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ABSTRAK

Nama : Febby Yolanda Wulandari

NIM : 150703049

Program Studi : Biologi

Judul : Aktivitas Sinergisme Dan Karakterisasi Isolat Bakteri Asam

Asetat Dan Khamir Fermentatif Asal Buah Nipah (Nypa
fruticans) Dalam Upaya Pengembangan Starter Lokal
Kombucha

Kata Kunci : Starter, bakteri asam asetat, khamir, sinergisme,
karakterisasi isolat, fermentasi karbohidrat oleh khamir.

Starter adalah populasi mikroba dengan jumlah dan kondisi fisiologis yang telah
siap untuk diinokulasikan pada media fermentasi. Starter pada teh kombucha
merupakan cairan induk yang digunakan sebagai bibit. Pada tahap inokulasi,
cairan starter ini digunakan sebagai sumber keberadaan bakteri asam asetat dan
khamir. Bakteri asam asetat (BAA) adalah bakteri jenis Gram negatif yang
menghasilkan asam asetat dan sangat penting dalam fermentasi. Khamir (yeast)
merupakan fungi uniseluler yang biasanya terdapat pada buah dan nektar tanaman
yang terkandung karbohidrat dan banyak nutrisi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas sinergisme dan karakterisasi isolat BAA dan khamir, serta
untuk mengetahui jenis metabolisme khamir asal buah nipah. Pada penelitian ini
terdiri dari beberapa tahapan, yaitu: uji sinergimse antara isolat BAA dan khamir,
karakterisasi dengan mengamati morfologi koloni dan sel isolat, serta uji khamir
difermentasikan dalam media yang mengandung 3 jenis karbohidrat berupa
glukosa, sukrosa, dan laktosa. Hasil penelitian menunjukkan adanya aktivitas
isolat BAA dan khamir yang saling bersinergi (kompatibel). Isolat khamir asal
buah nipah dengan kode isolat DFK 1, DFK 2, DFK 3 dan DFK 4 merupakan
khamir khamir fermentatif pada karbohidrat jenis glukosa. Pada karbohidrat jenis
sukrosa, DFK 1, DFK 3 dan DFK 4 merupakan khamir fermentatif, sedangkan
DFK 2 jenis khamir fermentatif — oksidatif. Pada karbohidrat jenis laktosa isolat
DFK 3 dan DFK 4 merupakan khamir fermentatif, sedangkan DFK 1 dan DFK 2
jenis khamir fermentatif -oksidatif.
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ABSTRACT

Name : Febby Yolanda Wulandari

NIM : 150703049

Study Program : Biology

Title : Synergistic Activities and Characterization of Acetic Acid

Bacteria and Fermentative Yeast Isolates from Nipah Fruit
(Nypa fruticans) in the Development Effort to Local Starter of
Kombucha.

Keywords : Starter, acetic acid = bacteria, yeast, synergism, isolate
characterization, fermentation of carbohydrate by yeast.

A starter is a microbial population with a number and physiological conditions
that are ready to be inoculated on the fermentation medium. The starter in
kombucha tea is the mother liquor that is used as a seed. At the inoculation stage,
this starter liquid is used as a source of the presence of acetic acid and yeast
bacteria. Acetic acid bacteria (BAA) are Gram-negative bacteria that produce
acetic acid and are very important in fermentation. Yeast is a unicellular fungus
that is usually found in fruit and plant nectar which contains carbohydrates and
many nutrients. This research aims to determine the synergistic activity and
characterization of BAA and yeast isolates, as well as to determine the type of
yeast metabolism from nipah. This research consisted of several stages:
synergistic test between BAA and yeast isolates, characterization by observing
colony morphology and isolate cells, and fermented yeast test in media containing
3 types of carbohydrates in the form of glucose, sucrose, and lactose. The results
showed that the activity of BAA and yeast isolates were synergistic (compatible).
Yeast isolates from nipah with codes DFK 1, DFK 2, DFK 3 and DFK 4 were
fermentative yeasts on glucose. For sucrose, isolates with codes DFK 1, DFK 3
and DFK 4 were fermentative yeasts, while DFK 2 was fermentative - oxidative
yeast types. Then in lactose, isolates with codes DFK 3 and DFK 4 were
fermentative yeasts, while DFK 1 and DFK 2 were fermentative-oxidative yeast

types.
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1  Latar Belakang

Teh kombucha merupakan teh fermentasi yang mulai dikenal di Indonesia
pada tahun 1930 dan dikonsumsi oleh masyarakat sebagai minuman kesehatan.
Teh kombucha dijuluki oleh banyak orang sebagai teh rahasia panjang umur (zea
of immortality) karena masyarakat telah mengetahui banyaknya manfaat dari teh
tersebut (Naland, 2008). Kombucha mengandung senyawa-senyawa organik yang
bermanfaat bagi tubuh yaitu vitamin B kompleks, asam organik, antibiotik
(Suhardini dan Elok, 2016), antioksidan, memperbaiki mikroflora usus dan
lainnya (Wistiana dan Elok, 2015).

Akibat khasiatnya yang bermanfaat bagi kesehatan, maka Prodi Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Ar-Raniry telah mencoba untuk
mengembangkan produk teh kombucha. Pembuatan teh kombucha harus melalui
proses fermentasi dengan melibatkan teh, gula dan starter kultur kombucha yang
disebut scoby (Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast). Simbiosis kultur
kombucha yaitu dari kelompok bakteri asam asetat seperti Acetobacter xylinum,
dan dari kelompok jenis khamir yaitu Brettanomyces, Zygosaccharomyces, dan
Saccharomyces. Bakteri dan khamir saling bekerja sama menghasilkan alkohol
dan asam dengan merombak gula (Suhardini dan Elok, 2016).

Namun meskipun demikian, starter kombucha tersebut diperoleh dengan
transaksi membeli dengan harga yang relatif mahal. Oleh karena itu alternatif lain

seperti mengisolasi mikroba dari suatu tumbuhan dapat dilakukan untuk



mendapatkan starter kombucha tersebut. Hal tersebut perlu dilakukan untuk dapat
mengembangkan potensi sumber daya alam yang telah diciptakan.

Pada suatu tumbuhan terdapat mikroba endofit yang merupakan organisme
mikroskopis (bakteri dan jamur) yang hidup didalam jaringan tumbuhan (Putri et
al., 2018). Salah satu tumbuhan yang berpotensi ialah tumbuhan nipah (Nypa
fruticans) yang hidup di tepi laut dekat daerah pasang surut (Astri, 2019). Secara
tradisional, penduduk aceh memanfaatkan tumbuhan nipah dalam kehidupannya.
Buah mentah, kolang-kaling dan manisan kolang-kaling merupakan olahan dari
nipah yang dimanfaatkan oleh penduduk Kabupaten Aceh Barat sebagai sumber
makanan. Selain itu, olahan dari nipah dapat dimanfaatkan sebagai obat-obatan,
antara lain obat batuk, obat sariawan dan obat batu karang (Harahap, 2010). Pada
olahan lain dari tanaman nipah, yaitu nira dapat disadap pada tumbuhan nipah
yang berumur 5 tahun ke atas. Air nira asal buah nipah terkandung
mikroorganisme, yaitu khamir dan bakteri (Yeni et al., 2011).

Bakteri dan khamir pada kombucha merupakan mikroba yang saling
bersimbiosis (Fajriyah, 2015). Oleh karena itu, mikroba yang diisolasi dari buah
nipah juga harus bersimbiosis atau bersinergi agar tidak akan saling mengganggu,
sehingga dapat menghasilkan bioselulosa dan asam-asam organik yang relatif
sama sebagaimana mestinya pada proses fermentasi teh kombucha dengan
menggunakan starter kultur kombucha yang diperjual belikan.

