SEMINAR NASIONAL SAINS DAN TEKNIK FST UNDANA (SAINSTEK-1V)
Hotel Swiss-Belinn Kristal Kupang, Kupang - 25 Oktober 2019

KAJIAN TENTANG LAMA FERMENTASI NIRA LONTAR (Borassus flabeliffer L.)
TERHADAP KELIMPAHAN DAN KARAKTERISASI MORFOLOGI MIKROBA

Hilda Purninarike Mantut?, Rony S. Mauboy? dan Theresia L. Boro®

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknik, Universitas Nusa Cendana Kupang
JI. Adisucipto, Penfui.
Email: kekemantut@gmail.com

ABSTRAK

Lontar (Borassus flabeliffer L.) merupakan tanaman serbaguna. Hasil utama lontar yakni nira yang disadap dari
bunganya. Nira sangat digemari oleh masyarakat karena dapat dikonsumsi secara langsung dan diolah untuk
kebutuhan pangan lainnya. Nira lontar mengandung nutrisi yang cukup lengkap, yang menarik dari nira tersebut
adalah dapat mengalami fermentasi karena mengandung gula yang cukup tinggi. Fermentasi tersebut disebabkan
oleh kehadiran mikroba tertentu dan fermentasi ini berlangsung dalam beberapa jam. Penelitian ini bertujuan untuk
mengkaji lama fermentasi nira lontar (Borassus flabeliffer L.) terhadap kelimpahan dan karakterisasi morfologi
mikroba. Metode yang digunakan adalah metode eksperimen, dengan variabel bebas yakni waktu fermentasi (0 jam,
5 jam, 10 jam, dan 15 jam) serta variabel terikat yakni jumlah koloni mikroba dan karakterisass mikroba. Hasil
penelitian menunjukan bahwa kelimpahan khamir lebih banyak pada waktu fermentasi 0-5 jam dengan jumlah 93,3
x 10% - 23,3 x 108 CFU, sedangkan jumlah bakteri lebih dominan dari khamir pada waktu fermentasi 10 jam yakni
dengan jumlah 61 x 10® CFU, dan setelah 15 jam khamir dan bakteri semakin berkurang karena mengalami suksesi
dengan jumlah khamir 5,6 x 10® dan jumlah bakteri 9,6 x 10°. Berdasarkan hasil karakterisasi morfologi (koloni dan
sel) mikroba pada nira lontar terfermentasi spontan didapatkan ciri yang menyerupai beberapa genus bakteri yakni
Acetobacter sp, dan Lactobacillus sp, dan beberapa genus khamir yakni Saccharomyces sp, Hansenula sp, dan
Candida sp.
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1 PENDAHULUAN

Lontar merupakan salah satu jenis palma penghasil nira yang potensial di Indonesia. Di Indonesia lontar dikenal
juga dengan nama siwalan. Menurut Fox (1977) jenis yang ada yakni Borassus sundaicus. Menurut Sasongko
(2008) ada tujuh lontar yang dikenal dunia namun hanya Borassus flabelifer dan Borassus sundaicus yang tersebar
di Indonesia. Jenis ini tumbuh di daerah-daerah beriklim kering seperti Madura, Sulawes selatan, Mauku, Nusa
Tenggara Barat, dan Nusa Tenggara Timur. Di NTT lontar tersebar di pulau Timor, Sumba, Sabu, Rote, Flores dan
pulau-pulau lainnya. Pellokila dan Woha (1989) menyatakan bahwa populasi lontar terbesar dapat dijumpai di
Kabupaten Kupang. Hampir seluruh bagian tanaman lontar memberikan berbagai maanfat kepada manusia sehingga
lontar juga disebut “tanaman serbaguna”.

Hasil utama lontar yaitu nira yang disadap dari bunganya, bunga jantan dan bunga betina tetapi yang umum adalah
bunga jantan, nira dapat langsung diminum atau diolah menjadi gula. Buah muda dapat dikonsumsi, sedangkan yang
tua untuk pakan. Produk lainnya dari lontar yakni Batangnya yang kuat dan keras dapat digunakan sebagai bahan
bangunan, daun dan tangkai daun sebagai bahan kergjinan atau keperluan rumah tangga. Nira yang baru disadap
berasa manis, berbau khas nira dan tidak bewarna. Nira lontar mengandung beberapa zat gizi antara lain protein,
lemak, karbohidrat, dan mineral. Rasa manis pada nira disebabkan kandungan karbohidratnya yang mencapai
10,96%.

