SKRINING YEAST MILOLITIK ASAL BUAH DURIAN (Durio zibethinus
Murr.) DAN SAWO (Manilkara zapota L.)

SKRIPSI

Oleh
TAMIMUL BADRIYA

181810401008

PROGRAM STUDI SARJANA BIOLOGI
JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS JEMBER
2023



SKRINING YEAST AMILOLITIK ASAL BUAH DURIAN (Durio zibethinus
Murr.) DAN SAWO (Manilkara zapota L.)

SKRIPSI

diajukan guna melengkapi tugas akhir dan memenuhi salah satu
syarat untuk menyelesaikan Program Studi Biologi (S1) dan
mencapai gelar Sarjana Sains

Oleh
TAMIMUL BADRIYA

181810401008

PROGRAM STUDI SARJANA BIOLOGI
JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS JEMBER
2023



PERSEMBAHAN

Skripsi ini penulis persembahkan untuk :

1.

Ibunda Subaidah dan Ayahanda Misru tercinta, terima kasih telah menjadi
orang tua yang mendidik saya dengan penuh kasih sayang, terimkasih atas
segala nasihat, pengorbanan dan dukungan yang diberikan, serta doa-doa
tulus yang tiada henti;

Kakak Taufiq, Adik zakia, dan Nenek, terima kasih atas segala doa dan
dukungan;

Guru-guru di TK Darul Falah, SDN Darungan 01, SMPN 2 Tanggul, dan
Man 2 Jember, serta seluruh dosen di Jurusan Biologi FMIPA Universitas
Jember yang telah mendidik dan dan memberikan ilmunya;

Almamater tercinta Program Studi Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam Universitas Jember



MOTO

Sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan. Maka apabila engkau telah
selesai (dari suatu urusan), tetaplah bekerja keras (untuk urusan yang lain)

(Terjemahan QS. Al-Insyirah ayat 6-7)"

*)Hanifah, A.1981.Tejemah Juz Amma. Semarang: PT. Karya Toha Putra



PERNYATAAN
Saya yang bertanda tangan dibawabh ini :
Nama : Tamimul Badriya
Nim : 181810401008

menyatakan dengan sesungguhnya bahwa karya ilmiah yang berjudul “Skrining
Yeast Amilolitik asal Buah Durian (Durio zibethinus Murr.) dan Sawo (Manilkara
zapota L.)” adalah benar-benar karya ilmiah sendiri, kecuali kutipan yang sudah
saya sertakan sumbernya dan belum pernah diajukan oleh institusi manapun, serta
bukan hasil karya jiplakan. Penelitian ini merupakan salah satu riset penelitian Dr.
Kahar Muzakhar, S.si yang didanai oleh Internal PT. Hibah Inovasi Industri 2021.
Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isi karya ilmiah ini sesuai
dengan sikap ilmiah yang harus dijunjung tinggi.

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenar-benarnya tanpa ada
tekanan dan paksaan dari pihak manapun serta bersedia mendapat sanksi

akademik jika ternyata dikemudian hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 29 November 2022
Yang menyatakan,

(Tamimul Badriya)
NIM 181810401008



SKRIPSI

SKRINING YEAST MILOLITIK ASAL BUAH DURIAN (Durio zibethinus
Murr.) DAN SAWO (Manilkara zapota L.)

Oleh

Tamimul Badriya

Nim 181810401008

Pembimbing
Dosen Pembimbing Utama : Dr. Kahar Muzakhar, S.Si

Dosen Pembimbing Anngota : Drs. Rudju Winarsa, M.Kes.



PENGESAHAN

Skripsi yang berjudul “Skrining Yeast Amilolitik asal Buah Durian (Durio
zibethinus Murr.) dan Sawo (Manilkara zapota L.)” karya Tamimul Badriya telah

diuji dan disahkan pada:

hari, tanggal

tempat : Fakultas matematika dan [lmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember
Tim Penguji
Ketua, Anggota I,

Dr. Kahar Muzakhar, S.Si. Drs. Rudju Winarsa, M.Kes.
NIP 19680503199401101 NIP 196008161989021001
Anggota II, Anggota III,

Dr. Siswanto, M.Si. Dr. Sutoyo, M.Si.
NIP 196012161993021001 NIP 196610141992031002
Mengesahkan
Dekan,

Drs. Achmad Sjaifullah, M.Sc., Ph.D.
NIP 195910091986021001

Vi



RINGKASAN
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Yeast merupakan fungi yang memiliki bentuk uniseluler dengan panjang
bervariasi sekitar 2-3 pm. Yeast dapat bereproduksi secara aseksual melalui tunas
(budding), pembelahan (fission) dan secara seksual. Habitatat yeast di alam dapat
ditemukan di tanah air, hewan, dan insekta., tumbuhan (biji, daun, bunga, buah).
Yeast amilolitik merupakan mikroorganisme yang mampu tumbuh pada substrat
yang mengandung amilum sebagai sumber karbon utama. Berdasarkan hasil
penelitian menunujukkan bahwa isolat yeast amilolitk dapat diperoleh dari buah
durian dan sawo. Tujuan penelitian ini untuk mendapatkan yeast amilolitik dari
buah durian dan sawo, penilitian ini juga bertujuan untuk mengkarakterisasi isolat
yeast amilolitik secara makroskopis dan mikroskopis.

Penelitian ini diawali dengan tahap isolasi, sampel yang digunakan adalah
buah durian dan sawo yang telah matang. Isolasi dilakukan menggunakan metode
spread plate yang ditumbuhkan pada media Peptone Yeast Glukosa (PYG) padat
10%. Skrining yeast dilakukan dengan uji semi kuantitatif (zona bening) dan uji
kuantitatif. Uji semi kuantitatif dan uji kuantitatif bertujuan untuk mengetahui
yeast yang menghasilkan enzim amilase.

Hasil isolasi didapatkan delapan isolat yeast yaitu S1, S2, S3, S4, S5, D1,
D2, dan D3. Uji semi kuantitatif menunjukkan bahwa delapan isolat yeast yang
diperoleh tidak terdeteksi adanya zona bening (samar) disekitar koloni. Uji
kuantitatif menunjukkan bahwa isolat S1 memiliki aktivitas amilase paling tinggi
yaitu sebesar 0.272+0.15 U/ml, sedangkan isolat D3 memiliki aktivitas amilase
terendah yaitu sebesar 0.029+0.02 U/ml. Pengamatan makroskopis menunjukkan
bahwa delapan isolat memiliki bentuk koloni, tektur, warna, permukaan elevasi,

dan margin yang berbeda. Berdasarkan karakter mikroskopis delapan isolat yeast

Vi



memiliki bentuk sel yang bervasiasi yaitu bulat dan oval. Delapan isolat memiliki
perkembangan reproduksi secara aseksual dengan budding cell dan secara seksual

dengan askospora.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Yeast atau khamir merupakan kelompok fungi yang berbentuk uniseluler
(Oca et a.l, 2016). Sel yeast memiliki ukuran panjang yang bervariasi yaitu 2-3
um, beberapa spesies dapat mencapai 20-50 um. Yeast memiliki ukuran lebar
yang bervariasi sekitar 1-10 um (Feldman et al., 2012). Yeast memiliki bentuk
yang bervariasi seperti bulat, subglobose, ellipsoidal, ovoidal, obovoidal, silinder,
botuliform, bacilliform, memanjang, apikulat, ogival, bulan sabit, atau segitiga
(Kurtzman dan Fell, 1998). Yeast bereproduksi secara aseksual (vegetatif) dengan
tunas (budding), pembelahan (fission), dan secara seksual (Joseph dan Bachhawat,
2014; Prihartini dan Ilmi, 2018). Yeast dapat diaplikasikan dalam produksi
bioetanol (Myburgh et al., 2019), minuman fermentasi seperti wine (Yuan et al.,
2021), dan produksi single cell protein (SCP) (Shafiee et al., 2005).

