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LAMPIRAN



Lampiran 1. Skema kerja isolasi dan fermentasi

Sampel nira kelapa
Cocos nucifera L.

)

Isolasi khamir dari nira

kelapa Cocos nucifera L.

A 4

Pemurnian

A 4

Pengamatan morfologi
koloni dan sel

A 4

Uji kemampuan khamir
menggunakan xilosa
pada media YPX

A 4

Persiapan fermentasi

'

Pembuatan prakultur

A 4

Persiapan inokulum

A 4

Fermentasi

A 4

\ 4

\ 4

Total khamir (SPC)

Derajat keasaman (pH)

Kadar xilosa dan xilitol
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Lampiran 2. Skerma kerja Uji Kemampuan Khamir menggunakan Xilosa pada

Media YPX
Isolat khamir
- lIsolat khamir (KP1, KP2, KP3, KP4, KP5, KP6, KS1, KS2, KS3KS4,
v KS5, KS6)
Pemurnian
- Isolat khamir ditumbuhkan pada media YMA dengan metode gores,
diinkubasi selama 1x24 jam
- Diulangi hingga 2 kali
A 4
Pengamatan

morfologi koloni

- Isolat murni diamati bentuk, warna, tepi dan elevasi

\ 4

Pengamatan
morfologi sel

- Isolat ditumbuhkan pada medium YMB, dinkubasi selama 1x24 jam

- Diteteskan diatas gelas objek, difiksasi

- Diteteskan metilen biru

- Diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000 bentuk dan
pertunasannya

A 4
Uji kemampuan
Khamir
menggunakan xilosa
pada media YPX

Ditumbuhkan pada media YPXA dengan metode gores, diinkubasi
1x24 jam

Ditumbuhkan kembali pada media YXB, diinkubasi 1x24 jam

Diukur nilai OD (kekruhan)

Dipilih isolat dengan nilai OD yang paling tinggi

A 4

Hasil
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Lampiran 3. Skema Kerja Fermentasi

Isolat Khamir

- KP3dan KP4

\ 4

Prekultur

- Ditumbuhkan pada media prakultur
- Diinkubasi pada rotary shacker selama 24 jam

A 4

Fermentasi

- Ditumbuhkan pada media fermentasi
- Disamakan OD terlebih dahulu
- Diinkubasi pada rotary shacker selama 72 jam

\4

Pengukuran
Hasil

) - Dilakukan pada interval waktu 24 jam selama 72 jam
Fermentasi

Perhitungan
total kKhamir

A\ 4

- Dilakukan metode SPC

Perhitungan - Dihitung dengan menggunakan
nilai OD spektrofotometer dengan panjang
gelombang 600 nm

A\ 4

Perhitungan ]
pH - Dilakukan dengan menggunakan kertas

lakmus

A\ 4

Perhitungan
kadar xilosa - Diinjeksikan kedalam alat HPLC

akhir

\ 4

Perhitungan
kadar xilitol

A\ 4

- Diinjeksikan kedalam alat UPLC




Lampiran 4. Skema Kerja analisis Xilosa

Buat deret standar xylosa minimal 6 titik konsentrasi ke dalam labu ukur 10 mL

\

:

Timbang 2 g porsi uji ke dalam labu ukur 100 mL

A

y

Tambahkan HCI 1M

A

y

Panaskan pada water bath suhu 100°C selama 150 menit
dan aduk perlahan setiap 30 menit

A

y

Dinginkan hingga suhu ruang, tambahkan akuabides
hingga tanda tera dan homogenkan

A

y

Saring larutan dengan kertas saring

A

y

Lakukan tahap penetralan pa

da cation exchange catridge

A

A

Saring filtrat ke dalam vial 2 mL

A

y

Injeksikan ke dalam sistem HPLC
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Lampiran 5. Skema Kerja Analisis Xilitol

Pembuatan Standar Induk Gula dan Gula Alkohol 5 g/100 mL

Timbang masing-masing 0.5 g standar fruktosa, glukosa, laktosa,
maltosa, sukrosa, maltitol, manitol, sorbitol dan xylitol ke dalam
masing-masing labu ukur 10 mL

\4

Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu

\ 4

Sonikasi hingga larut sempurna

A\ 4

Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan

A\ 4

Sonikasi hingga larut sempurna

\ 4

Standar induk dibuat fresh

Preparasi sampel

Pipet 5.0 + 2.5 mL sampel minuman dalam kemasan ke dalam labu ukur 10
mL

A 4

Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu atau secukupnya

A\ 4

Sonikasi selama 15 menit atau hingga larut sempurna

A\ 4

Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan

\ 4

Saring dengan syringe filter GHP/PTFE/RC 0.2 um ke
dalam microtube 2 mL
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1

Pipet 1 mL hasil penyaringan ke dalam vial 2 mL

A 4

Tambahkan 10 pL internal standar ribosa 5 g/100 mL dan
vorteks

\ 4

Injeksikan ke dalam sistem UPLC ELSD
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Lampiran 6. Hasil Perhitungan
1. Perhitungan total khamir

Tabel 4. Hasil perhitungan total khamir pada isolasi

Kode Isolat | -6 -7 -8 CFU/mL
KP TBUD 928 668 6,7x101°
KS 413 363 308 3,08x1010

Tabel 5. Hasil perhitungan total khamir Fermentasi

Kode Isolat Waktu
0 24 48 72
KP3 1,3x108 1,9x10% 1,52x10Y7 | 3,24x10%
KP4 2,7x10’ 4,8x10% 1,3x10% 1,3x10%

2. Perhitungan Yield Xilitol

= EE0
S0-S
PO: kadar xilitol awal
P : kadar xilitol akhir
SO: kadar xilosa awal
S :kadar xilosa akhir

2,23—0 _ 2,23
5-1,5 3,5

KP3 = = 0,63 9/g

2,19-0 _ 2,19
5-1,52 3,48

KP4 = =0,62 g/g

3. Perhitungan Utilitas Substrat (Xilosa)

S
% Utilitas Substrat = % = E X 100%

S0: Kadar xilosa awal

S : Kadar xilosa akhir
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)

KP3 = X 100% = 70%

5-1,52
5

4. KP4 = X 100% = 69,9%



Lampiran 7. Foto Presedur Penelitian

Pengambilan sampel nira kelapa Cocos nucifera L. di Dusun Palita, Desa Padang
Loang, Kecamatan Patampanua, Kabupaten Pinrang.

Sampel nira kelapa Cocos nucifera L.
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Pengamatan Morfologi
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Proses fermentasi pada rotary shacker
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Lampiran 8. Foto hasil seleksi Khamir yang dapat tumbuh pada media YPXA
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Lampiran 9. Foto hasil seleksi Khamir yang tidak dapat tumbuh pada media
YPXA
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Lampiran 10. Kultur Fermentasi

Waktu fermentasi T2
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Waktu Fermentasi T3
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