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Lampiran 1. Skema Kerja Isolasi Khamir Potensial dari Tanah Perkebunan Tebu 

dan Limbah Blotong dalam memfermentasi xilosa 
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Total Khamir (SPC) 

Kadar Xilosa Akhir 
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Lampiran 2. Skema Kerja Isolasi dan Pengamatan Morfologi Khamir 

 

   

  

Sampel Tanah Perkebunan 

Tebu dan Limbah Blotong 

- Sampel diambil di Lahan Perkebunan Tebu Pabrik Gula Bone 

Arasoe, Kabupaten Bone. 

- Sampel tanah dan blotong diisolasi pada kedalam 1-10 cm. 

Isolasi Khamir 

- Dilakukan pengencerean hingga 1012 pada sampel tanah dan 

106  pada sampel blotong 

- Idolasi pada media YMA yang telah ditambahkan 

kloramfenikol 1% dengan metode tuang. 

- Inkubasi 1x24 jam 

- Hasil dihitung dengan metode SPC 

Pemurnian 

- Pemurnian isolate khamir pada media YMA dengan metode 

gores kuadran. 

- Inkubasi 1x24 jam 

- Pemurnian dilakukan dengan dua kali ulangan 

Pengamatan Morfologi 

Morfologi koloni 

- Koloni hasil pemurnian diamati di bawah mikroskop 

binokuler perbesaran 40x 

Morfologi Sel 

- Inokulasikan isolat khamir ke kaca preparate dan 

dilakukan pewarnaan dengan metilen biru 0.1%. 

- Difiksasi dan diamati di bawah mikroskop stereo 

perbesaran 1000x 

Hasil 
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Skrining Media YPXA 

- 8 Isolat Tanah (T1, T2, T3, T4, T5, 

T6, T7, T8) 

- 6 Isolat Blotong (B1, B2, B3, B4, 

B5, B6) 

Inokulasi pada 

Media YPX Agar 

- Inokulasi khamir dengan metode 

gores kuadran  

- Inkubasi selama 2x24 jam 

Isolat hasil Skrining 

Media YPXA 

Isolat Khamir 

Skrining Media Xilosa 

Broth 

Hasil 

- Diamati kemampuan khamir 

tumbuh di media yang YPXA 

- 6 Isolat Tanah (T1, T2, T3, T4,T5, 

T6) 

- 1 Isolat Blotong (B4) 

Pengukuran nilai OD 

Inokulasi pada 

Media Xilosa Broth 

- Konsentrasi sel disamakan yaitu 

OD 0.6 dengan diencerkan di 

akuades steril 

- Diinokulasi sebanyak 1 mL ke 

Media Xilosa Broth  

- Inkubasi 1x24 jam 

Hasil 

- Pengukuran nilai OD  

- Dipilih 2 isolat dengan OD 

tertinggi 

Lampiran 3. Skema Kerja Skrining Khamir Pengonsumsi Xilosa 
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Isolat Khamir  

- Isolat Khamir T4 dan B4  

Prekulur 

- Ditumbuhkan pada media prakultur 30 mL dengan komposisi  

xilosa 3%. 

- Inkubasi di rotary shaker selama 1x24 jam pada suhu 30oC 

Persiapan Inokulum 

- Disentrifuge selama 15 menit untuk mendapatkan biomassa sel 

- Biomassa sel disuspensikan ke dalam akuades steril 

- Diukur kerapat sel hingga 25%T 

Fermentasi 

- Dipipet 12 mL suspensi sel ke dalam 120 mL media fermentasi 

dengan konsetrasi xilosa 5%. 

- Parameter pengamatan yaitu Pengukuran Nilai OD, 

Perhitungan Total Khamir dan Pengukuran pH dilakukan setiap 

interval 24 jam selama 3 hari. 

Perhitungan Total Khamir 

- 1 mL kultur diencerkan secara bertingkat dan 

ditumbuhkan pada media media YMA. 

- Inkubasi 1 x 24 jam 

- Hasil dihitung dengan metode SPC 

Pengukuran pH 

- pH diukur menggunakan kertas pH 

Hasil 

- Analisis kadar xilosa dan xilitol akhir 

Lampiran 4. Skema Kerja Uji Fermentasi Xilosa Menjadi Xilitol 
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Kondisi Pengukuran Intrumen 

Kolom   : Karbohidrat 

Fase Gerak  : Asetonitril 80 ± 5% 

Laju Alir  : 1.4 mL/menit 

Volume injeksi : 10 µL 

Detektor  : Refractive index 

Suhu kolom  : Ambient 

  

Buat deret standar xilosa minimal 6 titik konsentrasi ke dalam labu ukur 100 mL 

Timbang 2 mL porsi uji ke dalam labu ukur 100 mL 

Pemanasan pada water bath suhu 100oC 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 

Lampiran 5. Pengukuran Kadar Xilosa Mneggunakan HPLC 
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Pembuatan Internal Standar 

Ribosa 5g/100 mL 

- Timbang 0.5 g standar ribosa ke dalam labu ukur 10 mL 

- Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu 

- Sonikasi hingga larut sempurna 

- Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan 

- Saring dengan syringe filter GHP/PTFE/RC 0.2 µm ke dalam 

microtube 2 mL 

Pembuatan Standar Induk 

Xilosa 5g/100 mL 

- Timbang 0.5 standar xilitol ke dalam labu ukur 10 mL 

- Tambahkan pelarut hingga setengah volume labu 

- Sonikasi hingga larut sempurna 

- Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan 

- Standar induk dibuat fresh 

Pembuatan Standar Xilosa   

- Pipet 1 mL standar induk  xilitol 5 g/100mL ke dalam labu ukur 

10 mL. 