Oleh karena itu, penulis ingin isolat bakteri asam asetat dan khamir asal
buah nipah dapat dikembangkan menjadi starter dalam pembuatan teh kombucha.
Sehingga mudah diperoleh pada lingkungan kampus serta bermanfaat dalam

pengembangan teh kombucha di daerah Aceh dengan harga yang relatif murah.



Berdasarkan uraian diatas, maka penulis tertarik untuk melakukan penelitian
dengan judul “AKTIVITAS SINERGISME DAN KARAKTERISASI
ISOLAT BAKTERI ASAM ASETAT DAN KHAMIR FERMENTATIF
ASAL BUAH NIPAH (NYPA FRUTICANS) DALAM UPAYA

PENGEMBANGAN STARTER LOKAL KOMBUCHA”.

1.2 Rumusan Masalah

Adapun masalah yang akan diteliti dapat dirumuskan dalam bentuk

pertanyaan-pertanyaan sebagai berikut :

1. Apakah isolat bakteri asam asetat (BAA) dan khamir yang diperoleh dari
buah Nipah (Nypa fruticans) dapat bersinergi ?

2. Bagaimanakah karakteristik isolat bakteri asam asetat (BAA) dan khamir
yang diperoleh dari buah Nipah (Nypa fruticans) ?

3. Apakah isolat Khamir yang diperoleh dari buah Nipah (Nypa fruticans)

merupakan jenis khamir fermentatif ?

1.3  Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas sinergisme dan
karakteristik isolat bakteri asam asetat dan khamir fermentasi asal buah Nipah

(Nypa fruticans) dalam upaya pengembangan starter lokal kombucha.

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang diharapkan dari hasil penelitian ini adalah :
1. Untuk dapat mengembangkan dan memanfaatkan sumber daya lokal,

yaitu buah nipah (Nypa fruticans).



2. Untuk memberikan informasi tentang potensi mikroba yang terdapat
pada buah nipah (Nypa fruticans).

3. Untuk menambah koleksi isolat mikroba di Laboratorium Biologi FST

UIN Ar-Raniry.




BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Sinergisme

Beberapa macam mikroorganisme pada suatu media atau substrat akan
saling mempengaruhi dan berinteraksi antara satu sama lain (Waluyo, 2004).
Sinergi atau interaksi positif dapat berlangsung pada suatu mikroorganisme
seperti bakteri, dengan perilaku saling bekerja sama dalam suatu habitat pada
bentuk konsorsium (Bailey et al., 2006). Konsorsium merupakan gabungan
beberapa jenis mikroorganisme yang dapat bekerjasama (Thompson et al., 2005).
Suatu konsorsium yang saling bersinergi akan saling menggunakan nutrisi yang
sama dan akan menghasilkan suatu produk yang dapat menunjang pertumbuhan
suatu isolat tunggal dalam artian produk tersebut dapat dimanfaatkan bersama —
sama (Bailey et al., 2006). Kondisi substrat yang mencukupi membuat hubungan
antara mikroba konsorsium tetap saling bersinergi dan tidak saling mengganggu,
sehingga perombakan nutrisi lebih efisien selama proses pengolahan (Asri dan
Enny, 2016).

Mekanisme kerjasama terjadi dalam kondisi kompetisi yang seimbang
antara jenis mikroorganisme pada konsorsium. Eleminasi akan terjadi apabila
kompetisi tidak seimbang dalam artian terdapat jenis yang mempunyai
kemampuan kompetisi yang rendah (lemah) dan tinggi (Zhang, 2003).
Antagonisme akan terjadi pada interaksi yang negatif, apabila salah satu jenis
mikroorganisme pada konsorsium menghasilkan suatu zat yang dapat

menghambat populasi lain pada konsorsium tersebut (Atlas dan Bartha, 1998).



2.2 Bakteri Asam Asetat (BAA)

Bakteri asam asetat adalah bakteri penghasil asam asetat yang merupakan
salah satu kelompok bakteri yang penting dalam fermentasi makanan. Bakteri ini
tumbuh dengan baik pada pH dibawah 5,0, bersifat Gram negatf, asam toleran,
aerob obligat dan berbentuk batang motil. Melalui proses oksidasi etanol, bakteri
asam asetat memperoleh energi. Berikut reaksi oksidasi etanol menjadi asam

asetat (Kusnadi, 2018).

2CHOH + 0, —— 2CH;COOH + H,0
Etanol Acetobacter asam asetat

Genus Acetobacter ini masuk dalam family Acetobacteriaceae dari
Alphaproteobacteria. Genus — genus dari family ini antara lain, Acetobacter,
Gluconobacter, Acidomonas, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter,
Neoasaia, Granulibacter, Frateuria, Ameyamaea dan Tanticharoenia (Hidayat,
Nur.,dkk, 2018).

Bakteri ini terdapat di buah maupun 6rgani tanaman dari hasil etanol yang
dihasilkan dari fermentasi karbohidrat oleh khamir. Asetat dapat dioksidasi oleh
Acetobacter menjadi karbon dioksida dan air dalam proses overoksidasi. Namun,
proses tersebut tidak dialami pada Gluconobacter. Kegiatan utama bakteri asam
asetat ialah untuk menghasilkan cuka (Kusnadi, 2018).

Acetobacter xylinum dapat menghasilkan nata yang merupakan bioselulosa
atau selulosa sintetik. Pembentukan bioselulosa oleh bakteri asam asetat
membutuhkan tiga komponen utama yaitu, gula, asam 6rganic dan mineral. Oleh
karena Itu, pada saat proses fermentasi berlangsung harus diperhatikan kandungan

gula sebagai nutrisi bagi bakteri tersebut. Konsentrasi gula yang ditambahkan juga



harus diperhatikan, karena apabila gula yang ditambahkan terlalu banyak maka
akan menyebabkan bakteri mengalami 7rganic7sis (kematian) (Warisno dan K.
Dahana, 2009).

Bakteri asam asetat tumbuh optimal pada media yang asam, maka apabila
media tumbuh seperti the kombucha yang sudah terkandung gula, asam 7rganic
dan mineral memiliki pH yang masih tinggi, harus ditambahi dengan asam
7rganic lemah untuk menurunkan derajat keasaman media. Banyaknya asam
7rganic lemah yang ditambahkan tergantung pada pH media sebelumnya.
Takarannya, untuk mengasamkan media sebanyak 15 — 20 liter maka dibutuhkan

asam 7rganic lemah atau cuka sebanyak 100 ml (Warisno dan K. Dahana, 2009).

23 Khamir (yeast)

Jamur uniseluler disebut dengan khamir (yeast) (Piryadi, 2013). Khamir
biasanya terdapat pada buah dan 7lcoho tanaman yang mengandung banyak
nutrisi dan karbohidrat. Khamir umumnya dapat di konsumsi, sangat jarang yang
bersifat 7lcohol7. Terdapat sekitar 500 spesies khamir, tetapi hanya beberapa
spesies tertentu saja yang dapat dimanfaatkan untuk membuat minuman
fermentasi (Kusnadi, 2018).

Jenis — jenis khamir yang berperan diantara kelompoknya antara lain,
Saccharomyces ellopsoides yang berperan dalam proses perubahan gula menjadi
7lcohol pada cairan buah anggur (pengkhamiran). Sedangkan dalam proses
fermentasi cuka (vinegar) dan pembentukan khamir pada roti yang berperan
adalah Saccharomyces cerevisiae (Jaelani, 2008)

Khamir (yeast) Saccharomyces cerevisiae merupakan jenis mikroba yang

dapat merombak gula menjadi 7lcohol (Suprapti, 2005).  Saccharomyces



cerevisiae dapat memfermentasi glukosa tapi tidak dapat memfermentasi pati atau
laktosa secara langsung. Produk yang dapat dihasilkan oleh khamir adalah etanol,

CO,, rasa dan aroma (Kusnadi, 2018).

