stirrer, supaya proses hidrolisis parsial berjalan secara
sempurna. Suspensi (hasil modifikasi) yang dihasilkan dari proses hidrolisis asam
kemudian ditambahkan akuades dingin sampai volume total akhir campuran
mencapai sepuluh kali volume awal (Azizi et al., 2013).

Endapan selulosa modifikasi (BC-m) dipisahkan dari fasa cair melalui
proses sentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. Proses pencucian
BC-m dilakukan melalui proses sentrifugasi sampai supernatan yang dihasilkan
memiliki pH netral (Yu et al., 2012). Selulosa bakteri yang telah dihidrolisis
kemudian diultrasonikasi dengan output 3 dan duty cycle 30% pada tegangan
100V selama 5 menit (Salajkova, 2013). Perlakuan selanjutnya adalah proses
pencucian suspensi menggunakan larutan etanol, aseton, dan heksana secara
berurutan melalui proses sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15
menit. Pelet yang dihasilkan dari proses sentrifuse, kemudian dikeringkan di atas
teflon pada suhu 60°C selama enam jam (loelovich, 2012).

BC termodifikasi (BC-m) yang telah dihasilkan kemudian ditimbang
sebanyak 0,1 g untuk dilakukan karakterisasi FTIR dan XRD. Hasil tersebut akan
dibandingkan dengan hasil karakterisasi pada BC, sehingga dapat diketahui
perbedaan karakterisasinya berdasarkan pada perbedaan gugus fungsi dan derajat
kristalinitas dari kedua biomaterial. BC termodifikasi maupun BC kemudian akan
dilakukan uji sifat adsorpsi BSA dengan dua variasi, yaitu pH larutan sistem dan
kekuatan ionik.
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3.4.4 Titrasi Konduktometri
Gugus tiosulfat yang terprotonasi selama proses hidrolisis asam pada
permukaan nanoselulosa dapat ditentukan kuantitasnya dengan menggunakan
metode titrasi konduktometri (Abitbol dan Kloser, 2013). Dua macam tahapan
yang dilakukan sebelum melakukan metode titrasi konduktometri adalah tahap
preparasi bahan dan standarisasi NaOH. Tahapan preparasi bahan meliputi
pembuatan beberapa jenis larutan, diantaranya NaCl 0,001 M, HCI 0,05 M, NaOH
0,01 M, dan H,C,04 0,05 M. Asam oksalat digunakan pada proses standarisasi
NaOH. Konsentrasi NaOH yang telah diketahui secara pasti kemudian digunakan
untuk proses titrasi konduktometri dari sampel BC termodifikasi.
a. Preparasi Bahan
Penentuan jumlah gugus tiosulfat pada sampel BC termodifikasi
membutuhkan beberapa larutan pendukung saat dilakukan proses titrasi
konduktometri, adapun jenis larutan tersebut adalah sebagai berikut:
1. Pembuatan Larutan NaCl 0,001 M
Kristal NaCl ditimbang sebanyak 0,030 gram dengan menggunakan
neraca analitik digital. Kristal garam tersebut kemudian dimasukkan ke
dalam gelas kimia dan dilarutkan dengan menggunakan akuades secukupnya
sampali larut sempurna. Larutan kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
500 mL dan ditambahkan akuades sampai tanda batas pada labu ukur.
Larutan kemudian dikocok secara perlahan sampai homogen.
2. Pembuatan Larutan HCI 0,05M
Larutan HCI 0,05 M dibuat dari larutan induk HCI 37%. Larutan
induk dituangkan ke dalam gelas kimia dengan volume yang sedikit dan
diambil sebanyak 1,0 mL menggunakan pipet volume 1 mL. Larutan
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur berukuran 250 mL dan
diencerkan menggunakan akuades sampai tanda batas pada labu ukur.
Larutan kemudian dikocok secara perlahan sampai homogen.
3. Pembuatan Larutan NaOH 0,01 M
Kristal NaOH ditimbang sebanyak 0,040 gram dengan menggunakan

neraca analitik digital. Kristal NaOH kemudian dimasukkan ke dalam gelas
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kimia dan dilarutkan dengan akuades secukupnya sampai larut sempurna.
Laruta kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan
dengan akuades sampai tanda batas untuk menghasilkan larutan NaOH 0,01
M.
4. Pembuatan H,C,0,4 0,05 M

Kristal asam oksalat ditimbang sebanyak 0,450 gram dengan
menggunakan neraca analitik digital. Kristal asam oksalat dimasukkan ke
dalam gelas kimia dan dilarutkan dengan akuades secukupnya sampai larut
sempurna. Larutan, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan
diencerkan dengan akuades sampai tanda batas pada labu ukur. Larutan

kemudian dikocok secara perlahan sampai homogen.

b. Standarisasi NaOH
Larutan NaOH dimasukkan ke dalam buret berukuran 50 mL
menggunakan corong gelas (titran). Larutan asam oksalat 0,05 M dimasukkan
ke dalam labu Erlenmeyer (titrat) sebanyak 10 mL dan ditambahkan indikator
phenolptalein sebanyak 3 tetes. Proses titrasi dilakukan sampai terjadi
perubahan warna merah muda pada titrat (Mulyono, 2009).

c. Titrasi Konduktometri

Titrasi konduktometri merupakan salah satu metode yang digunakan
dalam menentukan jumlah gugus muatan pada suatu sampel. Jumlah gugus
muatan yang terdapat permukaan BC tremodifikasi akan sebanding dengan
jumlah NaOH yang ditambahkan selama proses titrasi berlangsung. Preparasi
sampel BC termodifikasi dengan cara menimbang sebanyak 1 gram
menggunakan neraca analitik digital. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam
gelas kimia dan ditambahkan dengan larutan NaCl 1 mM sebanyak 50 mL
(Salajkova, 2013).