- Tambahkan pelarut hingga tanda tera lalu homogenkan 

- Saring dengan syringe filter GHP/RC/PTFE 0.2 μm ke dalam 

microtube 2 mL 

Pembuatan Deret Standar 

Xilosa   

- Buat larutan deret standar xilitol minimal 6 titik konsentrasi 

dengan rentang konsentrasi 0.01 sampai 0.25 g/100 mL ke 

dalam vial 2 mL 

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

- Injeksikan ke dalam sistem UPLC ELSD 

Preparasi Standar 

Preparasi Sampel 

- Pipet 5.0 ± 2.5 mL sampel hasil fermentasi 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 

 

Lampiran 6. Pengukuran Kadar Xilitol Menggunakan UPLC ELSD 
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KONDISI PENGUKURAN INSTRUMEN  

 

Metode UPLC  

Kolom    : Amida  

Fase Gerak   : A = TEA 0.05 % dalam Asetonitril 95 % ;  

   B = TEA 0.05 % dalam Aseton 90 %  

Laju Alir   : 0.2 mL/menit  

Sistem Pompa   : Gradien  

Volume injeksi  : 1 μL  

Suhu kolom   : 85 °C  

Detektor   : ELSD  

 

Detektor ELSD  

Nitrogen flow   : 40 psi  

Drift tube   : 55 oC  

Nebulizer mode  : Cooling  

Data rate  : 2 pts/sec  

Gain    : 10  

Curve fit   : Quadratic 

  

- Saring dengan syringe filter GHP/PTFE/RC 0.2 μm ke dalam microtube 

2 mL 

- Pipet 1 mL hasil penyaringan ke dalam vial 2 mL 

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

- Injeksikan ke dalam sistem UPLC ELSD 

Hasil 
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Lampiran 7. Hasil Perhitungan  

1. Perhitungan Total Khamir 

Tabel 7. Hasil Perhitungan Total Khamir Fermentasi 

Kode Isolat 
Waktu 

0 24 48 72 

T4 1.8 x 109 4.9 x 1014 2.1 x 1017 7.6 x 1020 

B4 1.2 x 1010 1.2 x 1014 5.6 x 1017 9.4 x 1020 

 

2. Perhitungan Yield Xilitol 

Yp/s = 
𝑃−𝑃0

𝑆0−𝑆
  

P0: kadar xilitol awal 

P : kadar xylitol akhir 

S0: kadar xilosa awal 

S : kadar xilosa akhir 

 

T4 =  
2−0

5−1.97
 = 

2

3.03
 = 0.66 g/g 

B4 = 

2.47−0

5−1.16
 = 

2.47

38.4
 =  0.64 g/g 

3. Perhitungan Utilitas Substrat (Xilosa) 

 

% Utilitas Substrat = 
∆𝑆

𝑆
 = 

𝑆0−𝑆

𝑆0
 x 100% 

S0: kadar xilosa awal 

S : kadar xilosa akhir 

 

T4 = 
5−1.97

5
 x 100% =  

3.03

5
 x100%= 60% 

B4 = 
5−1.15

5
   x 100%=  

3.85

5
   x 100%= 77% 
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Lampiran 8. Foto Prosedur Penelitian 

  
 

Lokasi pengambilan sampel di Perkebunan Tebu Pabrik Gula Bone Arasoe, 

Kabupaten Bone; (a) tanah, (b) limbah blotong. 

 

 
 

Sampel blotong (a) dan tanah (b) 

 
Isolasi Khamir dari Tanah dan Blotong 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Pengamatan morfologi sel 
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Lampiran 9. Gambar Hasil Skrining Media YPXA 

 

  

Pertumbuhan Isolat khamir pada media YPXA 

B1 B2 B3 

B4 B5 B6 

T1 T2 T3 

T4 T6 T5 

T7 T8 
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Lampiran 10. Gambar Hasil Skrining Media Xilosa Broth 

 

 

   
Pertumbuhan Isolat Khamir pada Media Xilosa Broth 

 

 

 

  

      

    

B4 T1 

T5 T4 

T3 T2 

T6 
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Lampiran 11. Gambar Kultur Fermentasi 

 

 

 

 

 

 

B4 

Waktu fermentasi T1 

Waktu fermentasi T2 

Waktu fermentasi T3 

T4

 

Kontrol

 

Kontrol

 

B4 T4

 

Kontrol

 

B4 T4

 