2.4 Tanaman Nipah (Nypa fruticans)

Nipah (Nypa fruticans) merupakan tanaman yang terdapat di muara sungai
(air payau) dan di daerah pantai. Tanaman nipah (Nypa fruticans) termasuk
kedalam anggota tumbuhan palem (palmae). Tumbuhan nipah (Nypa fruticans)
yang berada pada pantai akan berfungsi dalam perlindungan terhadap abrasi
gelombang laut serta sebagai tempat bersarangnya biota perairan lain, ikan dan
burung.

Masyarakat yang bermukim disekitar pantai masih sangat sedikit
memanfaatkan tumbuhan nipah (Nypa fruticans). Pemanfaatannya seperti
menggunakan bagian daun untuk atap rumah, tulang daun untuk sapu lidi dan
pelepah untuk kayu bakar. Sedangkan buah nipah (Nypa fruticans) kebanyakan
tidak dimanfaatkan, sering kali dibiarkan sampai rontok sendiri dan kemudian
hanyut terbawa arus tanpa termanfaatkan.

Buah nipah (Nypa fruticans) yang bergerombol pada suatu tandan
dikelompokkan menurut perkembangannya, yaitu buah putik, buah muda, buah
matang dan buah tua. Buah putik berukuran sebesar kelereng (sangat kecil)
sedangkan buah muda merupakan buah yang menimbun cadangan makanan (gula)
pada bakal buah. Tandan buah muda umumnya disadap untuk pembuatan gula
aren dan memperoleh air nira. Buah matang memiliki rasa yang manis, berwarna

putih dan bertekstur liat serta umumnya diolah menjadi kolang — kaling. Buah tua



umumnya sulit dimanfaatkan dan banyak terbuang akibat kulitnya keras dan
terlalu tebal. Daging buah nipah (Nypa fruticans) berwarna putih terbungkus kulit
sabut keras bewarna cokelat. Kandungan didalam daging buah nipah (Nypa
fruticans) berupa karbohidrat berupa pati dan gula untuk bahan pangan dan pakan

yang mempunyai nilai gizi tinggi (Khalil dan T. Hidayat, 2006).

2.5 Starter

Populasi mikroba dengan jumlah dan kondisi fisiologis yang telah siap
untuk diinokulasikan pada media fermentasi disebut dengan starter (Fikania,
2016). Sejumlah mikroorganisme hidup yang dimanfaatkan dalam meningkatkan
dan mempercepat proses fermentasi disebut dengan starter. Sebagai starter,
mikroorganisme tersebut harus bermanfaat dengan aktivitas 9lcohol9¢ yang dapat
berpengaruh dalam proses fermentasi sesuai dengan yang kita inginkan. Selain itu,
starter harus dapat beradaptasi dengan kondisi lingkungan fermentasi, seperti
halnya starter pada fermentasi asetat yang harus mampu mentoleransi kandungan
asetat dan 9lcohol yang tinggi (Hidayat, 2018).

Starter mikroba dapat dijumpai dalam berbagai bentuk, seperti starter
dalam pembuatan roti dan pembuatan the kombucha. Pada pembuatan roti starter
yang digunakan yaitu ragi, yang umumnya terdiri dari berbagai bakteri dan fungi
(khamir
dan kapang) (Fikania, 2016). Sedangkan pada the kombucha starter tersebut
merupakan cairan induk yang digunakan sebagai bibit. Pada tahap inokulasi,
cairan starter ini digunakan sebagai sumber keberadaan bakteri asam asetat dan

khamir (Naland, 2008).
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2.6 Kombucha

Jamur kombucha atau disebut dengan nama SCOBY (Symbiotic Culture
Of Bacteria And Yeast) (Sussman, 2014) merupakan membran jaringan jamur
yang bersifat gelatinoid dan berbentuk piringan datar. Bersama larutan nutrisi teh
dan gula kombucha tumbuh selama proses fermentasi. Piringan SCOBY
kombucha awalnya akan tumbuh meluas sesuai area permukaan wadah teh,
selanjutnya akan menebal apabila dirawat secara baik dan benar serta tercukupi
kebutuhan nutrisi dari jamur kombucha tersebut (Hartanto, 2015).

Teh kombucha adalah minuman tradisional dari hasil fermentasi larutan
teh dan gula serta membutuhkan starter jamur komucha atau SCOBY yaitu
Acetobacter xylinum dan beberapa jenis khamir. Proses fermentasi berlangsung
selama 8-12 hari. Berbagai macam penyakit dapat diobati dengan kombucha,
antara lain untuk obat sembelit, memperbaiki fungsi alat pencernaan dan kondisi
tubuh, penawar racun, membantu melawan Arteriosclerosis dan membunuh
kanker. Asam glukoronat yang terkandung pada teh kombucha dapat memperkuat
imun tubuh terhadap infeksi luar, serta dapat mengikat racun dan dikeluarkan dari
tubuh melalui usus (Hartanto, 2015).

Bakteri asam asetat bersama khamir (yeast) melakukan proses yang
penting dalam pembuatan teh kombucha. Setelah diidentifikasi terdapat lebih
kurang lima jenis bakteri asam asetat pada kombucha, yaitu Acetobacter xylinum,
xylinoides, gluconicum, Acetobacter ketogenum, Pichia fermentas, dan Torula
variestas. Proses fermentasi berlangsung dengan aktivitas bakteri asam asetat
bersimbiosis dengan khamir (yeasf) sehingga menghasilkan zat — zat yang

bermanfaat untuk tubuh, antara lain seperti vitamin Bl, B6, B12, asam
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glukoronat, asam hyaluronic, asam kondroitin sulfat, dan beberapa enzim yang
berperan baik didalam tubuh.

Kedua jenis mikroba tersebut membentuk koloni dan hidup bergantung
satu sama lain. Simbiosis antara bakteri asam asetat dan khamir tersebut
mengakibatkan organisme patogen sulit untuk dapat mengontaminasi relasi kedua
mikroba ini. Kondisi asam hasil dari proses fermentasi lebih mempersulit lagi
organisme lain yang tidak sesuai dengan kondisi pH yang rendah. Sehingga, tidak
perlu khawatir untuk mengkonsumsi teh kombucha (Naland, 2008).

Bioselulosa kombucha terbentuk dari tahap awal fermentasi dengan
oksigen yang sedikit. Pada proses ini enzim yang dihasilkan organisme akan
merombak gula menjadi alkohol (etanol) dan gas CO,. Apabila fermentasi
berlangsung pada kondisi cukup oksigen, maka proses fermentasi tidak terjadi,
sehingga etanol tidak dapat dihasilkan melainkan hanya CO, dan air. Selanjutnya
terjadi kenaikan suhu, sehingga kondisi lingkungan panas. Khamir (yeast)
mengawali tahap awal dengan merombak fruktosa dan sukrosa (gula) bekerja
sama dengan enzim ekstraseluler sehingga yang dihasilkan bukan glukosa,
melainkan alkohol (etanol) dan gas CO,. Kemudian hasil tersebut bereaksi dengan
air, lalu menghasilkan senyawa asam karbonat. Koloni khamir (yeast) dan bakteri
asam asetat akan berkumpul pada selulosa yang terbentuk setelah beberapa hari
melakukan tugasnya. Selulosa yang terbentuk berupa lapisan berwarna putih dan
kenyal. Lapisan tersebut merupakan Scoby kombucha yang dapat digunakan lagi
dalam proses pembentukan kombucha berikutnya (Naland, 2008).