Larutan dimasukkan ke dalam labu ukur 500 mL dan ditambahkan
dengan larutan NaCl 0,001 M sampai tanda batas pada labu ukur. Larutan

campuran kemudian dimasukkan ke dalam labu leher tiga berukuran 1 L dan
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ditambahkan larutan HCI 0,05 M sebanyak 1 mL. Labu ditempatkan di atas
stirrer magnetic dan diukur konduktivitasnya menggunakan konduktometer
sambil dihomogenkan dengan anak stirrer. Proses titrasi dilakukan dengan
menambahkan larutan NaOH yang telah distandarisasi pada prosedur kerja
3.4.6 b. Larutan NaOH ditambahkan setiap durasi 1 menit dengan penambahan
masing-masing larutan NaOH sebanyak 0,5 mL sampai mendekati titik belok
pada pengukuran konduktivitasnya. Proses tersebut berlangsung pada suhu
25°C dengan peningkatan suhu + 1°C serta dialiri gas nitrogen. Nilai
konduktivitas yang dicatat pada konduktometer adalah nilai yang stabil
(konstan saat dilakukan pengukuran).

Konsentrasi gugus muatan tiosulfat (OSOj3;) yang terdapat pada
permukaan BC-m dapat dihitung menggunakan persamaan sebagai berikut:

mmol. kg™ = Eloay ]

(3.1)

di mana, C merupakan konsentrasi larutan NaOH (mmol/L), m merupakan
berat kering sampel BC termodifikasi, V1 merupakan jumlah NaOH yang
dikonsumsi pada titik persimpangan pertama, dan V, merupakan volume
teoritis NaOH yang dibutuhkan untuk menetralkan adanya penambahan asam

diawal perlakuan (Romdhane et al., 2015).

3.4.5 Pembuatan Reagen Bradford

Comasie Brillian Blue G-250 ditimbang sebanyak 10 mg dan dimasukkan
ke dalam gelas beaker. Padatan kemudian dilarutkan dengan etanol 95% sebanyak
5 mL dan 10 mL asam fosfat 85% hingga larut sempurna. Larutan tersebut
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan dengan
akuades sampai tanda batas pada labu ukur. Larutan kemudian dikocok secara

perlahan sampai homogen.

3.4.6 Pembuatan Larutan Standar BSA
Larutan standar Bovine Serum Albumin (BSA) dibuat dengan lima variasi

konsentrasi. Hal tersebut digunakan dalam pembuatan kurva kalibrasi. Adapun
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konsentrasi larutan standar BSA yang dibuat adalah 40, 80, 120, 160, 200, 240,
280, 320, 360, dan 400 dalam satuan ppm. Larutan standar BSA tersebut dibuat
dari pengenceran larutan induk BSA 1000 ppm.
a. Larutan BSA 1000 ppm
Bovine Serum Albumin (BSA) ditimbang sebanyak 0,1 gram dengan
menggunakan neraca analitik digital. BSA kemudian dimasukkan ke dalam
gelas beaker dan dilarutkan dengan menggunakan akuades secukupnya sampai
larut sempurna. Larutan, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL
dan ditambahkan akuades sampai tanda batas pada labu ukur. Larutan
kemudian dikocok secara perlahan sampai homogen.
b. Larutan BSA 40-400 ppm
Larutan induk BSA 1000 ppm dipipet sebanyak 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
dan 10 mL, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL. Larutan
kemudian ditambahkan akuades sampai tanda batas pada labu ukur. Larutan
kemudian dikocok secara perlahan sampai homogen dan diperoleh kosentrasi
larutan BSA 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360, dan 400 ppm.

3.4.7 Scanning Panjang Gelombang Larutan BSA

Penentuan panjang gelombang maksimum dapat diketahui melalui proses
scanning panjang gelombang. Menurut Akgul et al. (2008) mengatakan bahwa,
BSA memiliki panjang gelombang maksimum pada 595 nm, sehingga proses
scanning panjang gelombang dilakukan di atas dan dibawah panjang gelombang
tersebut yaitu 525-625 nm. Proses scanning panjang gelombang dilakukan
menggunakan larutan BSA dengan konsetrasi 280 ppm. Larutan BSA diambil
sebanyak 100 pL dan ditambahkan dengan reagen bradford 2 mL di dalam kuvet.
Larutan blanko yang digunakan merupakan campuran akuades dengan bradford
masing-maisng sebanyak 100 pL dan 2 mL. Panjang gelombang maksimum akan
menunjukkan nilai absorbansi tertinggi dan digunakan dalam pembuatan kurva
kalibrasi larutan BSA pada tahapan 3.4.8. Penentuan panjang gelombang

maksimum tersebut untuk memperoleh nilai absorbansi maksimum yang akan
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digunakan dalam penentuan konsentrasi larutan BSA yang teradsorpsi pada

permukaan adsorben.