Yeast amilolitik merupakan mikroorganisme yang mampu tumbuh pada
substrat yang mengandung amilum sebagai sumber karbon utama dan akan
terbentuk zona degradasi di sekitar koloni (Pascon et al., 2011). Yeast amilolitik
menghasilkan enzim amilase yang dapat menghidrolisis amilum (Querol dan
Fleet, 2006). Amilum merupakan polisakarida utama pada tumbuhan yang
tersusun dari polimer glukan, amilosa, dan amilopektin (Cornejo et al., 2018).
Tanaman menyimpan amilum di biji, umbi-umbian, akar, empulur, dan buah-
buahan (Richter, 1996). Amilum dapat dipecah oleh enzim amilase menjadi gula
sederhana seperti glukosa dan maltose (Brahmachari et al., 2016).

Yeast dapat tumbuh di lingkungan terutama pada substrat yang memiliki
kandungan gula tinggi misalnya pada buah (De Becze, 1955). Beberapa buah
seperti durian dan sawo memiliki kandungan karbohidrat seperti amilum. Buah
durian (Durio zibethinus Murr.) memiliki kandungan karbohidrat berupa amilum
sebesar 17,3% serta kadar total gula mencapai 20,5% (Antarlina, 2009),
sedangkan buah sawo memiliki kandunga gula sebesar 16-20% (Putri, 2017;
Astawan, 2010).



Buah-buahan memiliki kandungan gula tinggi yang dapat dimanfaatkan
oleh yeast dalam proses fermentasi. Kandungan gula yang tinggi digunakan oleh
yeast sebagai sumber nutrisi dan substrat untuk melakukan proses metabolisme
dan aktivitas fermentasi. Fermentasi gula digunakan oleh yeast untuk memperoleh
energi dengan mengubah gula menjadi alkohol (Maicas, 2020). Penelitian terkait
yeast amilolitik dari buah durian dan sawo belum banyak dilakukan, oleh karena
itu diperlukan penelitian terkait skrining pada buah durian dan sawo yang
diharapkan dapat memperoleh yeast amilolitik. Buah durian dan sawo diduga
terdapat yeast amilolitik karena pada buah tersebut memiliki aroma alcohol dan
kandungan gula yang tinggi yang dapat digunakan sebagai sumber nutrisi oleh

yeast.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang rumusan masalah dari penelitian ini sebagai
berikut :
1. Apakah pada buah durian (Durio zibethinus Murr.) dan sawo (Manilkara
zapota L.) terdapat yeast amilolitik ?
2. Bagaimana karakteristik makroskopis dan mikroskopis yeast amilolitik yang
diperoleh dari buah durian (Durio zibethinus Murr.) dan sawo (Manilkara

zapota L.)

1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah penelitian ini adalah :
1. Penelitian ini dibatasi pada penggunaan sampel buah durian dan sawo yang
telah matang
2. Buah durian dan sawo yang digunakan adalah buah lokal Kabupaten Jember.

3. Isolat yeast yang digunakan yaitu isolat yang tumbuh pada glukosa 10%

1.4 Tujuan Penelitian
1. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan yeast amilolitik dari buah durian

dan sawo.



2. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik makroskopis dan

mikroskopis yeast amilolitik yang diperoleh dari buah durian (Durio

zibethinus Murr.) dan sawo (Manilkara zapota L.)

1.5 Manfaat Penenlitian

1.

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait yeast amililitik
dari buah sawo dan durian

Hasil dari penelitian ini diharapakan dapat memberikan manfaat kedepannya
terkait yeast amilolitik penghasil enzim amilase yang dapat diaplikasikan

dalam bidang industri dan mendukung perkembangan IPTEKS



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Yeast

Yeast atau khamir merupakan mikroorgaisme kelompok fungi yang
bentuk morfologi utamanya adalah bentuk sel uniseluler (Knop, 2011; Oca et al.,
2016). Yeast dibedakan dari kapang (mold) karena yeast merupakan
mikroorganisme eukariota uniseluler (Charisma, 2019; Joseph dan Bachhawat,
2014). Yeast sebagai organisme sel tunggal, mengalami pertumbuhan yang lebih
cepat dibandingkan dengan kapang (mold) yang tumbuh melalui pembentukan
filamen (Zunaindah dan Alami, 2014; Charisma, 2019). Yeast bereproduksi secara
aseksual (vegetatif) melalui pembentukan tunas (budding) atau pembelahan
(fission), sedangkan reproduksi seksual dengan pembentukan spora (Joseph dan
Bachhawat, 2014; Prihartini dan Ilmi, 2018). Reproduksi seksual melalui spora
seksual yang disebut askospora yang dihasilkan dari peleburan inti dari dua sel
melalui meiosis (Caiser, 2022).

Sel Yeast (Gambar 2.1) memiliki ukuran yang bervariasi, beberapa yeast
mungkin hanya memiliki panjang 2-3 um, sementara spesies lain dapat mencapai
panjang 20-50 um, dan lebar sel bervariasi sekitar 1-10 um (Feldmann, 2012).
Selain ukuran yang bervariasi, yeast juga memiliki bentuk yang bervariasi. Yeast
memiliki bentuk yang bervariasi seperti bulat, subglobose, ellipsoidal, ovoidal,
obovoidal, silinder, botuliform, bacilliform, memanjang, apikulat, ogival, bulan
sabit, atau segitiga (Kurtzman dan Fell, 1998).

Parent
cell

Buds

Gambar 2.1 Sel Yeast (Sumber: Urry et al., 2020)



Daur hidup yeast bersifat saprofit dan bersifat parasit (Charisma, 2019).
Yeast mampu tumbuh dengan baik pada habitat yang memiliki kondisi persediaan
air yang cukup (Puspita, 2020). Distribusi habitat yeast di alam dapat ditemukan
di tanah air, hewan, dan insekta (Oca et al., 2016), tumbuhan (biji, daun, bunga,
buah)(Tikka et al., 2013). Suhu paling baik untuk pertumbuhan yeast yaitu 20-
30°C dan pH asam 3,5— 4 (Phale, 2018).

Yeast dapat tumbuh di berbagai lingkungan terutama pada substrat yang
memiliki kandungan gula tinggi misalnya pada buah (De Becze, 1955). Yeast
dapat diisolasi dari kulit buah dan buah berry seperti anggur, apel persik, dan
eksudat dari tanaman seperti getah tanaman atau kaktus (Phale, 2018). Menurut
(Vadkertiova et al., 2012) yeast jarang terdeteksi pada tahap awal perkembangan
buah dan pada buah yang belum matang, tetapi jumlahnya meningkat saat buah
matang. Yeast umumnya ditemukan pada permukaan buah yang matang dan pada
daging buah yang membusuk di mana pertumbuhannya didukung oleh gula dan
nutrisi lain yang bocor dari jaringan buah (Querol dan Fleet, 2006).

Yeast amilolitik merupakan mikroorganisme yang mampu menghidrolisis
amilum. Mikroorganisme dianggap amilolitik ketika mereka mampu tumbuh pada
substrat yang mengandung amilum sebagai sumber karbon utama. Yeast amilolitik
yang tumbuh pada amilum akan terbebntuk zona degradasi (zona bening) di
sekitar koloni (Pascon et al., 2011). Yeast amilolitik mampu menghasilkan enzim
amilolitik seperti enzim amilase yang dapat memecah atau menghidrolisis amilum
menjadi gula seperti glukosa dan maltose (Querol dan Fleet, 2006; Brahmachari et
al., 2016). Enzim amilase yang dihasilkan oleh yeast amilolitik dapat
diaplikasikan dalam bidang industri roti dan kue, industri kertas, industri deterjen,
industri makanan serta industri farmasi (Ragab et al., 2011)

Yeast adalah salah satu mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan oleh
manusia. Yeast amilolitik digunakan sebagian besar oleh industri kue, tetapi juga
oleh industri pembuatan bir, produksi berbagai senyawa kimia (Ouédraogo et al.,
2012; Joseph dan Bachhawat, 2014), dan produksi single cell proteins (SCP)
(Shafiee et al., 2005). Penelitian Akbar et al., (2019) berhasil mengisolasi yeast



dari buah nanas diantaranya Wickerhamia sp. Saccharomyces sp. dan
Zygosaccharomyces sp. Beberapa jenis yeast amilolitik yang berhasil diisolasi
dari buah pisang oleh Gana et al., (2014) diantaranya adalah Pichia anomala,
Candida wangnamkhiaoensis, Brandoniozyma complexa, Debaryomyces

nepalensis, Pseudozyma prolifica, Hypopichia burtoni dan Kodamaea ohmeri.