Faktor-faktor yang mempengaruhi kualitas nira yakni lama penyimpan nira setelah disadap dan fermentasi. Menurut

kebiasaan masyarakat penyadap nira, penggunaan nirayang baik yaitu beberapa saat setelah disadap dan tidak boleh
dibiarkan bermalam, karena akan mengubah cita rasa dari niraitu sendiri. Berubahnya cita rasa ini disebabkan oleh
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keberadaan mikroba yang mengubah gula menjadi asam. Perubahan ini juga diikuti dengan jumlah kelimpahan ragi
pada nirayang digunakan, karenaragi akan mengalami sukses jika substratnya mengandung asam.

Proses fermentasi pada nira dapat berlangsung dalam beberapa jam. Mikroba yang berkembang selanjutnya adalah
mikroba yang membentuk asam asetat. Nira sangat mudah terkontaminasi karena mengandung nutrisi yang lengkap
seperti gula, protein, lemak dan mineral yang sangat baik untuk pertumbuhan mikroba.

Hasil fermentasi dari nira disebut tuak. Fermentasi ini disebabkan oleh aktivitas enzim invertasi yang dihasilkan
oleh mikroba yang mengkontaminasi nira. Fermentasi niramenjadi tuak umumnya dilakukan selama sehari, dibantu
ragi/khamir (Saccharomyces) dan bakteri misalnya Lactobacillus. Saccharomyces dapat menghasilkan etanol dan
Lactobacillus menghasilkan asam selama fermentasi berlangsung. Mahulette (2009) jumlah sel ragi pada tuak
adalah 107-10° sel/mL sampel, sedangkan bakteri akan mengalami suksesi karena konsentrasi etanol meningkat.
Pertumbuhan khamir optimal pada pH 4,0-4,5 dan khamir tumbuh dengan baik pada suasana aerob namun untuk
khamir fermentatif dapat tumbuh pada suasana anaerob. Menurut Said (1987) kadar gula yang optima untuk
pertumbuhan khamir adalah 10%, tapi kadar gulayang optimal untuk pemulaan fermentasi 16%.

Nira yang belum terfermentas pada dasarnya mengandung sejumlah mikroba baik berupa bakteri maupun khamir.
Kerusakan Nira ditandai oleh penurunan pH yang disebabkan adanya perombakan gula menjadi asam organik oleh
mikroba seperti bakteri Actobacter sp serta khamir Saccharomyces sp (Fossi dkk, 2014). Kandungan gula yang
cukup tinggi dan berbagai mikronutrien merupakan media tempat tumbuhnya mikroba.

Mussa (2014) telah melakukan penelitian mengenai kajian tentang lama fermentasi nira aren terhadap kelimpahan
mikroba dan disimpulkan bahwa jumlah ragi lebih banyak terdapat pada awal fermentasi O - 5 jam yang berjumlah
27,1 x 10° — 48,8 x 105, sedangkan jumlah bakteri lebih dominan pada waktu fermentasi 10 jam yaitu 21,0 x 10°
CFU/ml. Jenis mikroba yang tumbuh selama proses fermentasi nira mengalami perubahan khususnya untuk
golongan bakteri.

Kandungan nira aren dan nira lontar (Borassus flabellifer L.) tidak jauh berbeda namun sgjauh ini belum ada
penelitian yang mengkaji tentang lama fermentasi nira lontar terhadap kelimpahan dan karakteriasi morfologi
mikroba pada nira lontar. Berdasarkan latar belakang diatas maka telah dilakukan penelitian mengenai kajian
pengaruh lama fermentasi nira lontar (Borassus flabellifer L.) terhadap kelimpahan dan karakterisasi morfologi
mikroba.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei hingga Juni Tahun 2019 bertempat di Laboratorium Biologi, Fakultas
Keguruan dan IImu Pendidikan (FKIP), Universitas Kristen Artha Wacana Kupang, dengan subjek penelitian yakni
nira lontar. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. Variabel yang digunakan
adalah variabel bebas yaitu lama waktu fermentasi (0 jam, 5 jam, 10 jam dan 15 jam) dan variabel terikat yaitu
jumlah koloni mikroba (Mussa, 2014), dan karakterisasi mikroba.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, masker, penutup kepala, sarung tangan, karet gelang, Kertas
label, Kapas, tissue, Alat tulismenulis, Kamera, Beker Gelas, Gelas Ukur, Pipet dan Mikro pipet, Cawan Petri,
Tabung Reaksi, Rak Tabung Reaksi, Erlenmeyer, Botol Sampel, sendok steril, cool box, Jarum/kawat ose, Lup,
Bunsen, Hot Plate stirer, Colony counter, Timbangan Analitik, Inkubator, Autoklaf, Oven, freezer.