3.4.8 Pembuatan Kurva Kalibrasi Larutan BSA

Kurva kalibrasi dibuat dengan pengukuran absorbansi larutan BSA pada
konsentrasi 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360, dan 400 dalam satuan ppm.
Masing-masing larutan diambil sebanyak 100 pL dan ditambahkan dengan reagen
bradford 2 mL di dalam kuvet. Larutan diukur nilai absorbansinya menggunakan
spektrofotometer visibel pada panjang gelombang maksimum yang telah
diperoleh berdasarkan pada prosedur 3.4.7. Berdasarkan pada hasil pengukuran
tersebut, maka diperoleh nilai absorbansi dari masing-masing konsentrasi larutan
BSA. Kurva kalibrasi dibuat dengan cara mengeplotan nilai konsentrasi sebagai
sumbu x terhadap nilai absorbansi sebagai sumbu vy, sehingga diperoleh
persamaan y=mx+C. Persamaan tersebut yang akan digunakan dalam menentukan
konsentrasi BSA setelah dilakukan proses adsorpsi untuk kedua adsorben yang
berbeda.

3.4.9 Penentuan Nilai Adsorpsi BSA

Proses adsorpsi BSA dilakukan dalam sistem batch dengan melibatkan dua
adsorben yang berbeda, yaitu BC dan BC-m. Adsorpsi BSA dilakukan dengan
menggunakan dua variasi, yaitu pH dan kekuatan ionik. Adsorpsi BSA yang
pertama dilakukan tanpa adanya pengaruh variasi pH dan kekuatan ionik yang
digunakan sebagai kontrol. Nilai adsorpsi yang dihasilkan akan digunakan sebagai
pembanding untuk kedua perlakuan yang berbeda, sehingga pengaruh dari
masing-masing perlakuan dapat dianalisis. Uji besarnya adsorpsi untuk variasi
kekuatan ionik dilakukan pada pH optimum setelah dilakukan optimasi. Adapun

rancangan percobaan dalam penelitian ini dapat dilihat pada tabel 3.1.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

34

Tabel 3.1 Rancangan Percobaan Variasi pH dan Kekuatan lonik Larutan NaCl pada
Proses Adorpsi BSA

Konsentrasi BSA

No.  Adsorben Parameter yang diamati (bpm)
1. BCdan pH
BC-m
3
4 400
5
6
2. BCdan Kekuatan ionik untuk konsentrasi NaCl (M)
BC-m pada pH optimum
0,02
0,04 400
0,06
0,08

a. Pengaruh Variasi pH

Adsorpsi BSA terjadi pada bagian permukaan adsorben (selulosa bakteri
dan selulosa bakteri termodifikasi). Proses adsorpsi berlangsung dalam sistem
batch sesuai dengan penelitian Akgul et al. (2008), yaitu pada suhu 25°C selama
90 menit. Masing-masing sebanyak 100 mg serbuk selulosa bakteri dan selulosa
bakteri termodifikasi ditambahkan ke dalam 50 mL larutan BSA 400 ppm yang
telah disiapkan di dalam labu erlenmeyer. Labu erlenmeyer kemudian dimasukkan
ke dalam shaker dengan kecepatan 100 rpm. Larutan BSA dibuat dengan variasi
pH 3, 4, 5, dan 6 menggunakan larutan buffer. Larutan buffer dibuat dari buffer
sitrat-fosfat pada rentang pH 3-6. Larutan buffer tersebut dibuat dari larutan asam
sitrat 0,1 M dan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M. Adapun komposisi campuran
larutan pembuatan buffer yang digunakan dapat dilihat pada tabel 3.2. Simbol X
merupakan larutan asam sitrat dan Y merupakan larutan dinatrium hidrogen

fosfat:
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Tabel 3.2 Pembuatan Larutan Buffer Sitrat-fosfat

No. pH X (mL) Y (mL)
1. 3 + 80 +20
2. 4 +61 +39
3. 5 +49 +51
4 6 + 37 + 63

(Shevla, 1985).

Percobaan pada prosedur poin (a) dilakukan untuk mengetahui pengaruh pH
terhadap daya adsorpsi BC dan BC termodifikasi pada BSA. Larutan BSA dan
adsorben kemudian dipisahkan dengan metode filtrasi menggunakan kertas saring,
sehingga diperoleh filtrat berupa larutan BSA dan residu serbuk adsorben. Filtrat
hasil pemisahan diambil sebanyak 100 pL dan ditambahkan dengan reagen
bradford 2 mL di dalam kuvet. Konsentrasi BSA dapat ditentukan dengan cara
mengukur adsorbansi larutan pada panjang gelombang maksimum yang telah
dilakukan scanning pada prosedur 3.4.7 dengan menggunakan spektrofotometer
visibel (Akgul et al., 2008). Jumlah BSA yang teradsorp oleh BC dan BC
termodifikasi dapat ditentukan dengan menggunakan persamaan 2.2.