2.2 Amilum

Amilum atau pati merupakan polisakarida glukosa yang terdiri dari dua
jenis rantai o—D-glukan, amilosa dan amilopektin (Gambar 2.2) (Egharevba,
2020). Amilum adalah karbohidrat polisakarida alami pada tanaman yang
jumlahnya melimpah kedua yang ditemukan setelah selulosa (Chibuogwu et al.,
2020; Ho dan Wong, 2020). Amilum merupakan produk hasil fotosintesis pada
tanaman yang disintesis di dalam kloroplas daun hijau (penyimpanan sementara)
dan amiloplas (penyimpanan jangka panjang) (L1 et al., 2018; Chibuogwu et al.,
2020; Wang et al., 2014). Amilum dari sumber tanaman yang berbeda memiliki
morfologi yang berbeda, ukuran granul, struktur, dan sifat fisikokimia (Li et al.,
2018; Cornejo-Ramirez et al., 2018). Tanaman menyimpan amilum di biji
(Jagung, gandum, padi, sorgum), umbi-umbian (kentang), akar (tapioka, ubi jalar,

garut), empulur (pohon sagu), dan buah-buahan (pisang) (Richter, 1996).
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Gambar 2.2 Struktur Amilum (Sumber: Bashir dan Aggarwal, 2019)

Amilum adalah polimer dengan rumus molekul (C¢H;¢Os), (Ho dan Wong,
2020) yang tersusun dari polimer glukan yaitu amilosa, dan amilopektin (Cornejo-

Ramirez et al., 2018) yang membentuk struktur semi-kristal kompleks dan butiran



pati dalam plastid (Xiao er al., 2018). Molekul amilum terdiri dari dua jenis
polimer utama, yaitu amilosa dan amilopektin (Gambar 2.3) (Chibuogwu et al.,
2020; Ho dan Wong, 2020). Amilum biasanya mengandung sekitar 20-30%
amilosa serta 70-80% amilopektin (Martens et al., 2018). Amilosa dan
amilopektin memiliki sifat fisiokimia yang berbeda yang berdampak pada sifat
keseluruhan pati (Egharevba, 2020). Amilosa adalah polimer linier, dihubungkan
oleh ikatan glikosidik o—D-(1-4) yang membentuk sekitar 20-30% dari total
amilum (Bashir dan Aggarwal, 2019). Kandungan amilosa dalam pati bervariasi
dalam struktur dan ukuran sesuai dengan asal botani amilum (Sanyang et al.

2017).
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Gambar 2.3 Struktur Amilosa dan Amilopektin Sumber: Sanyang et al., 2017)
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Amilopektin adalah polimer rantai bercabang yang memiliki ikatan
glikosidik a-D-(1-4) dalam rantai linier dan percabangan o—D-(1-6) (Gambar
2.5) (Bashir dan Aggarwal, 2019). Amilopektin dikelompokkan membentuk
zona Kristal pada daerah yang sangat bercabang (Martens et al., 2018). Secara
morfologis, komponen amilopektin terdiri dari area kristal yang membuatnya
tidak larut bahkan dalam air panas, tidak seperti amilosa linier yang sebagan

besar amorf atau semi kristalin (Sanyang et al., 2017).



a-{1—4) linkage
Gambar 2.4 Ikatan a- (1-4) dan a-(1-6) pada molekul amilum (Sumber: Wang et
al., 2014)

Amilum dapat dimanfaatnya dalam bidang industri, seperti industri
makanan. Amilum dalam industri makanan, dapat digunakan sebagai bahan
tambahan makanan yang penting karena kemampuannya membentuk gel,
pengental dan menstabilkan produk makanan (Syuhada er al, 2018). Amilum
yang dihidrolisis dapat digunakan untuk memproduksi asam organik seperti asam
laktat, asam malat, dan asam sitrat. Selain sebagai asam organik amilum yang
dihidrolisis dapat dijadikan sebagai bahan utama pembuatan alkohol dan pemanis
seperti maltodekstrin dan sirup. Amilum juga dapat dikembangkan sebagai
eksipien, kemasan biofilm, pembuatan kertas, pengganti lemak pada produk

makanan seperti eskrim (Bashir dan Aggarwal, 2019).

2.3 Hidrolisis Amilum dan Fermentasi

Amilum merupakan sumber karbohidrat yang sangat penting. Amilum
dapat dihidrolisis menggunakan enzim amilolitik yaitu enzim amilase (Contesini
et al., 2013). Alfa-amilase dalah salah satu enzim amilase yang memecah amilum
menjadi glukosa, maltose, dan maltiorosa pada ikatan glikosidik o-1,4 dan
memecah residu glukosa terminal atau ikatan -a-1,6 (Nisa et al., 2021). Amilum
dapat dihirolisis menjadi gula sederhana seperti glukosa (Brahmachari et al,
2016). Hidrolisis amilum merupakan proses yang sangat penting selama
pematangan buah. Amilum pada buah-buahan dipecah menjadi sukrosa, fruktosa,

dan glukosa (Venkatesan dan Tamilmani, 2013).
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Gambar 2.5 Hidrolisis amilum menggunakan enzim amilolitik (Sumber: Contesini
etal., 2013)

Fermentasi merupakan proses untuk memecah molekul organik komplek
menjadi lebih sederhana menggunakan mikroorganisme seperti yeast (Sharma et
al., 2020). Yeast melakukan fermentasi untuk mendapatkan energi. Selama
fermentasi, sel yeast mengubah gula menjadi etanol dan CO, (Gambar 2.6)
(Maicas, 2020). Gula seperti glukosa diubah menjadi piruvat melalui glikolisis.
Piruvat kemudian dapat terdegradasi lebih lanjut oleh Pyruvate decarboxylase
(Pdc) membentuk acetaldehyde. Acetaldehyd kemudian diubah menjadi etanol
oleh Alcohol dehydrogenase (Adh). Piruvat diubah menjadi etanol menghasilkan
keuntungan bersih 2 ATP per glukosa (Pfeiffer dan Morley, 2014).

CgH1,04 (glucose) —» 2 CoH50H (ethanol) + 2 CO; (carbon dioxide)

Gambar 2.6 Skema fermentasi (Sumber: Maicas, 2020)

2.4 Buah Durian (Durio zibenthinus Murr.)

Durian merupakan buah tropis yang berasal dari Asia Tenggara yang
dikenal sebagai The King of Fruit karena memiliki aroma dan rasa yang khas
(Afrianti Rahayu et al., 2019; Selviyanti dan Suwardi, 2021). Buah durian adalah
buah musiman yang umumnya panen tidak serentak pada bulan September sampai

bulan Februari. Buah durian menempati posisi ke-4 buah nasional dengan jumlah
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produksi kurang lebih 700 ribu ton per tahun (Yuniastuti et al., 2018). Jawa Timur
merupakan salah satu pemasok buah-buahan nasional seperti durian dengan

produktivitas 114,242 ton/tahun (Hardiyanti et al., 2021).

Gambar 2.7 Buah Durian (Hermanto et al., 2013 Hal.40)

Bentuk buah durian bervariasi dari globose, ovoid, obovoid, atau lonjong
dengan warna pericarp mulai dari hijau hingga kecoklatan. Warna daging buah
yang dapat dikonsumsi bervariasi dari satu varietas ke varietas lainnya dan
termasuk di antara yang berikut: kuning, putih, kuning keemasan atau merah (Ho
dan Bhat, 2015). Buah durian yang matang sepenuhnya memiliki rasa dan aroma
yang unik dikaitkan dengan adanya senyawa volatil (ester, aldehida, belerang,
alkohol, dan keton) (Aziz dan Jalil, 2019).