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah media pertumbuhan bagi mikroba pada umumnya yakni NB,
NA dan PDA. Bahan-bahan kimia yang digunakan ialah Aquades, Alkohol 95%, Spirtus, larutan Cristal Violet,
larutan iodium sebagai larutan pengikat warna dasar, akohol 96%, sebagai larutan pencuci warna dasar, larutan
safranin sebagal warna pembanding, larutan Methylen Blue 0,1%.

Prosedur penelitian
Penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu tahapan persiapan aat bahan, tahapan pembuatan media dan

sterilisasi, tahapan pengambilan sampel, tahapan pengenceran, tahapan inokulasi, tahapan isolasi dan perhitungan
koloni mikroba.
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Anadisis data

Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan teknik analisa deskriptif yaitu berupa persentase hasil
perhitungan jumlah koloni sedangkan untuk karakterisasi dari masing-masing isolat diidentifikas dengan
menggunakan buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Buchanan, R.E dan N.E. Gibbons, 1974) dan

mencocokan dengan jurnal-jurnal acuan hasil penelitian terdahulu.

Untuk mengetahui kelimpahan koloni yang tumbuh dapat dihitung dengan cara:

. 1
I X—X

RUMUSZZS ZZk 7 ZH—

Sumber : Black (2005)
HASIL DAN PEMBAHASAN
Kelimpahan Mikroba Berdasarkan Lama Waktu Fermentasi

Tujuan diisolasi pada media PDA untuk mengamati koloni jamur dan media NA untuk mengamati koloni
bakteri. Setelah diinkubasi didapatkan total koloni mikroba. Berdasarkan rumus perhitungan koloni mikroba
maka didapatkan kelimpahan mikroba dari masing-masing waktu fermentasi. Dapat dilihat pada tabel 1 dan
2.

Tabel 1. Perhitungan Koloni Pada Media NA

Waktu Pengenceran Cawan Total Koloni
fermentasi I 1l 1l (CFU)
0jam 10 TBD 53 51 52 x 108
5jam 10 10 16 12 12,6 x 108
10 10 85 74 24 61 x 108
15 10 13 7 9 9,6 x 108
Tabel 2. Perhitungan Koloni Pada Media PDA
Waktu Pengenceran Cawan Total Koloni
fermentas I 1l 1l (CFU)
0jam 10 79 92 109 93,3 x 108
5jam 10 24 33 13 23,3x 108
10 10 10 23 32 21,6 x 108
15 10 9 5 3 5,6 x 108

Berdasarkan hasil pengamatan (tabel 1 dan 2) diatas dapat dilihat bahwa kelimpahan mikroba sangat
dipengaruhi oleh waktu fermentasi. Pada waktu awal fermentasi yakni 0 jam kehadiran khamir atau ragi lebih
melimpah dibandingkan dengan bakteri pada media NA hal tersebut disebabkan oleh kandungan sukrosa
yang terdapat pada niramasih sangat tinggi.

Pada waktu fermentasi O jam nira berwarna bening keruh berbau khas nira dan juga memiliki rasa yang
sangat manis disebabkan oleh kandungan suksrosanya belum melalui proses fermentasi.

Kusmanto (2010) menjelaskan bahwa khamir yang terdapat pada nira ini akan memanfaatkan sukrosa
melalui proses enzimatis dan mengubahnya menjadi alkohol. Penurunan kadar gula disebabkan oleh
kecepatan fermentasi yang terjadi pada nira karena sebagian gula telah dirombak oleh enzim yang dihasilkan
dari proses fermentasi menjadi asam dan alkohol.

Perbedaan yang paling mencolok pada media NA dan PDA terjadi pada waktu fermentasi 10 jam terlihat
jelas pada tabel di atas bahwa yang tumbuh melimpah dari golongan bakteri yakni dengan jumlah 62,6 x 108
CFU, Sedangkan untuk golongan khamir justru mengalami penurunan yakni dengan jumlah 21 x 108 CFU.
Perubahan mencolok yang tejadi lainnya yakni rasa nira sudah mulai asam, warna berubah menjadi putih,
dan aroma nira sendiri berbau alkohol-khas tuak sudah mulai tajam.
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Rasa asam pada nira lontar ini disebabkan oleh adanya bakteri yang mengoksidasi atau merombak alkhol
yang dihasilkan khamir menjadi asam. Hal ini ditegaskan oleh Hidayat dkk (2006) bahwa bakteri yang
berperan penting dalam pembentukan asam asetat, yang mengoksidasi alkohol (etanol) menjadi asam asetat
merupakan golongan bakteri Acetobacter. Baketri Acetobacter ini mampu bertahan dalam alkohol yang
dihasilkan oleh khamir khamir genus Saccharomyces pada kosentrasi 10-13%.

