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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema kerja isolasi khamir, skrining dan fermentasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel Nira Aren 

Isolasi khamir 

Isolat khamir 

Skrining pada media 

uji yang mengandung 

xilosa (YPX Agar dan 

Xylose Broth) 

Pengamatan 

morfologi koloni 

dan morfologi sel 

Fermentasi xilosa 

menggunakan isolat 

khamir terpilh 

Perhitungan total 

khamir 

Pengukuran pH Perhitungan kadar 

xilosa akhir dan 

xilitol yang terbentuk 
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Lampiran 2. Skema kerja isolasi khamir dari nira aren 

 

   

 

   - Sampel nira aren diambil sebanyak 25 mL  

- Dimasukkan ke dalam 225 mL akuades steril untuk         

pengenceran 10
-1 

 

 

   - Diencerkan hingga pengenceran 10
-6 

- Sampel pengenceran tiga seri terakhir diambil sebanyak 

0,1 mL kemudian inokulasikan pada medium Yeast Malt 

Agar (YMA) + Kloramfenikol 0,1% 

 

- Inkubasi pada inkubator selama 1 x 24 jam 

 

   

- Memilih masing-masing  6 isolat sampel nira pagi         

dan sore 

- Menyentuhkan jarum ose steril pada koloni khamir terpilih 

kemudian digores pada medium YMA + kloramfenikol 

- Inkubasi selama 1 x 24 jam 

- Dilakukan pengulangan sebanyak dua kali untuk mendapat 

isolat murni  

  

 

- Melakukan pengamatan morfologi koloni meliputi bentuk 

koloni, warna  koloni, elevasi dan tepi koloni 

 

 

 

 

Sampel Nira Aren 

Arenga pinnata Merr. 

Isolat Khamir 

Isolat Khamir 

(murni)  

Stok Isolat 

Khamir  
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Lampiran 3. Skema kerja pengecatan sederhana dengan metilen biru 

 

 

 

 - Sebanyak 1 ose isolat diambil dengan ose bulat 

 - Dibuat ulasan pada gelas objek dan difiksasi 

 

  

 - Sebanyak 2-3 tetes methylen biru diteteskan                                 

di atas permukaan preparat 

 - Dibiarkan selama 20 detik 

 - Bilas dengan akuades 

 - dikeringanginkan 

 - Pengamatan dengan mikroskop pada perbesaran 1000 kali 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat hasil 

pemurnian 

preparat 

Morfologi sel 
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Lampiran 4. Skema kerja uji pada media xilosa 

 

 

 - Sebanyak satu ose isolat khamir diambil 

 - Inokulasikan pada media YPX agar dengan metode                

gores kuadran 

 - Inkubasi 2 x 24 jam pada inkubator 

 

 - Hasil positif apabila koloni tumbuh disepanjang bekas goresan 

  

 

 - Sebanyak 3 ose isolat khamir diambil kemudian diinokulasikan  

pada masing-masing 5 mL media xylose broth 

 - Nilai OD disamakan dengan Spektrofotometer dengan panjang 

gelombang 600 nm 

 - Inkubasi selama 1 x 24 jam  

 

 - Mengamati pertumbuhan sel dengan mengukur nilai OD dengan 

spekrofotometer pada panjang gelombang 600 nm 

 - Dipilih isolat dengan nilai OD terbaik 

 

 

 - Sebanyak 1 ose stok isolat terpilih diinokulasikan ke dalam                     

30 mL media prekultur 

 - Inkubasi selama 1 x 24 jam pada rotary shaker 250 rpm 

 

 

 

 

Stok khamir 

Pengamatan 

Isolat hasil 

skrining 1 

Pengamatan 

Isolat 

terpilih 

Prekultur 
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Lampiran 5. Fermentasi xilosa oleh isolat khamir 

 

 

 - Sebanyak 10 mL inokulum dari prekultur diinokulasikan ke dalam 

100 mL media fermentasi 

 - Inkubasi pada rotary shaker selama 3 x 24 Jam 

 

 

 - Kertas pH meter dicelupkan pada media fermentasi                           

setiap jam ke-0, 24,48 dan 72 

  

 

 - Sebanyak 1 mL isolat khamir pada media fermentasi diambil 

 - Dilakukan pengenceran bertingkat 

 - Tiga pengenceran terakhir diinokulasikan dengan metode                 

pour plate pada media YMA 

 - Inkubasi 1 x 24 jam pada inkubator 

 - Perhitungan jumlah koloni yang tumbuh dengan SPC 

 - Dilakukan pada jam ke-0, 24, 48 dan 72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prekultur 

Derajat 

Keasaman (pH) 

Perhitungan total 

khamir (SPC) 

Pengukuran kadar 

xilosa dan xilitol 
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Lampiran 6. Skema kerja pengukuran kadar xilosa dengan HPLC 

 

 