Daging buah durian memiliki kandungan senyawa yang bermanfaat seperti
karbohidrat, protein, lemak, serat, kalsium (Ca), asam folat, fosfor (P),
magnesium (Mg), potasium/kalium (K), zat besi (Fe), zinc, mangaan (Mn),
tembaga (Cu), karoten, niacin, vitamin C, thiamin, dan riboflavin (Maharani dan
Zuhro, 2017). Buah durian juga kaya akan polifenol seperti asam fenolat (asam
sinamat dan asam hidroksibenzoat), flavonoid (flavon, flavanon, flavonol,
antosianin), tanin, serta komponen bioaktif yang lain seperti karotenoid dan asam
askorbat (Aziz dan Jalil, 2019). Buah durian memiliki kandungan karbohidrat
berupa amilum sebesar 17,3% dengan kadar total gula sebesar 20,5% (Antarlina,

2009).
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2.5 Buah Sawo (Manilkara zapota L.)

Sawo (Manilkara zapota L.) adalah buah tropis Indonesia dari famili
Sapotaceae yang tersebar diseluruh nusantara (Eden dan Rahayu, 2019; Putri dan
Pitoyo, 2021). Menurut Badan Pusat Statistik dan Direktorat Jendral Holtikultura
produktivitas buah sawo di Indonesia pada tahun 2021 menapai 169,711
ton/tahun. Buah sawo merupakan buah sejati tunggal yang terbentuk dari satu
bunga dan satu bakal buah. Buah sawo berbentuk bulat sampai bulat telur (elips)
dan berwarna coklat. Buah sawo memiliki kulit buah yang tipis dan permukaan
luar yang berpasir. Daging buah berwarna coklat kemerahan sampai kekuningan

(Gambar 2.8) (Rellosa et al., 2020; Putri dan Pitoyo, 2021).

3 A =
o —

Gambar 2.8 Buah Sawo (Hermanto et al., 2013)

Buah sawo memiliki manfaat sebagai sumber antioksidan dan juga sumber
biodiesel (Putri dan Pitoyo, 2021). Sawo juga dapat digunakan sebagai bahan
olahan makanan seperti selai, sirup, dan difermentasi menjadi anggur atau cuka
(Hamzah et al., 2020). Buah sawo memiliki daging buah yang rasanya manis
dengan kandungan gula sebesar 16-20% (Putri,2017 ; Astawan, 2010). Buah sawo
juga mengandung senyawa seperti kandungan protein, lemak, serat, Ca, Fe,

saponin, niasina flavonoid, dan tannin (Harto et al., 2016).



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-Oktober 2022. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika

dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

Alat kaca yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari labu Erlenmeyer,
cawan petri, tabung reaksi, gelas ukur, batang pengaduk, batang segitiga, batang
L, botol vial dan gelas Beaker. Alat yang digunakan untuk isolasi yaitu laminar
air flow (LAF), mikropipet 100-1000 puL, mikro pipet 20-200 uL, pipet volume,
rak tabung. Inkubator digunakan untuk menginkubasi isolat. Alat-alat lain yang
digunakan pada penelitian ini yaitu autoklaf (alat sterilisasi), hot plate, jarum ose,
tusuk gigi steril, saringan teh, vortex, dan timbangan digital.

Sampel buah yang digunakan pada penelitian ini adalah buah durian dan
buah sawo yang diperoleh dari pedagang buah di Kabupaten Jember. Media yang
digunakan terdiri dari media Pepton Yeast Glucose (PYG) (Lampiran 3.1), media
PYG padat 10% (Lampiran 3.2), Potato Dextrose Agar (PDA) (Lampiran 3.3),
media Soluble Starch Agar (SSA) (Lampiran 3.4), media produksi enzim
(Lampiran 3.5), substart amilum 1% (Lampiran 3.6), dan media wortel. Larutan
kimia yang digunakan pada penelitian terdiri dari alkohol 70%, iodine 0,33%,
pewarna methylene blue 1%, larutan buffer Tris HCl 50 mM pH 7, HCI IM dan

reagen iodine 1%.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan pada penelitian ini terbagi menjadi tiga tahap yaitu isolasi
yeast, uji aktivitas amilolitik, dan karakterisasi morfologi yeast secara
makroskopis dan mikroskopis. Diagram alir rancangan penelitian dapat dilihat

pada Gambar 3.1.
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Gambar 3.1 Rancangan metode penelitian
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3.4 Isolasi Yeast Amilolitik

3.4.1 Persiapan Isolasi

Sampel buah durian diperoleh dari pedagang buah durian yang ada di
Kabupaten Jember. Buah durian yang diperoleh merupakan durian lokal yang ada
di Jember. Buah durian kemudian didiamkan sekitar 3 hari sampai benar-benar
matang.

Buah sawo yang digunakan pada penelitian diambil dari Desa Darungan
yang ada di Kecamatan Tanggul. Buah sawo yang diambil dalam kondisi mentah.
Selanjutnya buah sawo diperam sekitar 5 hari sampai benar-benar matang. Media
isolasi yeast terdiri dari media PYG cair (dengan konsentrasi 0.5%, 1%, 2.5%,

5%, 7.5%, dan 10%) dan media Peptone yeast glukosa ( PYG) padat 10%.

3.4.2 Isolasi Yeast

Buah durian dan sawo masing-masing sebanyak 1 gram disuspensikan
menggunakan akuades sebanyak 9 ml (Wei er al., 2017). Selanjutnya diambil
suspensi sebanyak 500 pl dan dimasukkan kedalam media PYG cair 0.5% dan
diinkubasi pada suhu ruang menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm
selama 3 hari. Setelah diinkubasi suspensi dihomogenkan dan diambil sebanyak
500 pl, kemudian dimasukkan ke dalam media PYG cair 1%. Setelah inkubasi 3
hari kemudian diinokulasikan pada media glukosa pada dengan konsentrasi yang
lebih tinggi yaitu 2.5%, inokulasi dilakukan sampai pada media glukosa cair 10%.

Inokulasi dilakukan sampai pada media PYG cair dengan konsentrasi
10%. Tujuan ditumbuhkan pada media glukosa dengan konsentrasi bertingkat
adalah untuk mengetahui kemampuan osmotoleran isolat yeast. Menurut Ali dan
Khan (2014) yeast dapat tumbuh aktif pada konsentrasi glukosa 10 %. Yeast yang
tumbuh pada media PYG cair 10% kemudian dilakukan pengenceran.
Pengenceran bertujuan untuk mengurangi jumlah kepadatan mikroba (Rosmania
dan Yanti, 2020). Suspensi sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi akuades sebanyak 9 ml dan dianggap sebagai pengenceran 107
Pengenceran dilakukan sampai 10 dengan 3 kali pengulangan. Setelah dilakukan

pengenceran, selanjutnya larutan sampel dituang pada media PYG padat 10% dan
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diratakan menggunakan metode spread plate (Damayanti et al., 2020).
Selanjutnya diinkubasi selama 3 hari pada suhu 30°C (Ali dan Khan, 2014).

Koloni yeast yang tumbuh pada media kemudian dilakukan pemurnian.

3.4.3 Pemurnian Isolat

Koloni yeast yang diperoleh dari hasil isolasi kemudian dilakukan
pemurnian. Tujuan dilakukan pemurnian untuk memperoleh biakan murni atau
koloni tunggal tanpa ada kontaminan dari mikroba lain (Ed-har et al, 2017).
Pemurnian dilakukan menggunakan metode streak plate (Nurhartadi dan Rahayu,
2011). Koloni yeast dari hasil isolasi diambil sebanyak 1 ose, lalu diinokulasikan
pada media PDA, yang dilakukan pada masing-masing koloni. Inkubasi selama 3
hari pada suhu 30°C. Koloni tunggal yang tumbuh pada media selanjutnya
dilakukan pengecatan sederhana menggunakan pewarna methylen blue.
Pewarnaan dilakukan untuk mengetahui bentuk sel yeast. Isolat yeast dianggap

murni apabila bentuk sel yang diamati menggunakan mikroskop sudah seragam.