b. Pengaruh Variasi Kekuatan lonik

Adsorpsi BSA terjadi pada bagian permukaan adsorben (BC dan BC
termodifikasi). Proses adsorpsi dilakukan di atas shaker dengan kecepatan 100
rpm selama 90 menit. Preparasi BC dan BC-m pada prosedur 3.4.1 dan 3.4.3
dalam bentuk serbuk kering ditimbang sebanyak 0,1 g. Larutan NaCl 1 M diambil
masing-masing sebanyak 1, 2, 3, dan 4 mL ke dalam labu ukur 50 mL untuk
memperoleh konsentrasi NaCl 0,02; 0,04; 0,06; dan 0,08 M. Larutan BSA induk
1000 ppm di pipet sebanyak 20 mL untuk mendapatkan konsentrasi 400 ppm dan
ditambahkan larutan buffer dengan pH optimum sampai tanda batas pada labu
ukur 50 mL. Larutan dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer dan dimasukkan
adsorben BC dan BC-m masing-masing 0,1 g, kemudian dimasukkan ke dalam
shaker dengan kecepatan 100 rpm.
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Percobaan pada prosedur poin (b) dilakukan untuk mengetahui pengaruh
kekuatan ionik NaCl terhadap daya adsorpsi BC dan BC termodifikasi pada BSA.
Larutan BSA dan adsorben kemudian dipisahkan dengan metode filtrasi
menggunakan kertas saring untuk BC dan kertas whatman untuk BC-m, sehingga
diperoleh filtrat berupa larutan BSA dan residu serbuk adsorben. Filtrat hasil
pemisahan diambil sebanyak 100 pL dan ditambahkan dengan reagen bradford 2
mL di dalam kuvet. Konsentrasi BSA dapat ditentukan dengan cara mengukur
adsorbansi larutan pada panjang gelombang maksimum yang telah dilakukan
scanning pada prosedur 3.4.7 dengan menggunakan spektrofotometer visibel
(Akgul et al., 2008). Jumlah BSA yang teradsorp oleh BC dan BC-m dapat

ditentukan dengan menggunakan persamaan 2.2.

3.4.10 Karakterisasi BC dan BC-m

Karakterisasi selulosa bakteri yang termodifikasi dilakukan menggunakan
XRD dan FTIR. Karakterisasi tersebut dilakukan untuk mengetahui indeks
kristalinitas selulosa bakteri yang dihasilkan dari proses hidrolisis asam dan
nonhidrolisis asam. Selain itu, karakterisasi juga dilakukan untuk menentukan
adanya perbedaan gugus fungsi pada biomaterial BC dan BC-m.

a. XRD

Analisis XRD dilakukan dalam suhu ruang pada range 5-50° 26. Sampel
yang digunakan untuk analisis XRD dalam bentuk serbuk. Analisis menggunakan
XRD untuk menentukan indeks kristalinitas melalui persamaan Schrrer sebagai
berikut:

Cr.I = 225t 110004 (3.2)

total

di mana,

A : luas fraksi kristal

CTyst

A, ...; :luas total di bawah difraktogram (kristal dan amorf)

(Poletto et al., 2014).
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b. FTIR

Analisis BC dan BC-m menggunakan FTIR dilakukan dalam bentuk serbuk.
Proses analisis menggunakan FTIR dilakukan pada suhu ruang dan range analisis
pada bilangan gelombang 500-4000 cm™ (Johari et al., 2012). Analisis FTIR
digunakan untuk menentukan gugus fungsi pada kedua sampel yang dianalisis,

serta perbedaan intensitas yang dihasilkan pada spektrum IR.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Adapun kesimpulan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Perbedaan BC setelah modifikasi terlihat jelas pada analisis FTIR yaitu
munculnya spektrum serapan gugus tiosulfat pada bilangan gelombang 796,63
cm™, serta adanya penurunan intensitas serapan gugus eter dan hidroksil pada
alkohol. Derajat kristalinitas dari BC dan BC-m masing-masing adalah 77,72%
dan 84,04%.

2. Peningkatan pH sistem larutan BSA mengakibatkan terjadinya penurunan nilai
adsorpsi pada BC dan BC-m. Perlakuan penambahan konsentrasi garam yang
semakin kecil mengakibatkan kelarutan protein semakin baik, sehingga nilai

adsorpsi BC dan BC-m semakin tinggi pada konsentrasi garam yang rendah.

5.2 Saran

Modifikasi selulosa bakteri perlu dilakukan kembali untuk optimasi
pengaruh waktu dan temperatur pada proses hidrolisis asam lebih lanjut kembali.
Hal ini dikarenakan jumlah recovery yang dihasilkan sangatlah kecil dengan
perbedaan derajat kristalinitas yang tidak terlalu tinggi. Waktu hidrolisis asam
dapat dibuat lebih cepat dari waktu yang telah digunakan dalam proses hidrolisis
sebelumnya. Durasi waktu proses ultrasonikasi dilakukan lebih lama dari
penelitian sebelumnya. Hal ini bertujuan supaya material modifikasi yang

dihasilkan bisa memiliki ukuran partikel yang lebih kecil.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Pembuatan Larutan
1. Larutan NaOH 2% (b/v)
Pembuatan larutan NaOH 2%, dibuat dari perbandingan massa zat terlarut dengan

larutan.
Massa NaOH =20g¢
Volume larutan =1000 mL

Volume larutan merupakan campuran dari massa kristal NaOH dan akuades di

dalam labu ukur 1 L.