- Buat deret standar xilosa minimal 6 titik konsentrasi ke dalam labu 

ukur 10 mL 

- Timbang 2 g porsi uji ke dalam labu ukur 100 mL 

- Tambahkan HCl  

- Panaskan pada water bath suhu 100
o
C selama 150 menit dan aduk 

perlahan setiap 30 menit 

- Dinginkan hingga suhu ruang, tambahkan akuabides hingga tanda 

tera dan homogenkan 

- Saring larutan dengan kertas saring 

- Lakukan tahap penetralan pada cation exchange catridge 

- Saring filtrat ke dalam vial 2 mL 

- Injeksikan ke dalam sistem HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparasi 

Standar 

Kadar 

Xilosa 
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Lampiran 7. Skema kerja pengukuran kadar xilitol dengan UPLC ELSD 

 

 

- Timbang masing-masing 0,5 g standar xylitol ke dalam labu ukur 

10 mL 

- Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu 

- Sonikasi hingga larut sempurna 

- Tambahkan pelarut hingga tanda teralalu homogenkan 

- Standar induk dibuat fresh 

  

 

- Pipet 5,0 ± 2,5 mL sampel fermentasi dalam kemasan ke dalam 

labu ukur 10 mL 

- Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu atau secukupnya 

- Sonikasi selama 15 menit atau hingga larut sempurna 

- Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan 

- Saring dengan syringe filter GHP/PTFE/RC 0,2µm ke dalam 

microtube 2 mL 

- Pipet 1 mL hasil penyaringan ke dalam vial 2 mL 

- Tambahkan 10 µL internal standar xilitol 5 g/100 mL dan 

vorteks 

- Injeksikan ke dalam sistem UPLC ELSD 

 

 

 

 

  

 

Preparasi 

Standar 

Preparasi 

sampel  

Kadar 

Xilitol  
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Lampiran 8. Hasil pengamatan morfologi koloni isolat khamir 

KODE 

ISOLAT 

MORFOLOGI KOLONI  

ISOLAT KHAMIR 

KETERANGAN 

P1 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

P2 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

P3 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

P4 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 



55 
 

P5 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

P6 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

S1 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

S2 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 
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S3 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

S4 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

S5 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 

S6 

 

Bentuk Koloni bulat, 

berwarna putih, 

elevasi cembung dan 

tepian rata 
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Lampiran  9. Tabel hasil pengamatan morfologi sel isolat khamir 

KODE 

ISOLAT 
MORFOLOGI SEL KHAMIR KETERANGAN 

P1 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

multipolar 

P2 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

P3 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

P4 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 
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P5 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

P6 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

S1 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

S2 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 
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S3 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

S4 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

S5 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 

S6 

 

Bentuk sel oval dengan 

pertunasan (budding) 

monopolar 
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Lampiran 10. Foto hasil uji isolat khamir pada medium YPX Agar 

- Isolat nira pagi 

       
        P1        P2    P3 

     
       P4        P5    P6 

- Isolat nira sore 

      
         S1        S2           S3 

     
         S4         S5    S6 
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Lampiran 11.  Foto hasil uji isolat khamir pada media Xylose Broth  

- Isolat Nira Pagi 

     
P1      P2         P3 

     
P4       P5          P6 

- Isolat nira sore 

     
  S1      S2          S3   

     
S4       S5          S6   
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Lampiran 12. Hasil perhitungan total khamir dengan Standard Plate Count 

Perlakuan 
Kode 

Isolat 

Pengenceran SPC 

(CFU/mL) 10
-6

 10
-7

 10
-8

 

T0 
P1 351 115 13 1,2 x 10

9
 

 
S3 317 117 66 1,2 x 10

9
 

    10
-10

 10
-11

 10
-12

   

T1 
P1 368 311 175 1,8 x 10

14
 

  S3 13 2 1 1,3 x 10
10

 

    10
-13

 10
-14

 10
-15

   

T2 
P1 365 295 195 3,6 x 10

16
 

  S3 TBUD 756 318 3,2 x 10
17

 

    10
-16

 10
-17

 10
-18

   

T3 
P1 TBUD 176 97 1,8 x 10

19
 

  S3 TBUD 712 680 6,8 x 10
20
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Lampiran 13. Hasil perhitungan nilai yield xilitol 

 - Perhitungan nilai Yield Xilitol (Mardawati dkk., 2020) 

  Yp/s = 
    

    
 

  Keterangan :  

P    : Kadar xilitol akhir 

P0  : Kadar xilitol awal 

S0  : Kadar xilosa awal 

S    : Kadar xilosa akhir 

 

 P1 = 
      

      
 = 

    

    
 = 0,59 g/g 

 S3 = 
      

      
 = 

    

    
 = 0,68 g/g 
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Lampiran 14. Foto media Fermentasi 

 

- Waktu fermentasi 24 jam 

     
        P1            S3         Kontrol 

- Waktu fermentasi 48 jam 

     
    P1      S3                Kontrol 

- Waktu fermentasi 72 jam 

         
    P1            S3         Kontrol 
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Lampiran 15. Foto prosedur kerja 

     

Pengambilan sampel nira aren di Lingkungan Libukang, Kecamatan Tiroang, 

Kabupaten Pinrang 

 
Isolasi khamir dari nira aren dan pemurnian khamir hasil isolasi 
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Pengamatan morfologi koloni dan sel solat khamir  

 

 
Pengujian isolat khamir pada media yang mengandung xilosa 