3.5 Skrining Yeast Amilolitik
3.5.1 Uji Aktivitas Amilolitik Metode Semi Kuantitatif

Uji aktivitas amilolitik isolat yeast secara kualitatif dilakukan dengan
mengamati zona degradasi (zona bening) yang terbentuk pada media agar
(Hidayat et al., 2021). Uji ini dilakukan untuk mendeteksi yeast penghasil amilase
melalui proses hidrolisis amilum. Media uji yang digunakan yaitu Soluble Starch
Agar (SSA) karena memiliki kandungan amilum (Deshmukh ez al., 2020). Isolat
murni yang yang didapatkan diremajakan pada media PDA, selanjutnya isolat
diinokulasikan menggunakan tusuk gigi steril pada media uji SSA dengan dua kali
pengulangan. Media yang telah diinokulasi kemudian diinkubasi selama 3 hari
pada suhu 30°C. Setelah diinkubasi, diukur diameter koloni kemudian media
digenangi dengan larutan iodine dan ditunggu selama 10-15 menit. Reaksi antara
larutan iodine dengan amilum pada media akan menghasilkan warna biru ungu
pada media yang amilumnya belum terhirolisis (Firdausi dan Zulaika, 2015).
Setelah 15 menit , akan terbentuk zona bening disekitar koloni. Adanya zona

bening disekitar koloni menunjukkan adanya aktivitas amilolitik dari yeast yang
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berhasil diisolasi. Indeks aktivitas amilolitik dapat diketahui dengan mengukur
rasio diameter koloni dengan zona bening. Isolat yang memiliki indeks aktivitas
amilolitik paling besar diasumsikan memiliki aktivitas amilolitik yang paling baik
(Hidayat dan Fajarianingtyas, 2021). Aktivitas enzim hidrolitik dapat diketahui
menggunakan rumus (Goldbeck et al., 2012)

. . diameter zona bening—diameter koloni
Indeks Amilolitik = S ceeeeeereeesessstessseasesens 1

diameter koloni

3.5.2 Produksi dan Ekstraksi Enzim

Produksi dan ekstraksi enzim amilase menggunakan metode (Shangvi et
al, 2011) yang telah dimodifikasi. Produksi enzim dan ekstraksi enzim dilakukan
dengan metode fermentasi cair. Media produksi enzim amilase tersusun dari 10 g/l
yeast extract, 3 g/l peptone, 1 g/l K,HPO4, 0,04 g/l KH,POy4, dan 30 g/l soluble
starch (Shangviet al, 2011).

Koloni yeast yang tumbuh pada media PDA diambil sebanyak 1 koloni
dan diinokulasikan pada media produksi enzim amilase. Inkubasi dilakukan
selama 3 hari menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 120 rpm pada suhu
ruang (Ishmayana et al., 2008). Media produksi yang mengandung ekstrak kasar
enzim amilase kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 10 menit

dan diambil supernatannya.

3.5.3 Uji Aktivitas Amilase Metode Kuantitatif (Uji lodine)

Uji aktivitas enzim amilase dilakukan berdasarkan metode (Oliveira et al,
2019) yang telah dimodifikasi. Metode iodine yang digunakan didasarkan pada
perkembangan warna yang dihasilkan dari ikatan iodine dengan polimer amilum.
(Xiao et al, 2006). Pengikatan iodine pada terminal rantai polimer amilum yang
menghasilkan kompleks berwarna biru yang juga dapat diamati secara kuantitatif
menggunakan spektrofotometri UV-vis (Oliveira er al, 2019). Uji aktivitas
amilase metode iodine menggunakan amilum sebagai substart dengan konsentrasi
1%.

Uji aktivitas amilase dilakukan menggunakan dua kelompok yaitu

kelompok uji dan kelompok kontrol. Kelompok uji diberi perlakuan dengan
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memasukkan 650 ul 50 mM buffer Tris-HCI pH 7, 750 ul substrat amilum 1% ke
dalam tabng uji. Campuran larutan tersebut diinkubasi waterbath selama 10 menit
pada suhu 37°C. ditambahkan 100 pl enzim amilase ke dalam campuran dan
inkubasi kembali selama 30 menit. Selama proses inkubasi tabung uji ditutup
menggnakan kelereng untuk mengurangi terjadinnya penguapan. Setelah waktu
inkubasi selesai ditambahkan larutan 1 M HCI sebanyak 375 ul ke dalam
campuran larutan. Penambahan HCL ke dalam larutan berfungsi untuk
menghentikan reaksi enzimatik (Xiao et al., 2006). Campuran uji dihomogenkan
menggunakan vortex selama 10 detik, kemudian diambil sebanyak 65 pl dan
dimasukkan ke dalam eppendorf 2 ml yang telah berisi 65 ul reagen iodine (KI
1% dan I, 0,1%) dan 1,8 ml akuades filtrasi. Campuran larutan uji dan iodine
menghasilkan warna biru karena iodine berikatan dengan terminal rantai polimer
amilum (Oliveira et al., 2019).

Kelompok kedua yaitu kelompok kontrol yang diberi perlakuan dengan
memasukkan 650 pl 50 mM buffer Tris-HCI pH 7, 750 pl substrat amilum 1%,
dan 1 M HCI sebanyak 375 ul. Kelompok kontrol selanjutnya diberi perlakuan
yang sama dengan kelompok uji. Kelompok uji dan kontrol dihomogenkan
dengan cara pipetting, laruta yang telah homogen diambil sebanyak 1 ml diukur
absorbansinya menggunakan panjang gelombang 580 nm (Oliveira et al, 2019).

Nilai absorbansi yang diperoleh dari hasil perlakuan uji dan kontrol
dikonversi menjadi persamaan linier kurva standar kompleks amilum-iodin.
Kurva standar (Lampiran 3.7) diperoleh dari nilai konsentrasi amilum pada
rentang 0-7,5 mg/ml (Tabel 3.1). Kemampuan enzim amilase dalam
menghidrolisis amilum pada awal reaksi dengan 7,5 mg selama 30 menit
didefinisikan sebagai satu unit aktivitas amilase. Masing-masing larutan standar
diinkubasi waterbath pada suhu 37°C selama 30 menit. Larutan yang telah
diinkubasi selanjutnya divorteks agar homogen dan diambil sebanyak 65 ul lalu
dipindahkan pada eppendorf 2 ml yang telah diisi akuades filtrasi sebanyak 1,8
ml. Campuran akuades filtrasi dan larutan uji kemudian ditambahkan dengan

reagen iodin sebanyak 65 ul, selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang
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gelombang 580 nm dan dibuat persamaan linier kadar amilum berdasarkan kurva

standar yang terbentuk (Oliveira et al, 2019).

Tabel 3.1 Preparasi larutan standar amilum untuk pembuatan kurva standar

Konsentrasi Kadar stok Akuades filtrasi 1 M HCI (ul)
amilum (mg) amilum (ul) (ub)
0 0 1500 375
1,5 150 1350 375
3 300 1200 375
4,5 450 1050 375
6 600 900 375
7,5 750 750 375

Kadar amilum (mg) yang diperoleh berdasarkan konversi nilai absorbansi ke
persamaan linier kurva standar, maka aktivitas amilase dapat diketahui

menggunakan rumus (Oliveira et al, 2019) sebagai berikut :

Kontrol PA580—-Uji PA580 X
wXxv

Aktivitas amilase (U/ml) =

Keterangan :

Kontrol Pasgy = Kadar amilum kontrol
Uji Pasgo = kadar amilum uji
W = Waktu inkubasi

V = Volume larutan amilase bebas

3.6 Karakterisasi
3.6.1 Karakteristik Makroskopis

Identifikasi secara makroskopis dilakukan melalui pengamatan morfologi
koloni yeast. Morfologi koloni yeast ditumbuhkan pada media PDA kemudian
diamati di bawah mikroskop stereo. Parameter yang diamati meliputi tekstur,

warna, permukaan, elevasi, dan margin (Kurtzman dan Fell, 1998).
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3.6.2 Karakteristik Mikroskopis

Pengamatan mikroskopis isolat yeast menggunakan metode slide culture.
Parameter yang diamati meliputi bentuk sel, budding cell, ada tidaknya
pseudomcelium, true mycelium, arthrospores dan blastospores. Media PDA
diambil sebanyak satu ose lalu dipanaskan diatas bunsen, kemudian diletakkan
pada kaca benda dan ditutup gelas penutup. Isolat yeast diinokulasikan diatas
media PDA kemudian di letakkan pada pipa U yang digunakan sebagai
penyangga yang ada dalam cawan petri yang telah diberi alas berupa tissue yang
sudah dibasahi menggunakan akuades steril kurang lebih 1-2 ml, dan selanjutnya
diinkubasi selama 2 hari pada suhu 30°C (Sundari, 2012)

Pengamatan askus spora isolat yeast menggunakan metode vegetable
widges. Media yang digunakan adalah media wortel. Wortel dibersihkan dengan
cara dicuci, kemudian diiris silinder panjang sekitar 1 cm. Irisan wortel yang
berbentuk silinder kemudian diiris miring dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Irisan wortel selanjutnya disterilisasi autoklaf pada suhu 121°C (Kurtzman
dan Fell, 1998). Isolat yeast diinokulasikan pada media wortel yang telah
disterilisasri kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 7-21 hari. Pengamatan
dilakukan setiap 7 hari sekali dengan menggunakan pewarna methylene blue.
Hasil pengamatan karakteristik makroskopis dan mikroskopis selanjutnya
didiskripsikan berdasarkan buku identifikasi yeast “The Yeast, A Taxonomic

Study Fourth Edition”.