2. Larutan H,SO4 50%
Pengenceran H,SO, dari larutan induk (H,SO4 98%), di mana volume yang
diambil dalam pembuatan 100 mL adalah 51 mL.

M x V; =My XV,
98% x 51 mL =M, x 100 mL
M2 =50%

3. Larutan NaOH 0,01 M

Diketahui:
Mr NaOH =40 g/mol
Massa NaOH = 0,04 g (yang ditimbang)
V. NaOH =100 mL
maka,
n
M=—
\%
_ 1
~ Mr~ V(L)
0,04 g 1

~ 20,0 g/mol 0,1 L
M = 0,01 mol/L
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4. Larutan NaCl

Diketahui:
Mr NaCl = 58,5 g/mol
n
M=y
m 1
= o)
a. NaCl 0,001 M

m NaCl  =0,0586 g (yang ditimbang)
V. Larutan = 1000 mL
M=,
Mr V(L)
0,0586g 1
T 585gmol 1 1L
M = 0,001 mol/L
b. NaCl 0,1 M
m NaCl  =0,585 g (yang ditimbang)
V. Larutan =100 mL
M=,
Mr V(L)
0,585 g 1
- 58,5 g. mol~1 X0,1 L
M = 0,001 mol/L

5. Larutan H,C,0, 0,05 M
Diketahui:
Mr H,C,0,4.2H,0 =126 g/mol
m NaCl  =0,629 g (yang ditimbang)

V. Larutan =100 mL

n
M=

— X —

V(L)

%
m 1
Mr
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_0629g 1
T 126g.mol 1 0,1L
M = 0,05 mol/L

6. Larutan HCI 0,05 M

Diketahui:
p HCI(37%) =1,19 g/mL
Mr HCI = 36,5 g/mol
a. Massa HCI 100%
m
/2]
m = pxV

Jika dimisalkan volume larutan adalah 100 mL, maka:

m = 1,19 g. mL™1x100mL
m = 119g
sehingga, pada konsentrasi HCI 37% adalah:

37
m=——x119g

100
m = 44,03 g
b. Mol HCI 37%
m
T Mr
44,03 g
A \ 36,5 g/mol
n = 1,206 mol
c. Molaritas HCI 37%
M=2
\Y
1,206 mol
RN

M = 12,06 mol/L
d. Pembuatan Larutan HCI 0,05 M
M1XV1 = MZXVZ

62
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12,06 MxV = 0,05 Mx 100 mL

_ 0,05 M x 100 mL
B 12,06 M

V=041 mL

Lampiran 4.1 Recovery BC-m Proses Hidrolisis Asam Sulfat

63

No. MassaBC(g) MassaBC-m(g) Persen recovery (%)

Rata-rata
recovery (%)