Terdapat beberapa faktor lingkungan yang dapat mempengaruhi kecepatan

fermentasi asam asetat, antara lain suhu, pH, konsentrasi etanol, konsentrasi
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inokulum, dan sebagainya. Suhu 30° C merupakan suhu optimal fermentasi asam
asetat. Acetobacter sp. tumbuh dengan sangat lambat pada suhu 12° — 15°C, pada
suhu 15° — 34° C tumbuh dengan normal, dan akan tumbuh optimal pada suhu 28°
— 34° C. Pertumbuhan optimal berdasarkan pH yaitu 6,0 atau sekitar pH 5,0 — 7,0
serta etanol akan dioksidasi pada pH 4,5 untuk menjadi asam asetat, sedangkan
konsentrasi etanol yang dibutuhkan antara 5 — 12% (Wignyanto dan N. Hidayat,

2017).



BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

31 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus hingga Desember 2019.
Tahap peremajaan isolat, karakterisasi morfologi, pewarnaan Gram isolat bakteri
dan pewarnaan sederhana pada isolat khamir, uji sinergisme dan Analisa data
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Prodi Biologi, Fakultas Sains dan
Teknologi UIN Ar — Raniry Banda Aceh. Uji khamir fermentatif pada sumber

karbohidrat dilakukan di UPTD Balai Laboratorium Kesehatan.

3.2  Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Adapun total persiapan dan pelaksanaan penelitian selama 5 bulan yang
dimulai pada bulan Agustus 2019 sampai dengan Desember 2019. Jadwal
dilaksanakannya penelitian ini dapat dilihat pada tabel 3.1 berikut ini :

Tabel 3.1 Jadwal penelitian

No Aktivitas Agustus | September | Desember

1. | Persiapan alat dan bahan

2. | Sterilisasi alat

3. | Pembuatan media MHA, GYC
dan MEA.

4. | Peremajaan isolat BAA dan
Khamir

5. | Uji sinergisme isolat BAA dan
Khamir

6. | Peremajaan isolat BAA dan
Khamir

7. | Karakterisasi morfologi isolat
BAA dan Khamir

8. | Pewarnaan Gram isolat BAA

13



14

9. | Pewarnaan sederhana terhadap
isolat Khamir

10. | Peremajaan isolat BAA dan
Khamir

11. | Pembuatan media PDB

12. | Uji fermentasi 3 jenis karbohidrat
pada isolat khamir

13. | Analisa data

3.3  Objek Dan Sampel
1. Objek
Adapun objek pada penelitian ini adalah isolat bakteri asam asetat (BAA)
dan isolat khamir yang diperoleh dari buah Nipah (Nypa fruticans),
1. Sampel
Sampel pada penelitian ini adalah isolat bakteri asam asetat (BAA) dan
isolat khamir yang diperoleh dari buah Nipah (Nypa fruticans), melalui

komunikasi pribadi dengan Ibu Diannita Harahap, M.Si.

3.4  Alat dan Bahan

Alat - alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf, oven,
inkubator, lemari pendingin, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, kertas
HVS, gelas ukur, bunsen, gelas kimia, erlenmeyer, kertas label, timbangan
analitik, pipet tetes, pipet ukur, jarum ose, spatula, plastic wrap, aluminium foil,
botol semprot, hot plate, magnetic stirrer, waterbath, kamera, tabung durham,
gelas objek, gelas penutup, pinset, mikroskop, loop dan LAF (Laminar Air Flow).

Sementara itu, bahan-bahan yang digunakan selama penelitian adalah

adalah isolate BAA (Bakteri Asam Asetat) dan isolat khamir yang diperoleh dari
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buah Nipah (Nypa fruticans), media GYC (Glucose Yeast Carbonat), media MEA
(Malt Extract Agar), media MHA (Mueller Hinton Agar), media PDB (Potato
Dextrose Broth ), indikator BCP (Bromocresol Purple), aquadest, kristal violet,
safranin, larutan iodine kompleks, alkohol 70%, alkohol 96%, Methylene blue,

NaCl fisiologis, glukosa, sukrosa, dan laktosa.

3.5 Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini ialah menggunakan metode
deskriptif dengan cara mendeskripsikan atau menggambarkan data yang telah

terkumpul sebagaimana adanya.

3.6  Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Media

Pembuatan media MEA (Malt Extract Agar) dilakukan dengan
menimbang media sebanyak 9,6 gr untuk selanjutnya dilarutkan dengan aquadest
sebanyak 200 ml didalam erlenmeyer. Media tersebut dihomogenkan diatas /ot
plate dengan bantuan magnetic stirrer. Setelah media homogen secara merata, lalu
tutup bagian atas erlenmeyer dengan alumunium foil dan balut kembali dengan
plastic wrap. Selanjutnya, erlenmeyer dibungkus dalam plastik dan diikat dengan
karet lalu disterilisasi dengan pemanasan basah menggunakan autoklaf selama 15
menit pada suhu 121°C.

Pembuatan media GYC (Glucose Yeast Carbonat) dilakukan dengan
menimbang beberapa bahan, antara lain D-glukosa sebanyak 10 gr, Yeast Extract

sebanyak 2 gr, agar sebanyak 4 gr dan kalsium karbonat (CaCOj3) sebanyak 1 gr.
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Kemudian bahan — bahan tersebut dimasukkan ke dalam Erlenmeyer, lalu
dilarutkan dengan aquadest sebanyak 200 ml. Media tersebut dihomogenkan
diatas hot plate dengan bantuan magnetic stirrer hingga merata, lalu tutup bagian
atas erlenmeyer dengan alumunium foil dan balut kembali dengan plastic wrap.
Selanjutnya, erlenmeyer dibungkus dalam plastik dan diikat dengan karet lalu
disterilisasi dengan pemanasan basah menggunakan autoklaf selama 15 menit
pada suhu 121°C.

Pembuatan media PDB (Potato Dextrose Broth) dilakukan dengan
menimbang media sebanyak 4,8 gr untuk selanjutnya dilarutkan dengan aquadest
sebanyak 200 ml didalam erlenmeyer. Media tersebut dihomogenkan diatas /ot
plate dengan bantuan magnetic stirrer. Setelah media homogen secara merata, lalu
tutup bagian atas erlenmeyer dengan alumunium foil dan balut kembali dengan
plastic wrap. Selanjutnya, erlenmeyer dibungkus dalam plastik dan diikat dengan
karet lalu disterilisasi dengan pemanasan basah menggunakan autoklaf selama 15
menit pada suhu 121°C.

Pembuatan media MHA (Mueller Hinton Agar) dilakukan dengan
menimbang media sebanyak 7,6 gr untuk selanjutnya dilarutkan dengan aquadest
sebanyak 200 ml didalam erlenmeyer. Media tersebut dihomogenkan diatas 4ot
plate dengan bantuan magnetic stirrer. Setelah media homogen secara merata, lalu
tutup bagian atas erlenmeyer dengan alumunium foil dan balut kembali dengan
plastic wrap. Selanjutnya, erlenmeyer dibungkus dalam plastik dan diikat dengan
karet lalu disterilisasi dengan pemanasan basah menggunakan autoklaf selama 15

menit pada suhu 121°C.
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2. Peremajaan Isolat

Biakan mikroba diremajakan dengan memperbarui dan memindahkan
isolat dari biakan lama ke media tumbuh yang baru (Machmud, 2001). Isolat
bakteri asam asetat diremajakan dengan cara digores pada media GYC (Glucose
Yeast Carbonat) steril pada cawan petri dan tabung reaksi dalam bentuk agar
miring. Begitu juga halnya dengan isolat khamir yang diremajakan dengan cara
digores pada media MEA (Malt Extract Agar) steril pada cawan petri dan tabung
reaksi dalam bentuk agar miring. Kemudian diinkubasi pada inkubator selama 24

- 48 jam.