3.6.3 Analisis Data

Analisis data aktivitas enzim amilase hail uji kuantitatif yang diperoleh
dari hasil penelitian dianalisis berdasarkan grafik hasil menggunakan Microsoft
Excel. Karakter morfologi isolat yeast dilakukan melalui analisis diskriptif

berdasarkan karakter makroskopis dan mikroskopis.



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi dan Uji Aktivitas Enzim Amilase

Isolasi dilakukan pada sampel buah durian dan buah sawo yang matang.
Berdasarkan karakter makroskopis didaptkan 8 isolat yeast yang berhasil diisolasi
pada media PYG padat 10%. Isolasi pada buah sawo didapatkan 5 isolat dengan
kode S1, S2, S3, S4, dan S5, sedangkan pada buah durian didapatkan 3 isolat
dengan kode D1, D2, dan D3. Isolat yeast yang diperoleh kemudian dilanjutkan
dengan uji semi kuantitatif zona bening pada media agar dan uji kuantitatif
metode iodine.

Delapan isolat yeast yang diperoleh dari hasil isolasi, di uji aktivitas
hidrolisis amilum secara kualitatif berdasarkan zona bening yang terbentuk
disekitar koloni. Zona bening pada media tidak terwarnai karena amilum yang
terdapat pada zona tersebut telah terhidrolisis menjadi senyawa-senyawa yang
lebih sederhana (Sukmawati et al., 2019). Menurut Augusta (1993) terbentunya
zona bening yang merupakan hasil degradasi partikel polimer tergantung pada
beberapa persyaratan dasar yaitu : 1) harus ada ekskresi ekso-enzim, 2) difusi
melalui media sekitarnya, 3) interaksi antara enzim dan polimer.

Berdasarkan uji semi kuantitatif, pada delapan isolat yang diuji tidak
terdeteksi adanya zona bening (aktivitas amilolitik kecil). Delapan isolat yeast
yang diperoleh mampu tumbuh pada media SSA yang mengandung amilum
sebagai sumber karbon. Isolat yeast yang tumbuh memiliki diameter koloni yang
berbeda-beda, namun aktivitas degradasi (zona bening) disekitar koloni tidak
terdeteksi, sehingga delapan isolat yeast yang diperoleh dilanjutkan dengan uji

kuantitatif.
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Gambar 4.1 Hasil uji semi kuantitatif

Uji kuantitaf dilakukan menggunakan metode iodine. Uji kuantitatif
diawali dengan memproduksi enzim amilase. Produksi enzim amilase dilakukan
dengan cara menumbuhkan isolat yeast pada media produksi enzim yang
mengandung substrat amilum 1%. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang
menggunakan shaker selama 3 hari. Setelah masa inkubasi selesai media produksi
yang mengandung enzim amilase disentrifugasi untuk mendapatkan ekstrak kasar
enzim amilase. Berdasarkan hasil uji kuantitatif delapan isolat yeast memiliki
kemampuan berbeda dalam menghasilkan enzim amilase (Gambar4.2). Aktivitas
amilase isolat S1 sebesar 0.272+0.15 U/ml, S2 sebesar 0.116+0.03 U/ml, S3
sebesar 0.061+0.03 U/ml, S4 sebesar 0.111+0.07 U/ml, S5 sebesar 0.111+0.05
U/ml, D1 sebesar 0.042+0.01 U/ml, D2 0.035+0.01 U/ml, dan D3 sebesar
0.029+0.02 U/ml (Lampiran 4.2). Isolat yang memiliki aktivitas enzim amilase
paling tinggi adalah S1 yaitu sebesar 0.272+0.15 U/ml. isolat yang memiliki
aktivitas enzim amilase paling rendah adalah isolat D3 sebesar 0.029+0.02 U/ml.
Perbedaan isolat yeast dalam memproduksi enzim amilase dapat dipengaruhi
beberapa faktor selama peoses produksi enzim amilase. Produksi enzim amilase
dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti suhu dan pH optimum, sumber
nutrisi (Sudharsan et al., 2007), sumber nitrogen, pengaruh Kkecepatan
pengadukan, juga waktu produksi dan pertumbuhan sel selama fermentasi (Li et

al, 2007).
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Gambar 4.2 Aktivitas enzim amilase isolat yeast

Isolat ST memilki aktivitas amilase paling tinggi dibandingkan dengan
isolat lain. Isolat S1 memiliki aktivitas tertinggi kemungkinan perlakuan pada
proses produksi enzim kondisi sesuai dengan pertumbuhan isolat S1. Perlakuan
yang meliputi kondisi pH, suhu, dan substrat sudah optimum untuk pertumbuhan
isolat S1. Optimalisasi kondisi kultur sangat penting untuk pertumbuhan mikoba
(veast) sehingga mikroba mampu memproduksi enzim secara maksimum

(Shangvi et al, 2011).

Uji semi kuantitatif menggunakan media agar padat yang mana media
tersebut memiliki kelemahan karena kehomogenan media dan aerasi sangat sulit
ditentukan, sehingga dapat mempengaruhi pertumbuhan yeast. Sedangkan pada
metode kuantitatif produksi enzim dilakukan menggunakan media cair. Media cair
yang digunakan untuk produksi enzim lebih efektif dalam menjaga kodisi selama
produksi enzim dibandingkan media padat. Media cair mampu menjaga kondisi
proses produksi sesuai dengan apa yang diinginkan seperti kehomogenan media,

pH, dan aerasi (Sunaryanto dan Marasabessy, 2016).
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4.2 Karakteristik Makroskopis dan Mikroskopis Yeast Amilolitik

Delapan isolat yang terdiri dari S1, S2, S3, S4, S5, D1, D2,dan D3
dikarakterisasi berdasarkan buku panduan identifikasi yeast yaitu “The Yeasts, A
Taxonomic Study Fourh Edition” (Kurtzmn et al., 1998). Karakterisasi isolat yeast

dilakukan berdasarkan karakter morfologi makroskopis dan mikroskopis.