1. 15,00 0,68 4,53
2. 10,00 0,48 4,80
3. 10,00 0,46 4,60 4,63
4, 10,00 0,47 4,70
5. 10,00 0,45 4,50
Contoh perhitungan recovery BC-m,
Massa BC =10,0¢g
Massa BC-m =0,48¢g
Yoyield = TS BEM ) oo
oY = Thassa BC 1
Yeyield = 208 1009
oyleld = 10g X 0
%yield = 4,80%
Lampiran 4.2 Karakterisasi BC dan BC-m
1. Titrasi Konduktometri Sampel BC-m
a. Titrasi Konduktometri BC-m
(Ulangan 1)
No. V.NaOH (mL) 6 (uS/cm) No. V.NaOH (mL) & (uS/cm)
1 1 237,72 12. 12 167,34
2 2 233,64 13. 13 160,14
3 < 230,43 14. 14 153,27
4, 4 224,21 15. 15 145,75
5. 5 217,50 16. 16 138,98
6 6 210,20 17. 17 132,67
7 7 202,21 18. 18 126,15
8 8 195,04 19. 18,8 120,62
9. 9 187,55 20. 19,4 115,25
10. 10 180,55 21. 20,0 111,47
11. 11 173,91 22. 20,6 109,23
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No. V.NaOH (mL) 6 (uS/cm) No. V.NaOH (mL) & (uS/cm)
23. 21,2 108,45 45, 37,2 119,79
24, 21,8 107,96 46. 38,2 121,63
25. 22,4 107,66 47. 39,2 123,61
26. 23,0 107,38 48. 40,2 125,60
27. 23,6 107,19 49, 41,2 127,41
28. 24,2 107,12 50. 42,2 129,24
29. 24,8 107,17 51. 43,2 131,31
30. 24,8 107,17 52. 44,2 133,20
31. 25,4 107,19 53. 45,2 135,15
32. 26,0 107,38 54, 46,2 137,10
33. 26,6 107,59 55. 47,2 139,05
34, 27,2 107,96 56. 48,2 141,12
35. 28,2 108,65 o7 49,2 143,11
36. 28,2 108,65 58. 50,2 145,02
37. 29,2 109,45 59. 51,2 148,12
38. 30,2 110,30 60. 53,2 150,01
39. 31,2 111,27 61. 54,2 151,71
40. 32,2 112,34 62. 55,2 153,53
41. 33,2 113,50 63. 56,2 155,28
42. 34,2 114,97 64. 57,2 157,11
43. 35,2 116,53 ) = Konduktivitas
44, 36,2 118,47
b. Titrasi Konduktometri BC-m
(Ulangan 2)
No. V.NaOH (mL) & (uS/cm) No. V.NaOH (mL) & (uS/cm)
1. 0 229,69 18. 8,5 187,74
2. 0,5 228,49 19. 9,0 184,60
8, 1,0 227,11 20. 9,5 181,41
4, 185 225,55 21. 10,0 178,06
5. 2,0 223,90 22. 10,5 175,17
6. 2,5 222,33 23. 11,0 172,12
7. 3,0 220,12 24. 11,5 169,21
8. 3,5 217,77 25. 12,0 166,40
9. 4,0 215,21 26. 12,5 162,94
10. 45 212,57 27. 13,0 159,80
11. 5,0 209,77 28. 13,5 156,89
12. 55 206,77 29. 14,0 153,77
13. 6,0 203,62 30. 14,5 150,92
14, 6,5 200,41 31. 15,0 147,94
15. 7,0 197,11 32. 15,5 145,01
16. 7,5 193,86 33. 16,0 142,16
17. 8,0 190,47 34. 16,5 139,40
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No. V.NaOH (mL) & (uS/cm) No. V.NaOH (mL) & (uS/cm)
35. 17,0 136,75 80. 39,5 118,32
36. 17,5 133,79 81. 40,0 118,74
37. 18,0 131,06 82. 40,5 119,15
38. 18,5 128,50 83. 41,0 119,64
39. 19,0 125,61 84. 41,5 120,14
40. 19,5 123,04 85. 42,0 120,71
41. 20,0 120,64 86. 42,5 121,20
42, 20,5 118,41 87. 43,0 121,63
43, 21,0 116,49 88. 43,5 122,2
44, 21,5 114,68 89. 44,0 122,67
45, 22,0 113,44 90. 44,5 123,37
46, 22,5 112,61 91. 45,0 123,86
47. 23,0 111,88 92. 45,5 124,47
48. 23,5 111,45 93. 46,0 125,03
49, 24,0 111,08 94, 46,5 125,64
50. 24,5 110,87 95, 47,0 126,28
51, 25,0 110,71 96. 47,5 126,84
52. 255 110,63 97. 48,0 127,43
53. 26,0 110,63 98. 48,5 128,08
54, 26,5 110,64 99. 49,0 128,74
55, 27,0 110,71 100. 49,5 129,31
56. 275 110,79 101. 50,0 130,03
57, 28,0 110,96 102. 50,5 130,63
58. 28,5 111,12 103. 51,0 131,30
59. 29,0 111,29 104. 51,5 131,96
60. 29,5 111,45 105. 52,0 132,54
61. 30,0 111,70 106. 52,5 133,26
62. 30,5 111,95 107. 53,0 133,01
63. 31,0 112,28 108. 53,5 134,57
64. 31,5 112,53 109. 54,0 135,31
65. 32,0 112,61 110. 54,5 136,00
66. 32,5 112,78 111. 55,0 136,77
67. 33,0 112,86 112. 55,5 138,23
68. 33,5 113,19 113. 56,0 138,91
69. 34,0 113,53 114, 56,5 139,63
70. 34,5 113,93 115. 57,0 140,33
71. 35,0 114,35 116. 57,5 140,99
72. 35,5 114,76 117. 58,0 141,57
73. 36,0 115,18 118. 58,5 142,28
74. 36,5 115,67 119. 59,0 143,73
75. 37,0 116,08 120. 59,5 144,41
76. 37,5 116,57 121. 60,0 145,13
77. 38,0 117,00 122. 60,5 145,84
78. 38,5 117,41 123. 61,0 146,58
79, 39,0 117,89 124, 61,5 147,27
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No. V.NaOH (mL) & (uS/cm)
125. 62,0 147,99
126. 62,5 148,71
127. 63,0 149,41
128. 63,5 150,08
129. 64,0 150,74
130 64,5 151,44
131. 65,0 152,20
132. 65,5 152,87
133. 66,0 153,44
134. 66,5 154,17
135. 67,0 154,84
136. 67,5 155,50
137. 68,0 156,21
138. 68,5 156,89
139. 69,0 157,57
140. 69,5 158,18
141. 70,0 158,90
142. 70,5 159,63
143. 71,0 160,22
144, 71,5 160,88
145. 72,0 161,51
146. 72,5 162,10
147. 73,0 162,69
) = Konduktivitas
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¢. Grafik Titrasi Konduktometri BC-m
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d. Titrasi Konduktometri BC-m

68
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e. Standardisasi NaOH

69

Ulangan V.H,C,04.2H,0 V.NaOH [H,C,0s.2H,0] [NaOH] Ffﬁt:gﬁtf
ke- (mL) (mL) (mM) (MM) " (mm)
1 5 39,8 25 6,28
! : 200 o 6.5 6,265

f. Penentuan Jumlah Gugus Muatan pada BC-m

[-0S03] Rata-rata
(mmol/Kg) [—0S03]
(mmol/Kg)

Ulangan V; NaOH Vo NaOH
ke- (mL) (mL)

1 20,9 19,95 11,90

2 215 1995 1942 15,66

Contoh perhitungan dalam menentukan jumlah gugus muatan pada sampel BC-m,

c(V; =V,
o505 - L=V
a 6,265 mmol/Lx(20,9 — 19,95)10_3L
[-0S03] = -
0,5x1073Kg
B 6,265(0,95)mmol
[-0S03] =