3. Karakterisasi Morfologi

Karakterisasi Morfologi dilakukan dengan mengamati morfologi bakteri
yang telah diremajakan berumur 24 — 48 jam, morfologi koloni yang diamati
meliputi bentuk, elevasi, tepian, dan warna. Morfologi sel berdasarkan hasil
pewarnaan Gram yang meliputi bentuk sel dan sifat Gram. Pertama — tama kaca
benda dibersihkan menggunakan alkohol 70 %, lalu biakan bakteri diambil dari
stok menggunakan jarum ose diratakan diatas kaca benda (preparat) yang telah
ditetesi NaCl fisiologis sambil diratakan. Kemudian difiksasi diatas api bunsen
lalu ditetesi dengan zat warna kristal violet selama 1 menit, agar zat warna
meresap pada bakteri. Preparat kemudian dibilas dengan aquadest dan ditetesi
dengan larutan iodine kompleks. Kemudian ditunggu selama 1 menit lalu dibilas
dengan aquadest. Preparat ditetesi dengan alkohol 96% selama 30 detik kemudian

dibilas dengan aquadest. Tahap selanjutnya preparat ditetesi dengan zat warna
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safranin, lalu ditunggu 1 menit. Setelah itu dikeringkan dan diamati dibawah
mikroskop (Nainggolan, 2009).

Karakterisasi khamir dilakukan dengan mengamati morfologi secara
makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan morfologi makroskopis meliputi
bentuk koloni, elevasi, warna, tepian dan tekstur permukaan. Pengamatan secara
mikroskopik, merupakan pengamatan sel yang dilakukan menggunakan
mikroskop dengan pewarnaan menggunakan Methylene blue untuk melihat bentuk

sel (Suryaningsih.,dkk, 2018).

4. Pengujian Aktivitas Sinergisme

Masing-masing isolat BAA dan khamir yang telah diremajakan berumur
24 jam digoreskan bersinggungan satu sama lain menggunakan metode gores pada
media MHA (Mueller Hinton Agar) sehingga antar isolat akan bertemu.
Diinkubasi 24 jam dan diamati apakah terdapat zona bening atau zona hambat
diantara dua isolat yang bersinggungan. Isolat dikatakan bersinergi (kompatibel)
apabila tidak terdapat zona penghambatan pada daerah pertemuan kedua isolat,
dan dikatakan tidak bersinergi (kompatibel) apabila terdapat zona penghambatan

pada daerah pertemuan kedua isolat tersebut (Asri dan Enny, 2016).

5. Karakterisasi Khamir Fermentatif
Karakterisasi khamir fermentatif dapat dilakukan dengan uji fermentasi
khamir pada sumber karbohidrat yang berbeda. Karbohidrat yang digunakan
adalah glukosa, sukrosa, dan laktosa. Sebanyak 0.1 ml isolat khamir kedalam

media PDB (Potato Dextrose Broth) diinokulasikan pada medium yang
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mengandung glukosa, sukrosa dan laktosa 0.2 ml. Isolat selanjutnya diinkubasi
selama 7 — 14 hari pada suhu ruang dan diamati perubahannya. Uji fermentasi
akan menunjukkan hasil positif apabila warna media PDB yang bercampur
dengan larutan karbohidrat indikator BCP (Bromcresol Purple) berubah menjadi
semakin jernih, lalu akan terdapat gelembung pada tabung durham. Uji dilakukan

dengan melakukan dua ulangan (duplo) (Widiastutik dan Alami, 2014).

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini dianalisa secara deskriptif.
Morfologi koloni dan sel isolat akan disajikan pada tabel berupa gambar beserta
karakteristiknya. Kemudian akan disajikan bentuk isolat bersinergi pada suatu
media. Selanjutnya disajikan data dan gambar dari isolat khamir setelah

diinkubasi pada media yang mengandung 3 jenis karbohidrat yang berbeda.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil dan Pembahasan
4.1.1 Karakteristik Bakteri Asam Asetat Asal Nipah (Nypa fruticans)

Pada penelitian ini diperoleh 4 isolat murni BAA (bakteri asam asetat) yang
kembali di remajakan pada media GYC (Glucose, Yeast Extract, Calcium
Carbonate) kemudian diinkubasi selama 24 — 48 jam. Karakteristik isolat BAA
setelah diremajakan kembali dapat dilihat pada tabel 4.1 sebagai berikut :

Tabel 4.1 Karakteristik isolat bakteri asam asetat asal Nipah (Nypa fruticans)

No Kode Isolat Tepian Koloni Bentuk Koloni Elevasi Koloni Warna Koloni

1. DFA1 Rata Bulat Cembung Krim
2. DFA2 Berlekuk Tidak Beraturan Timbul Krim
3. DFA3 Berlekuk Tidak Beraturan Datar Krim
4. DFA4 Berlekuk Tak Beraturan Seperti Tombol  Krim

Morfologi koloni isolat dengan kode DFA 1 memiliki bentuk koloni bulat,
tepian koloni yang rata, elevasi koloni cembung, ukuran titik dan berwarna krim.
Isolat dengan kode DFA 2 memiliki bentuk koloni tidak beraturan, tepian koloni
yang berlekuk, elevasi koloni timbul, berukuran kecil dan berwarna krim.
Morfologi koloni isolat dengan kode DFA 3 memiliki bentuk koloni tidak
beraturan, tepian koloni yang berlekuk, elevasi koloni datar, berukuran kecil dan
berwarna krim. Sedangkan isolat dengan kode DFA 4 memiliki bentuk koloni
tidak beraturan, tepian koloni yang rata, elevasi koloni seperti tombol, berukuran

kecil dan berwarna krim.
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Tabel 4.2. Morfologi koloni isolat bakteri asam asetat asal Nipah (Nypa fruticans)

No. Kode Gambar
Isolat
1 DFA 1
2 DFA 2

3 DFA 3
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4 DFA 4

Selain itu, dilakukan pengamatan morfologi sel dengan pewarnaan Gram.
Hasil pewarnaan Gram menunjukkan ke empat isolat bakteri asam asetat DFAI,
DFA2, DFA3 dan DFA4 ialah memiliki sifat Gram negatif dengan bentuk sel
batang (basil), seperti yang dapat dilihat pada tabel 4.3 berikut ini:

Tabel 4.3 Karakteristik sel isolat bakteri asam asetat asal Nipah (Nypa fruticans)

No Kode Isolat Gram Bentuk Sel
1. DFA1 Negatif Batang
2. DFA2 Negatif Batang
3. DFA3 Negatif Batang
4. DFA4 Negatif Batang

Keseluruhan isolat DFA 1 sampai DFA 4 memiliki ciri bentuk sel basil
(batang) dan Gram negatif. Bakteri Gram negatif mempunyai kandungan lipid
yang tinggi pada struktur dinding selnya, sehingga akan terlihat berwarna merah

karena kompleks zat warna kristal violet hingga iodin akan larut saat diberi
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larutan alkohol 96% (decolorizer), maka yang diambil ialah warna merah dari zat
safranin (Fitri dan Yekki, 2011).