Table 4.1 Karakter morfologi makroskopis isolat yeast

Karakter
Kode
Isolat | Bentuk = Tekstur Warna Permukaan = Elevasi Margin
Atas Bawah

S1 | Irregular Viscous Krem Krem  Bersektor Raised  Undulate
S2 | Irregular = Viscous Putih Putih = Bersektor Flat Lobate
S3 | Irregular = Viscous Putih  Putih =~ Bersektor Flat Undulate
S4 Circular = Viscous Putih  Putih =~ Bersektor Flat Undulate
S5 | Circular = Viscous Putih Putih = Bersektor Flat Undulate
D1 Circular = Viscous Putih Krem Berkilau Convex Entire
D2 | Circular @ Viscous Putih  Putih Berkilau Convex Entire
D3 | Circular = Viscous Putih Krem Berkilau Convex Entire

Berdasarkan tabel 4.1 isolat karakter S1 memiliki morfologi makroskopis
koloni berbentuk irregular (tidak teratur) dan berwarna krem (Gambar 4.2 a).
Koloni isolat yeast S1 memiliki tekstur dan permukaan bersektor. Elevasi isolat
S1 adalah raised dan margin undulate. Bentuk sel hasil pengamatan mikroskopis
menunjukkan bahwa isolat S1 memiliki bentuk bulat dengan tipe budding
multilateral (Gambar 4.2 b) (Kurtzmn et al., 1998). Isolat S1 memiliki
pseudomycelium (Gambar 4.2 c) dan askospora (Gambar 4.2 d) yang merupakan

perkembangbiakan secara seksual.
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C d L —

a) Morfologi makroskopis isolat S1 perbesaran 10x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, ¢) pseudomycelium perbesaran 400x, d)
askospora perbesaran 400x

Gambar 4.3 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat S1

Karakter morfologi makroskopis isolat S2 memiliki bentuk koloni
irregular dan bertekstur viscous (Gambar 4.3 a). Koloni isolat S2 berwarna putih,
permukaan bersektor, dan elevasi flat. Margin dari isolat S2 adalah lobate.
Pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa isolat S2 memiliki bentuk oval
(Gambar 4.3 b), budding cell tipe multilateral (Gambar 4.3 c) dan askospora
(Gambar 4.3 d).
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a) Morfologi makroskopis isolat S2 perbesaran 10x mikroskop stereo, b)
bentuk sel perbesaran 400x, ¢) budding cell perbesaran 400x, d) askospora
perbesaran 400x

Gambar 4.4 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat S2

Isolat S3 memiliki karakter makroskopis koloni berbentuk irregular dan
berwarna putih (Gambar 4.4 a). Tekstur isolat S3 adalah viscous dengan
permukaan koloni bersektor. Isolat S3 memiliki elevasi flar dan margin undulate.
Bentuk sel hasil pengamatan mikroskopis adalah bulat dengan tipe budding
monoplar. Karakter mikroskopis lain yang ada pada isolat S3 adalah
pseudomycelium (Gambar 4.4 c) dan askospora (Gambar 4.4 d).

a) Morfologi makroskopis isolat S3 perbesaran 0.67x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, c) pseudomycelium perbesaran 400x, d)
askospora perbesaran 400x

Gambar 4.5 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat S3
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Karakter morfologi makroskopis isolat S4 memiliki koloni berbentuk
circular, berwarna putih dan bertekstur viscous dengan permukaan bersektor
(Gambar 4.5 a). Elevasi isolat S4 adalah flat dan margin undulate. Bentuk sel S4
berdasarkan karakter mikroskois adalah bulat, memiliki budding cell (Gambar 4.5
b) dan pseudomycelium (Gambar 4.5 c). Isolat S4 memiliki reproduksi seksual

yaitu askospora (Gambar 4. d).

a) Morfologi makroskopis isolat S4 perbesaran 10x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, d) askospora perbesaran 400x

Gambar 4.6 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat S4
Isolat S5 memiliki bentuk koloni circular, berwarna putih dan bertekstur
viscous (Gambar 4.6 a). Permukaan isolat S5 adalah bersektor dengan elevasi tipe
flat dan margin undulate. Isolat S5 secara mikroskopis memilki sel berbentuk
bulat (Gambar 4.6 b). Isolat S5 memiliki askospora (Gambar 4.6 c) dan budding

cell tipe multilateral (Kurtzmn et al., 1998).
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a) Morfologi makroskopis isolat S5 perbesaran 10x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, d) askospora perbesaran 400x

Gambar 4.7 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat S5

Karakter morfologi makroskopis isolat D1 memiliki koloni berbentuk
circular, bertekstur viscous dan permukaan berkilau (Gambar 4.7 a). Warna
permukaan atas koloni D1 adalah putih, sedangkan koloni bawah berwarna krem.
Isolat D1 memiliki elevasi convex dan margin entire. Karakter mikroskopis
menunjukkan bahwa isolat D1 memiliki sel berbentuk bulat, budding cell tipe
multilateral (Gambar 4. b), memiliki askospora (Gambar 4.7 c¢) yang merupakan

perkembangbiakan secara seksual (Kurtzmn ez al., 1998).
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a) Morfologi makroskopis isolat D1 perbesaran 10x mikroskop stereo, b)
bentuk sel dan budding cell perbesaran 400x, d) askospora perbesaran
400x

Gambar 4.8 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat D1

Isolat D2 memiliki karakter makroskopis koloni berbentuk circular,
bertekstur viscous dan koloni berwarna putih (Gambar 4.8 a). Permukaan koloni
berkilau, elevasi convex dan margin entire. Isolat D2 memiliki budding cell

multilateral dan sel berbentuk bulat (Gambar 4.8 b). Isolat D2 memiliki

pseudomycellium (Gambar 4.8 c) dan juga askospora (Gambar 4.8 d).
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a) Morfologi makroskopis isolat D2 perbesaran 10x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, c) pseudomycelium perbesaran 400x, d)
askospora perbesaran 400x

Gambar 4.9 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat D2

Karakter isolat D3 secara makroskopis memiliki koloni berbentuk cicular
dan bertekstur visous (Gambar 4.9 a). Warna koloni permukaan isolat D3 adalah
putih, sedangkan koloni bawah berwarna krem. Elevasi koloni D3 adalah convex
dengan margin entire. Berdasarkan karakter mikroskopis isolat D3 memilki sel

berbentuk oval, memiliki budding cell tipe multilateral (Gambar 4.9 b), dan

a) Morfologi makroskopis isolat D3 perbesaran 10x mikroskop stereo, b) bentuk
sel dan budding cell perbesaran 400x, c) askospora perbesaran 400x

Gambar 4.10 Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat D3
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Tabel 4.2 Karakter mikroskopis isolat yeast

Karak Kode Isolat
arakter SI | S2 | S3 | s4 | S5 | DI | D2 | D3
Bentuk Sel Bulat | Oval | Bulat | Bulat | Bulat | Bulat | Bulat | Oval
Budding cell + + + + + + + +
Pseudomycelium + - + + - - +
True Mycelium - - - - - - -
Askospora + + + i + + + +
Arthrospora - - - . - - _
Blastospora - - - - - - -

Berdasarkan karakter mikroskopis pada tabel 4.2 delapan isolat yeast
memiliki budding cell. Budding cell merupakan alat perkemabang biakan aseksual
dengan membentuk tunas (Heritage et al, 2000). Pertumbuhan tunas pada sel
yveast dimulai dengan pembentukan evaginasi atau tonjolan kecil pada beberapa
titik di permukaan sel induk. Ukuran sel induk tetap atau konstan selama
perkembangan tunas, sedangkan kuncup (blastoconidium) akan bertambah besar
membentuk sel baru. Sel baru selanjutnya akan terpisah dari induknya setelah
beberapa waktu (Kurtzmn et al., 1998).Budding cell dapat dibedakan jenisnya
menjadi multilateral, multilateral, dan multilateral. Perbedaan jenis budding cell
didasarkan pada letak munculnya tunas (Kurtzmn et al., 1998).

Pseudomycelium merupakan pemanjangan sel yeast yang muncul dari
tunas yang melekat bersama dalam rantai bercabang. Sel-sel individu dalam
pseudomycelium adalah independen satu sama lain dan, sel-sel pseudomycelium
tidak dihubungkan oleh pori-pori. Sel-sel pseudomycelium dapat berkekmbang
pada spesies yeast tertentu (Heritage et al., 2000). Pseudomcelium biasanya
berkembang lebih baik dalam kondisi anaerobik. Pengamatan pseudomycelium
menggunakan metode slide culture. Permukaan agar-agar (media PDA) ditutupi
dengan kaca penutup dan pada bagian bawah kaca penutup akan menghasilkan
pseudoycelium lebih mudah dari pada bagian lain (Osiewacz, 2022). Berdasarkan
hasil pengamatan, yeast yang menghasilkan pseudomycelum yaitu isolat S1, S3,

S4, dan D2.
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Tabel 4.2 menunjukan bahwa delapan isolat yeast memiliki askospora.
Isolat yeast diketahui dapat menghasilkan spora pada umur £21 hari. Askospora
merupakan reproduksi yeast secara seksual. Askospora terbentuk melalui
peleburan dua inti (konjugasi) antara sel dan tunasnya. Ascosporulation biasanya
diinduksi dalam kondisi yang membatasi yeast melakukan pertumbuhan secara
vegetatif karena kandungan nutrisi pada media rendah (Kurtzmn et al., 1998).