0,5Kg
[-0SO03] = 11,90 mmol. Kg™?
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2. Analisis XRD

a. Analisis BC (Bacterial Cellulose)

[ ]

70

i ok
l
085 —
108
il J‘
1 I I_Jl'l J
25
L L I ST T
0 20 30
Posl lon [ 2T GG oppe rif: i
Poz.[°2Th.] Height [cta] FWHM[ °2Th. ] d—spacing[ﬁ] RBel.Int.[%]
14.6814 53.18 0.944% 6.03381 24.85
16.914%9 46.95 0.6298 5.24181 21.77
22.7033 215.6%9 0.4723 3.91677 100.00
25.6385 75.36 0.2755% 3.014118 34.54
34.3768 20.48 0.5446 2.608759 9.419
39.6304 11.50 0.4723 2.27424 5.33
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b. Analisis BC-m (Bacterial Cellulose modified)

Y ) ¥

i ank
Tz
100
25
i R - | T R A T
A El I 5
Pozl lon [ 2The BT op e i L
Poz.[°2Th.] Height[cta] FWHM[°2Th. ] d—spacing:fu: Eel.Int.[%]
16.8075 20.54 0.o446 5.27506 15.00
22.8820 108.11 0.5446 3.52035 100.00
34,4596 17.54 0.6208 2.60272 16.22

c. Perhitungan Derajat Kristalinitas BC dan BC-m

FWHM Intensitas
No.  Sampel
Kristal Amorf Kristal Amorf
1. BC 0,4723 0,6298 215,69 46,95
2. BC-m 0,9446 0,9446 108,11 20,54

Derajat kristalinitas dari sampel dapat ditentukan melalui perhitungan luas fraksi
kristal dan amorf. Kedua luas fraksi tersebut diperoleh dari perkalian antara nilai
FWHM dengan tingginya intensitas yang dihasilkan pada puncak:

Luas fraksi kristal = FWHMyqistar X Ikristal
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Derajat kristalinitas (Crl), kemudian diperoleh dari rumus berikut:

Luas fraksi kristal

- 0
rl Luas fraksi kristal + Luas fraksi amorf x100%

» Perhitungan untuk BC

a. Luas fraksi kristal =0,4723 x 215,69
Luas fraksi kristal = 101,87

b. Luas fraksi amorf =0,6298 x 46,95
Luas fraksi amorf = 29,527

101,87
~ 101,87 + 29,527

102,12
~ 131,40

CrI=77,72%

Crl x100%

x100%

» Perhitungan untuk BC-m

a. Luas fraksi kristal =0,9446 x 108,11
Luas fraksi kristal = 102,12

b. Luas fraksi amorf =0,9446 x 20,54
Luas fraksi amorf = 19,402

102,12
Cl = 0212 + 19,202 <100%
102,12

~ 121,52

CrI = 84,04%

x100%

72
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3. Analisis FTIR
a. Spektrum IR BC

—BC

40

1631,23

2897,18

1431,23
1367,58

% Transmittance

) 3346,61

1058,96

15 . I . I . : .
4000 3000 2000 1000

wavenumber (cm™)

b. Spektrum IR BC-m
45

——BC-m

1651,12

2922,25

% Transmittance
w
o
1

3350,56

1

20 1058,96

T T T T T T
4000 3000 2000 1000

wavenumber (cm™)
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c. Spektrum Gabungan BC dan BC-m
45

—BC
— BC-m

40 -

35

1650,19w 1433 16
1369,50 796,63

2897,18 1631,23

% Transmitansi

25 896,98

1431,23
1367,58

1 3346,61
1058,96

1058,96

15 . I . I . I
4000 3000 2000 1000

Bilangan Gelombang (cm™)

Lampiran 4.3 Penentuan Nilai Adsorpsi BC dan BC-m
1. Penentuan Amax BSA, pada A588-604 nm dengan interval 2 nm

0,590 -
. Amax594
0,588 - -
n \l
0,586 \-

0,584 [ \
0,582 \

0,580

Absorbansi

0,578 L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
586 588 590 592 594 596 598 600 602 604 606
Panjang Gelombang (nm)
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2. Penentuan Kurva Kalibrasi BSA

75

No. [BSA] (ppm) Absorbansi Rata-rata
Ul U2 U3 Absorbansi

1. 40 0,142 0,142 0,143 0,142
2. 80 0,236 0,237 0,236 0,236
3. 120 0,336 0,336 0,336 0,336
4. 160 0,426 0,428 0,426 0,427
5. 200 0,510 0,509 0,509 0,509
6. 240 0,592 0,589 0,589 0,590
7. 280 0,677 0,677 0,677 0,677
8. 320 0,758 0,758 0,757 0,758
9. 360 0,815 0,814 0,815 0,815
10. 400 0,897 0,897 0,898 0,897

1,0

0.0 | ¥=0,0021x+0,0788

] 2_

0.8 - R°=0,9968

0,7 -
‘% 0,6 -
= ]
2 054
=) ]
< 047

0,3 -

0,2

01

— T T T T 1
40 80 120

T
160

=gy U
200 240

[BSA] (ppm)