Seperti halnya pada penelitian Yeni et al., (2011) yang mengisolasi BAA
pada nira nipah, diperoleh enam isolat BAA yang memiliki morfologi sel bentuk
basil (batang) dan bersifat Gram negatif. Bakteri asam asetat menurut Nainggolan
(2009) salah satunya bakteri Acetobacter sp. bersifat Gram negatif dan berbentuk
bulat lonjong sampai batang pendek. Williams dan Cannon (1989), menyatakan
bahwa bakteri asam asetat memiliki ciri sel — selnya berbentuk basil dan
merupakan bakteri Gram negatif. Berdasarkan beberapa pernyataan diatas, maka
keempat isolat BAA pada penilitian ini dapat digolongkan kedalam anggota

kelompok bakteri asam asetat.

Tabel 4.4 Morfologi sel isolat bakteri asam asetat asal Nipah (Nypa fruticans)

No. Kode Gambar
Isolat

1 DFA 1

DFA1

(Pembesaran Mikroskop 100 kali)




(Pembesaran Mikroskop 100 kali)
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4.1.2 Karakteristik Khamir Asal Nipah (Nypa fruticans)

Khamir diperoleh sebanyak 4 isolat murni yang kembali diremajakan pada
media MEA (Malt Extract Agar) dengan metode gores kuadran kemudian
diinkubasi selama 24 — 48 jam. Dilakukan pengamatan morfologi koloni yang
menunjukkan ciri morfologi masing-masing isolat seperti yang dapat dilihat pada
tabel 4.5 sebagai berikut:

Tabel 4.5 Karakteristik isolat khamir asal Nipah (Nypa fruticans)

No Kode Tepian Bentuk Elevasi  Warna Tekstur
Isolat Koloni Koloni Koloni Koloni Permukaan
1. DFK'1 Bergelombang Bulat Datar Putih Kapas
Kekuningan
2. DFK 2 Rata Bulat Datar Krim Padat
3. DFK3  Berlekuk Tidak  Datar Putih Keriput
Beraturan Kekuningan
4. DFK 4 Bergelombang Tidak Datar Putih Keriput
Beraturan Kekuningan

Morfologi koloni isolat dengan kode DFK 1 memiliki bentuk koloni yang
bulat, pinggiran koloni bergelombang, elevasi koloni datar, berukuran sedang,
berwarna putih kekuningan dan tekstur permukaan kapas. Isolat dengan kode
DFK 2 memiliki bentuk koloni yang bulat, pinggiran koloni rata, elevasi koloni
datar, berukuran kecil, berwarna krim dan tekstur permukaan padat. Isolat dengan
kode DFK 3 memiliki bentuk koloni yang tidak beraturan, pinggiran koloni
berlekuk, elevasi koloni datar, berukuran besar, berwarna putih kekuningan dan
tekstur permukaan keriput. Sedangkan isolat dengan kode DFK 4 memiliki bentuk
koloni yang tidak beraturan, pinggiran koloni bergelombang, elevasi koloni datar,

berukuran sedang, berwarna putih kekuningan dan tekstur permukaan keriput.



Tabel 4.6 Morfologi koloni isolat khamir asal Nipah (Nypa fruticans)

Gambar

Kode

No. Isolat
1 DFK 1
2 DFK 2
3 DFK 3

26
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4 DFK 4

Selain itu, dilakukan pengamatan morfologi sel khamir dengan pewarnaan
sederhana menggunakan larutan methylene blue, kemudian diamati dibawah
mikroskop pada pembesaran 100 kali seperti yang tampak pada tabel 4.7 sebagai

berikut:

Tabel 4.7 Karakteristik sel isolat khamir asal Nipah (Nypa fruticans)

No Kode Bentuk Sel
1. DFK 1 Bulat
2. DFK 2 Bulat
3. DFK 3 Bulat
4. DFK 4 Bulat

Keseluruhan isolat DFK 1 sampai DFK 4 memiliki ciri dengan bentuk sel
bulat. Tampak terdapat sel khamir yang mati dan hidup seperti yang dapat dilihat
pada tabel 4.8. Menurut Fugelsang dan Edwards (2007) pewarnaan sederhana
dengan menggunakan methylene blue akan menyebabkan sel khamir yang hidup

mereduksi methylene blue sehingga warna koloni khamir hidup memudar.
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Sedangkan sel khamir yang mati akan mengoksidasi methylene blue sehingga

warna koloni khamir mati berwarna biru sampai kehitaman.

Tabel 4.8 Morfologi sel isolat khamir asal Nipah (Nypa fruticans)

No. Kode Gambar
Isolat
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(Pembesaran Mikroskop 100 kali)
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-
3 DFK 3 : t

DFK 3

(Pembesaran Mikroskop 100 kali)

L
4 | DFK4 . '\ L

DFK 4

(Pembesaran Mikroskop 100 kali)

Pada penelitian yang dilakukan Risky et al, (2019), yang berhasil
memperoleh 4 isolat khamir hasil isolasi dari buah kersen (Muntingia calabura).
Hal tersebut didukung oleh pernyataan Mahreni (2011) bahwa khamir banyak
ditemukan di berbagai tempat terutama pada tumbuhan seperti buah-buahan, biji-
bijian dan makanan yang mengandung gula. Oleh karena itu isolat khamir berhasil
diisolasi dari buah — buahan seperti buah nipah (Nypa fruticans) maupun buah
kersen (Muntingia calabura). Selanjutnya pada penelitian yang dilakukan

Suryaningsih et al., (2018), yang mengisolasi khamir dari jus buah sirsak (4nnona
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muricata L.) dengan ciri bentuk koloni khamir bulat, tepian rata, dengan warna
putih hampir krem elevasi yang menonjol dan permukaan koloni khamir yang
mengkilap.

4.1.3 Uji Aktivitas Sinergisme Isolat BAA dan Isolat Khamir Asal Buah
Nipah (Nypa fruticans).

Uji aktivitas sinergisme dilakukan pada masing — masing isolat BAA dan isolat
khamir dengan metode gores. Secara aseptis isolat digores bersinggungan sehingga
goresan antar isolat saling bertemu. Isolat BAA dengan kode DFA 1 dan DFA 2
digoreskan pada 1 petri disk lalu masing - masing dipasangkan dengan isolat khamir
DFK 1, DFK 2, DFK 3, DFK 4. Sedangkan pada petri disk lain digoreskan isolat BAA
dengan kode DFA 3 dan DFA 4 lalu masing - masing dipasangkan dengan isolat khamir
DFK 1, DFK 2, DFK 3, DFK 4. Setelah proses inokulasi, selanjutnya diinkubasi selama
24 jam sehingga diketahui hasil pengujian pasangan isolat BAA dan khamir asal buah

nipah (Nypa fruticans) seluruhnya saling bersinergi (kompatibel).

Tabel 4.9 Sinergi antar isolat bakteri asam asetat dan khamir asal Nipah (Nypa

fruticans).
Isolat DFA 1 DFA 2 DFA 3 DFA 4
DFK 1 = = + +
DFK 2 + & + +
DFK 3 - + + +
DFK4 + + + +

Keterangan :

+ = Sinergis

- = Antagonis



31

Adapun hasil goresan yang saling bersinergi antara isolat BAA dan khamir

dapat dilihat seperti pada gambar 4.1 dan gambar 4.2 sebagai berikut :

.
~—

DFA2

Gambar 4.1 Sinergi antar isolat DFA 1 dan DFA 2 dengan DFK 1, DFK 2, DFK 3
dan DFK 4.

Gambar 4.2 Sinergi antar isolat DFA 3 dan DFA 4 dengan DFK 1, DFK 2, DFK 3
dan DFK 4.