Pengamatan askospora menggunakan media wortel dengan masa inkubasi
+21 hari. Media wortel wortel merupakan media yang memiliki kandungan
karbohidrat rendah dapat menghambat pertumbuhan vegetatif, sehingga
menginduksi yeast untuk bersporulasi. Beberapa jenis yeast dapat bersporulasi
dengan cepat dalam waktu 48 jam, tetapi bebrapa jenis yeast juga membutuhkan
waktu yang lebih lama sekitar 6 mingguan atau lebih untuk menghasilkan

askospora. (Kurtzmn et al., 1998).



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan dari hasil penelitian yang telah dilakukan, maka didapatkan

kesimpulan sebagai berikut :

1.

Hasil isolasi yeast dari buah durian dan sawo yang merupakan buah lokal
Kabupaten Jember didapatkan 8 isolat yaitu S1, S2, S3, S4, DS5, D1, D2,
dan D3. Delapan isolat yeast mampu tumbuh pada media SSA yang
mengandung amilum. Berdasarkan uji semi kuantitatif metode zona
bening, delapan isolat yeast yang diperoleh tidak terdeteksi adanya zona
bening (aktivitas amilolitik kecil). Berdasarkan uji kuantitatif metode
iodine isolat yeast dengan kode S1 menunjukkan aktivitas amilase paling
tinggi yaitu sebesar 0.272+0.15 U/ml, sedangkan isolat D3 menunjukkan
aktivitas amilase terendah yaitu sebesar 0.029+0.02 U/ml.

Berdasarkan karakter morfologi makroskopis delapan isolat yeast yang
terdiri dari S1, S2, S3, S4, DS5, D1, D2, dan D3 memiliki bentuk koloni,
tektur, warna, permukaan elevasi, dan marin yang berbeda. Berdasarkan
karakter mikroskopis delapan isolat yeast memiliki bentuk sel yang
bervasiasi yaitu bulat dan oval. Delapan isolat memiliki perkembangan
reproduksi secara aseksual dengan budding cell dan secara seksual dengan
askospora. Pseudomycelium hanya ditemukan pada isolat yeast dengan

kode S1, S3, S4, dan D2.

5.2 Saran

Saran yang diberikan peneliti dari penelitian yaitu perlu dilakukan

tahapan lebih lanjut terhadap karakterisasi isolat yang di dapatkan. Karakterisasi

lebih lanjut dapat dilakukan secara uji fisiologi dan molekuler sehingga bisa

didapatkan jenis isolat yeast sampai tingkat spesies. Ekstrak kasar enzim yang

didapatkan pada penelitian perlu dilakukan uji enzimatis lebih lanjut.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Pembuatan Media Pepton Yeast Glucose (PYG)

Komposisi Media PYG :
Komposisi Jumlah
Pepton 0.5 gram
Yeast extract 0.5 gram
Glukosa 0.5%, 1%, 2.5%, 5%, 7.5%, dan 10%
Akuades 100 ml
Cara pembuatan media PYG :

Sebanyak 0.5 gram pepton, 0.5 gram yeast extract, glukosa dengan konsentrasi
berbeda (0.5%, 1%, 2.5%, 5%, 7.5%, dan 10%) dan 100 ml akuades dipanaskan
ingga larut. Komposisi media PYG yang telah larut kemudian dimasukkan ke
dalam labu Erlenmeyer menggunakan pipet volume, masing-masing labu
Erlenmeyer berisi 10 ml media. Media PYG selanjutnya  disterilisasi

menggunakan autoklaf.



Lampiran 3.2 Pembuatan Media Pepton Yeast Glucose (PYG) Padat 10 %

Komposisi Media PYG Padat 10% :

45

Komposisi Jumlah
Pepton 0.5 gram
Yeast extract 0.5 gram
Glukosa 10% (10 gram)
Agar 1.7 gram
Akuades 100 ml

Cara pembuatan media PYG 10%

Sebanyak 0.5 gram pepton, 0.5 gram yeast extract, glukosa 10% (10

gram), 1.7 gram agar dan 100 ml akuades dipanaskan ingga larut. Komposisi

media PYG yang telah larut kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi

menggunakan pipet volume, masing-masing tabung reaksi berisi 10 ml media.

Media PYG selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf.
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Lampiran 3.3 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Komposisi Media PDA :
Komposisi Jumlah
Kentang 200 gram
Dextrose 10 gram
Agar 17 gram
Akuades 1000 ml
Cara pembuatan :

Kentang sebanyak 200 gram yang telah dibersihkan dan dipotong kecil-
kecil kemudian didihkan menggunakan 1000 ml akuades. Kentang yang telah
empuk selanjutnya disaring hingga didapatkan filtratnya. Filtrat kentang kemudan
dipanaskan kembali, kemudian dimasukkan 10 gram dextrose dan 17 gram agar
sambil diaduk. Media PDA yang telah mendidih selanjutnya dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, masing-masing tabung berisi 10 ml. Media PDA selanjutnya

diinkubasi menggunakan autoklaf.
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Lampiran 3.4 Pembuatan media Soluble Starch Agar (SSA)

Komposisi Media SSA :

Komposisi Jumlah
Soluble starch 2 gram
Pepton S gram
Yeast extract 3 gram
Agar 17 gram
Akuades 1000 ml

Cara pembuatan :

Sebanyak 2 gram soluble starch, 3 gram yeast, 5 gram pepton, dan 1000
ml akuades dipanaskan hingga mendidih. Setelah mendidih ditambahkan 17 gram
agar dan diaduk hingga homogen. Media SSA selanjunya dimasukkan ke dalam

tabung reaksi, masing-masing tabung berisi 10 ml. Media PDA selanjutnya

diinkubasi menggunakan autoklaf.
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Lampiran 3.5 Pembuatan Media Produksi Enzim

Komposisi Media Produksi Enzim :

Komposisi jumlah
Yeast extract 10 gram
Pepton 3 gram
K>HPO,4 1 gram
KH,PO,4 0.04 gram
Soluble starch 30 gram
Akuades 1000 ml

Cara pembuatan :

Sebanyak 10 gram yeast extract, 3 gram pepton, 1 gram K,HPO,, 0.04
gram KH,POy, 40 gram soluble starch, dan 1000 ml akuades dipanaskan diatas
hotplat. Campuran bahan tersebut diaduk hingga homogen dan dipanaskan hinga
mendidih. Setelah mendidih media produksi enzim dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer sebanyak 20 ml pada masing-masnig labu Erlenmeyer. Selanjutnya

media produksi disterilisasi menggunakan autoklaf.
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Lampiran 3.6 Pembuatan Substrat Amilum 1%

Komposisi Substrat Amilum 1% :

Komposisi Komposisi
Amilum 1 % (1 gram)
Akuades 100 ml
Cara pembuatan :

Sebanyak 1 gram amilum ditambahkan 5 ml akuades dan diaduk hingga
membentuk pasta. Amilum yang telah membentuk pasta kemudian dimasukkan ke
dalam 50 akuades filtrasi yang telah mendidih. Setelah mendidih ditunggu selama
5 menit, kemudian didinginkan. Larutan yang telah didinginkanin kemudian

ditambahkan 50 ml akuades steril.
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Lampiran 3.7 Kurva Standar Amilum

Kurva Standar
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Lampiran 4.1 Rata-Rata Diameter Koloni Yeast

Diameter koloni

(mm)
Kode Isolat Pengulangan Pengulangan

| 11
S1 5,4 5,6
S2 5,5 5.4
S3 5,3 54
S4 5,4 5,7
S5 5,5 5, %
D1 5,4 5,6
D2 4,7 5
D3 5 54
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Lampiran 4.2 Uji Aktivitas Amilolitik 8 Isolat Secara Kuantitatif

Kode Isolat Aktivitas Enzim (U/ml)
S1 0.272+0.15
S2 0.116+0.03
S3 0.061+0.03
S4 0.111+0.07
S5 0.111+0.05
D1 0.042+0.01
D2 0.035+0.01

D3 0.029+0.02