T
280

T
320

T
360

—
400 440
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3. Adsorpsi pada BC dan BC-m (Variasi pH)
a. Adsorpsi pada BC

76

oH Ulangan A Ci Ct V m q Rata-rata q sD
ke- (ppm)  (ppm) (ML) (9) (mg/g)  (mg/g)
1 0,502 201,52 99,240
3 2 0,500 200,57 99,715 99,160 0,207
3 0,505 202,95 98,525
1 0,527 213,43 93,285
4 2 0,528 213,90 93,050 92,968 0,076
3 0,530 214,86 92,570
1 0,540 219,62 90,190
5 2 0,550 400 224,38 50 0,1 87,810 88,285 1,703
3 0,554 226,29 86,855
1 0,577 237,24 81,380
6 2 0,570 233,91 83,045 82,650 0,732
3 0,568 232,95 83,525
Kontrol 1 0,582 239,62 80,190
7) 2 0,588 242.48 78760 (158 0469
3 0,589 242,95 78,525
Keterangan:
A : absorbansi
€ : konsentrasi awal BSA
Ct . konsentrasi akhir BSA
V : volume larutan
m : massa adsorben
q : nilai adsorpsi BSA

SD

: standar deviasi
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b. Adsorpsi pada BC-m

77

Ulangan

Ci

Cs

\Y

q

Rata-rata q

PR e A pm) epm) (ML) (@ (mglg)  (mglg) OO
1 0,290 100,57 149,72
3 2 0,284 97,71 151,14 150,35 0,723
3 0,288 99,62 150,19
1 0,347 127,71 136,14
4 2 0,348 128,19 135,90 136,22 0,367
3 0,345 126,76 136,62
1 0,407 156,29 121,86
5 2 0,408 400 156,76 50 0,1 121,62 121,94 0,361
3 0,405 155,33 122,33
1 0,488 175,81 112,10
6 2 0,451 177,24 111,38 111,70 0,367
3 0,450 176,76 111,62
Kontrol 1 0,511 205,81 97,100
@) 2 0,507 204,38 97,810 97,414 0,362
3 0,510 205,33 97,333
Keterangan:
A : absorbansi
Ci : konsentrasi awal BSA
Ct : konsentrasi akhir BSA
\V : volume larutan
m : massa adsorben
q - nilai adsorpsi BSA

SD

: standar deviasi
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4. Adsorpsi BSA pada BC (Variasi Kekuatan lonik, NaCl)

a. Adsorpsi pada BC

78

Kekuatan Ulangan Ci Ct \/ m q Rata-rata q sD
lonik (M) ke- (ppm)  (ppm) (mL)  (9)  (mg/g) (ma/g)
1 0,308 109,14 145,43
0,02 2 0,305 107,72 146,14 145,82 0,1304
3 0,306 108,20 145,90
1 0,431 167,72 116,14
0,04 2 0,428 166,28 116,86 116,78 0,3592
3 0,426 165,34 117,33
1 0,599 o 247,71 S 0.1 76,145
0,06 2 0,598 247,24 76,380 76,064 0,1320
3 0,601 248,67 75,667
1 0,696 293,90 53,050
0,08 2 0,705 298,19 50,905 52,493 1,9485
3 0,694 292,95 53,525
Keterangan:
A : absorbansi
Ci : konsentrasi awal BSA
Ct : konsentrasi akhir BSA
\Y/ : volume larutan
m : massa adsorben
q - nilai adsorpsi BSA

SD

: standar deviasi
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b. Adsorpsi pada BC-m

79

Kekuatan  Ulangan A Ci Ct \/ m q Rata-rata q sp
lonik (M) ke- (ppm)  (ppm) (ML)  (9) (mg/g) (ma/g)
1 0,209 62,00 169,00
0,02 2 0,204 59,62 170,19 169,48 0,629
3 0,208 61,52 169,24
1 0,334 121,52 139,24
0,04 2 0,337 122,95 138,52 139 0,416
3 0,334 121,52 139,24
1 0379 0 qg05 0 01 jogp
0,06 2 0,385 145,81 127,10 127,41 0,988
3 0,387 146,76 126,62
1 0,420 162,48 118,76
0,08 2 0,424 164,38 117,81 117,89 0,833
3 0,427 165,81 117,10
Keterangan:
A : absorbansi
o : konsentrasi awal BSA
Ct . konsentrasi akhir BSA
V : volume larutan
m : massa adsorben
q : nilai adsorpsi BSA

SD : standar deviasi

Contoh Perhitungan Nilai Adsorpsi BSA

y =0,0021x + 0,0788

di mana: y (absorbansi) dan x (konsentrasi, ppm)
Absorbansi 0,502 (pH = 3, sampel BC)

y =0,0021x + 0,0788
0,502 =0,0021x + 0,0788
X = 201,52 ppm

Maka, jumlah BSA yang teradsorpsi adalah:

[BSA] = konsentrasi awal — konsentrasi akhir
=400 ppm — 201,52 ppm

[BSA] =198,48 ppm

Nilai adsorpsi BSA
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[C;— ¢V
R—
di mana: q (nilai adsorpsi), Ci (konsentrasi awal), Cf (konsentrasi akhir), V
(volume larutan, mL), m (massa adsorben, g)
[400 — 198,48]mg/L. 5x102L
0,1g

q:

q =99,240 mg/g
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