Tujuan dasar dari penelitian ini yaitu berupaya untuk pengembangan
starter lokal kombucha. Oleh karena itu, setelah dilakukan serangkaian proses
karakterisasi terhadap masing — masing isolat bakteri asam asetat dan khamir asal
buah nipah, selanjutnya dilakukan uji aktivitas sinergisme antara keduanya. Suatu
konsorsium dikatakan saling sinergis (kompatibel) apabila tidak terdapat zona
hambatan pada daerah di bagian pertemuan goresan antara kedua isolat (Silitonga

et al., 2013). Tidak terdapat suatu zona hambat yang terbentuk, berarti kedua jenis
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mikroorganisme (konsorsium) tersebut mempunyai hubungan yang tidak
merugikan dan mutualistik. Siahaan ef al., (2013), menyatakan bahwa hal tersebut
menunjukkan kerja enzim pada setiap mikroorganisme dapat saling mendukung
dan melengkapi untuk bertahan hidup dengan sumber nutrisi yang terkadung
didalam suatu media atau substrat.

Beberapa isolat yang berada pada suatu konsorsium akan berasosiasi
menghasilkan produk yang lebih baik dari pada produk hasil dari isolat tunggal.
Seperti halnya pada penelitian Yurliasni et al., (2019), pada pengujian aktivitas
antioksidan yang dilakukannya diketahui bahwa aktivitas antioksidan meningkat
diduga akibat terbentuknya asam-asam organik yang diproduksi oleh bakteri asam
laktat dan khamir yang bersifat sinergis. Sehingga sesuai dengan pernyataan
Siahaan ef al., (2013) diatas, bahwa produk yang dihasilkan oleh mikroorganisme
pada suatu konsorsium akan lebih baik dari pada produk dari isolat tunggal
apabila saling bersinergi. Isolat BAA dan isolat khamir asal buah nipah (Nypa
fruticans) diketahui bersinergi sehingga interaksi yang terjadi ialah interaksi
positif. Hal tersebut menunjang potensi isolat BAA dan isolat khamir asal buah
nipah (Nypa fruticans) untuk dapat dijadikan starter lokal kombucha.

Deng dan Wang (2016), menyatakan bahwa mekanisme sinergisme antar
isolat dalam konsorsium masih belum diketahui dengan pasti, namun beberapa
penelitian menduga disebabkan karena beberapa faktor antara lain: (1) salah satu
anggota genus mampu menyediakan satu atau lebih faktor nutrisi yang tidak dapat
disintesis oleh anggota genus yang lain, (2) salah satu anggota genus yang tidak
mampu mendegradasi bahan organik tertentu akan bergantung pada anggota genus

yang mampu menyediakan hasil degradasi bahan organik tersebut, (3) salah satu
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anggota genus melindungi anggota genus lain yang sensitif terhadap bahan
organik tertentu dengan menurunkan konsentrasi bahan organik yang bersifat
toksik dengan cara memproduksi faktor protektif yang spesifik maupun non
spesifik.

4.14 Uji Fermentasi Khamir Asal Buah Nipah (Nypa fruticans) Pada

Karbohidrat.

Karakterisasi isolat khamir asal buah nipah (Nypa fruticans) pada
penelitian ini dilakukan dengan menguji kemampuan isolat khamir dalam
fermentasi sumber karbohidrat berupa glukosa, sukrosa dan laktosa. Hasil
pengujian menunjukkan bahwa isolat khamir DFK 1, DFK 2, DFK 3 dan DFK 4
merupakan khamir fermentatif pada jenis karbohidrat berupa glukosa. Pada jenis
karbohidrat berupa sukrosa, isolat DFK 1, DFK 3 dan DFK 4 merupakan khamir
fermentatif, sedangkan DFK 2 merupakan jenis fermentatif-oksidatif. Pada jenis
karbohidrat berupa laktosa isolat DFK 1 dan DFK 2 merupakan jenis fermentatif-
oksidatif, sedangkan DFK 3 dan DFK 4 merupakan jenis fermentatif, seperti yang

dapat dilihat pada tabel 4.10 berikut ini:

Tabel 4.10 Karakteristik khamir asal Nipah (Nypa fruticans) pada karbohidrat.

Uji Fermentasi Karbohidrat

Kode Isolat
Glukosa Sukrosa Laktosa
DFK 1 + + ++
DFK 2 + ++ ++
DFK 3 + + +

DFK 4 + + +
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Keterangan :
+ = Di dasar media terdapat endapan berwarna krim dan media berwarna
kuning jernih (fermentatif).
++= Di dasar media terdapat sedikit endapan berwarna krim dan pada
permukaan terdapat pelikel berwarna putih kekuningan (fermentatif-

oksidatif).

Adapun hasil inkubasi yang menunjukkan terbentuknya endapan serta

pelikel dapat dilihat pada gambar 4.3 sampai gambar 4.5 berikut ini :

Keterangan :
—a Endapan berwarna krim

Gambar 4.3 Isolat khamir pada masa inkubasi 14 hari dalam media PDB yang
telah ditambahkan karbohidrat jenis Glukosa.



35

Keterangan :
— Endapan berwarna krim
——* Pelikel berwarna krim

Gambar 4.4 Isolat khamir pada masa inkubasi 14 hari dalam media PDB yang
telah ditambahkan karbohidrat jenis Sukrosa.

Keterangan :
——————— Endapan berwarna krim

Pelikel berwarna krim

Gambar 4.5 Isolat khamir pada masa inkubasi 14 hari dalam media PDB yang
telah ditambahkan karbohidrat jenis Laktosa.

Karakterisasi isolat khamir dilakukan untuk mengetahui sifat metabolisme

khamir yang berasal dari buah nipah (Nypa fruticans). Sari et al., (2016),
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menyatakan berdasarkan sifat metabolismenya khamir terbagi menjadi 2
kelompok, yaitu fermentatif dan oksidatif. Menurut Jumiyati et al (2012)
kelompok khamir fermentatif tumbuh di dasar media dan membentuk endapan.
Sedangkan khamir oksidatif tumbuh sedikit pada dasar media membentuk
sedimen dan lapisan (film) atau pelikel pada permukaan media.

Stanier et al (1963) menyatakan bahwa produk akhir dari fermentasi
karbohidrat (gula) sangat beragam tergantung pada organisme yang terlibat,
substrat yang difermentasi, enzim yang terlibat, dan faktor lingkungan. Menurut
Fardiaz (1992), khamir dengan sifat fermentatif dapat memecah gula menjadi
etanol dan gas. Jenis khamir fermentatif sering kali dijadikan agen fermentasi
pada olahan produk pangan.

Pengujian ini menggunakan media PDB (Potato Dextrose Broth), sumber
karbohidrat yang digunakan yaitu, glukosa, sukrosa dan laktosa dengan BCP
(Bromcresol Purple) sebagai indikator. Isolat khamir diremajakan terlebih dahulu
pada media PDB, lalu diinkubasikan selama 24 — 48 jam pada suhu 30°C.
Selanjutnya, siapkan media PDB yang baru, setiap tabung reaksi yang berisi
media PDB masing — masing sebanyak 9 ml lalu masukkan tabung durham
kedalamnya. Kemudian disterilisasi dengan pemanasan basah menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C.

Setelah itu, tambahkan larutan karbohidrat sebanyak 0,2 ml pada masing
— masing tabung reaksi. Isolat khamir yang telah diremajakan berumur 24 — 48
jam diinokulasikan sebanyak 0,1 ml kedalam media tersebut lalu diinkubasi
selama 7 — 14 hari pada suhu ruang. Pembacaan hasil positif pada pengujian

dimulai dengan mengamati perubahan warna media dan tampak munculnya
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gelembung pada tabung durham (Suryaningsih et al., 2018). Perubahan warna
pada hasil positif ditandai dengan media PDB yang memiliki warna dasar kuning
lalu bercampur dengan larutan sumber karbohidrat dengan indikator BCP yang
berwarna ungu menjadi kuning hingga jernih. Sedangkan hasil negatif dilihat dari

tidak adanya perubahan warna medium (Ulfa ef al., 2016).

Semua isolat khamir yaitu DFK 1, DFK 2, DFK 3, dan DFK 4 memiliki
hasil positif fermentatif pada sumber karbohidrat jenis glukosa. Tampak pada
media yang berangsur — angsur semakin jernih, lalu terdapat endapan berwarna
krim pada dasar media, namun tidak terdapat gelembung pada tabung durham.
Hal tersebut terjadi mungkin dikarenakan setiap isolat memanfaatkan gula untuk
pertumbuhan sel sebagai sumber karbon dan tidak dirubah menjadi ethanol (Sari
et al., 2016). Menurut Hartina (2014), sumber karbohidrat tidak semuanya
dimanfaatkan oleh mikroba untuk pembuatan etanol akan tetapi ada sebagian gula
yang digunakan untuk metabolisme intraseluler seperti sintesis enzim, DNA, dan
sebagainya. Seperti yang dinyatakan oleh Stanier et al (1963) produk akhir dari
fermentasi karbohidrat (gula) sangat beragam tergantung pada organisme yang
terlibat, substrat yang difermentasi, enzim yang terlibat, dan faktor lingkungan.

Hasil uji pada sumber karbohidrat jenis sukrosa, isolat khamir DFK 1,
DFK 3, dan DFK 4 positif fermentatif dengan ciri terdapat endapan berwarna
krim pada dasar media, namun tidak terdapat gelembung pada tabung durham.
Isolat khamir dengan kode DFK 2 merupakan khamir fermentatif — oksidatif
karena terbentuk endapan pada dasar media serta terdapat suatu lapisan (film)
pelikel pada permukaan media. Sedangkan pada sumber karbohidrat jenis laktosa,

isolat DFK 3 dan DFK 4 positif fermentatif dengan ciri terdapat endapan
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berwarna krim pada dasar media, namun tidak terdapat gelembung pada tabung
durham dan isolat dengan kode DFK 1 dan DFK 2 merupakan khamir fermentatif-
oksidatif.

Pada penelitian Anggrayeni et al., (2019) dinyatakan bahwa produksi
asam organik dan hasil metabolisme sel khamir sangat berpengaruh terhadap
endapan dan pelikel yang terbentuk. Banyak sedikitnya pelikel dan endapan yang
terbentuk juga dipengaruhi oleh kemampuan isolat khamir dalam menghasilkan
karbon dioksida sebagai bentuk pertumbuhannya pada kondisi anaerob. Menurut
Fleischmann dan Sripuntanagon (2011), keberadaan khamir permukaan (zop
yeast) ditunjukkan dengan terbentuknya pelikel di atas permukaan media. Khamir
permukaan merupakan khamir yang melepaskan karbon dioksida dengan cepat
dan tumbuh dengan bergerombol sehingga sel terapung pada permukaan.
Sedangkan khamir dasar (botfom yeast) keberadaannya ditunjukkan dengan
terbentuknya endapan. Khamir dasar merupakan khamir yang pertumbuhannya
terhambat, memproduksi karbon dioksida secara lambat dan tidak tumbuh

bergerombol, sehingga sel-sel mengumpul di dasar tabung.



5.1

BAB YV

PENUTUP

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

. Isolat bakteri asam asetat dan khamir asal buah nipah (Nypa fruticans)

saling bersinergi.

. Morfologi koloni isolat BAA, DFA 1 memiliki bentuk koloni bulat, tepian

koloni yang rata, elevasi koloni cembung, ukuran titik dan berwarna krim.
DFA 2 memiliki bentuk koloni tidak beraturan, tepian koloni yang
berlekuk, elevasi koloni timbul, berukuran kecil dan berwarna krim. DFA
3 memiliki bentuk koloni tidak beraturan, tepian koloni yang berlekuk,
elevasi koloni datar, berukuran kecil dan berwarna krim. DFA 4 memiliki
bentuk koloni tidak beraturan, tepian koloni yang rata, elevasi koloni
seperti tombol, berukuran kecil dan berwarna krim. Seluruh isolat BAA

memiliki sifat Gram negatif dengan bentuk sel batang.

. Morfologi koloni isolat khamir, DFK 1 memiliki bentuk koloni yang bulat,

pinggiran koloni bergelombang, elevasi koloni datar, berukuran sedang,
berwarna putih kekuningan dan tekstur permukaan kapas. DFK 2 memiliki
bentuk koloni yang bulat, pinggiran koloni rata, elevasi koloni datar,
berukuran kecil, berwarna krim dan tekstur permukaan padat. DFK 3
memiliki bentuk koloni yang tidak beraturan, pinggiran koloni berlekuk,
elevasi koloni datar, berukuran besar, berwarna putih kekuningan dan

tekstur permukaan keriput. DFK 4 memiliki bentuk koloni yang tidak
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beraturan, pinggiran koloni bergelombang, elevasi koloni datar, berukuran
sedang, berwarna putih kekuningan dan tekstur permukaan keriput.
Seluruh isolat khamir memiliki bentuk sel bulat dan setelah dilakukan
pewarnaan sederhana dengan methylene blue tampak terdapat sel yang

mati dan hidup.

. Isolat khamir DFK 1, DFK 2, DFK 3 dan DFK 4 merupakan khamir

fermentatif pada jenis karbohidrat berupa glukosa. Pada jenis karbohidrat
berupa sukrosa, isolat DFK 1, DFK 3 dan DFK 4 merupakan khamir
fermentatif, sedangkan DFK 2 merupakan jenis fermentatif-oksidatif. Pada
jenis karbohidrat berupa laktosa isolat DFK 1 dan DFK 2 merupakan jenis
fermentatif-oksidatif, sedangkan DFK 3 dan DFK 4 merupakan jenis

fermentatif.

Saran

Perlu untuk dilakukan penelitian lebih lanjut terkait identifikasi isolat

bakteri asam asetat dan khamir sampai tingkat genus dan spesies. Kemudian juga

diperlukan pengujian lanjutan untuk mengaplikasikan isolat bakteri asam asetat

dan khamir pada teh lalu difermentasi sehingga dapat diketahui potensi dalam

terbentuk atau tidaknya selulosa.
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5. Larutan Pewarnaan Isolat Bakteri Asam Asetat dan Khamir Fermentatif
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9. Tahap Akhir Pada Proses Pewarnaan

Keterangan : a. Pewarnaan Gram pada isolat BAA

b. Pewarnaan Sederhana pada isolat Khamir

10. Larutan Karbohidrat Menggunakan Indikator BCP

Keterangan : a. Glukosa
b. Sukrosa

c. Laktosa

11. Pengujian Khamir Fermentatif pada 3 jenis Karbohidrat yang Berbeda.
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Keterangan

a. Isolat DFK 1 yang telah diinokulasikan pada media PDB yang telah
ditambahkan masing — masing 3 jenis karbohidrat yang berbeda.

b. Isolat DFK 2 yang telah diinokulasikan pada media PDB yang telah
ditambahkan masing — masing 3 jenis karbohidrat yang berbeda.

c. Isolat DFK 3 yang telah diinokulasikan pada media PDB yang telah
ditambahkan masing — masing 3 jenis karbohidrat yang berbeda.

d. Isolat DFK 4 yang telah diinokulasikan pada media PDB yang telah

ditambahkan masing — masing 3 jenis karbohidrat yang berbeda.