Khamir genus Saccharomyces akan mengubah gula pada nira dan menghasilkan etanol, kemudian etanol
tersebut mengalami oksidasi akibat dari aktivitas bakteri Acetobacter sehingga terbentuknya asam asetat pada
nira (Sumanti dkk. 1994) Hal ini membuat adanya perubahan pada waktu fermentasi 10 jam dimana nira
lontar menjadi asam dan tidak hisa diolah menjadi gula lempeng. Pada dasarnya khamir atau ragi
memanfaatkan glukosa yang ada melalui glikolisis dengan tujuannya yakni mendapatkan energi dalam
senyawa tersebut disamping sebagai bahan pembentuk sel (keperluan metabolisme dan pertumbuhannya)

KARAKTERISASI MORFOLOGI MIKROBA
Bakteri
Prinsip dari isolas mikroba yaitu memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lainnya.hasil isolasi
dengan metode pengenceran kemudian di tumbuhkan pada media NB 1x24 jam kemudian ditumbuhkan
kembali pada media NA dengan metode cawan tuang. Hasil dari isolasi didapatkan 4 isolat berbeda dapat
dilihat padatabel 3.

a) Karakterisas morfologi koloni dan sel bakteri

Tabel 3. Morfologi Koloni Bakteri

Karakter Kode Isolat
B1 | B2 | B3 | B4
1. morfologi Koloni
a Warna Putih susu Putih Putih Putih susu
kekuningan kekuningan

b. Bentuk Irregular Rizoid Irregular Filamentous
c. Elevas Flat Flat Flat Flat
d. Tepian Undulate L obate L obate Serate
e.Ukuran Punciform Large Large Mosserate

(titik)

2. morfologi sel

a. Bentuk Sel Basil (batang) Basil (batang) Basil (batang) | Basil (batang)
b. Susunan Sel Diplobasil Diplobasil Diplobasil Diplobasil
c. Sifat Gram Negatif Negatif Positif Negatif

Setelah proses isolasi, dilakukan pemurnian dengan metode gores dan tusuk pada media yang sama dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 2x24 jam. prinsip dari pemurnian yakni untuk mendapatkan koloni yang

terpisah. Hasil pemurnian bakteri dapat dilihat pada gambar 1.

b Karakterisasi morfologi sel bakteri

Kodeisolat (B1)

Kodeisolat (B2)

L s

Kodeisolat (B3)

Kodeisolat (B4)

Gambar 1. Bakteri Secara Makroskopis

Hasil pemurnian kemudian dilanjutkan pada pengamatan morfologi mikroskopik yakni koloni sel dengan
pewarnaan gram. Hasil pewarnaan gram dapat dilihat pada gambar 2 dibawah ini.
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Kodeisolat (B1)

Kodeisolat (B2)

Kodeisolat (B3)

Kode isolat (B4)

Gambar 2. Hasil Pengamatan Bakteri Secara Mikroskopis dengan perbesaran 1000X

1. Khamir

Prinsip dari isolas mikroba yaitu memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lainnya.hasil isolasi
dengan metode pengenceran kemudian di tumbuhkan pada media NB 1x24 jam kemudian ditumbuhkan
kembali pada media PDA dengan metode cawan tuang. Hasil dari isolasi didapatkan 4 isolat berbeda dapat
dilihat padatabel 4.

Tabel 4. Pengamatan Morfologi Khamir

Karakter Kode Isolat
K1 | K2 | K3 | K4 K5
1. Morfologi Koloni
a Warna Putih Putih Putih susu Putih Putih susu
kekuningan kekuningan- kekuningan-
krem krem
b. Bentuk Circular Circular Irregular Irregular Filamentous
c. Elevas Convex Convex Flat Raised Raised
d. Tepian Entire Entire Undulate Undulate Serate
e.Ukuran Mosserate Small Large Large Large
f. Tekstur Kasar/ Licin Licin Timbul Tidak
bergerigi beraturan
2. Morfologi Sel
a. Bentuk Sel Oval- Ova Ova Memanjang- Silinder
silinder Pseudomiselium
b. Pola Pertunasan Pertunasan Pertunasaan Pertunasaan Pertunasan
Reproduksi (budding) (budding) multilateral multilateral
multilateral

Setelah proses isolasi, dilakukan pemurnian dengan metode gores dan tusuk pada media yang sama dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 2x24 jam. prinsip dari pemurnian yakni untuk mendapatkan koloni yang
terpisah. Hasil pemurnian bakteri dapat dilihat pada gambar 1.

(K2)
Gambar 3. Khamir Secara Makroskopis

(K3) (K4) (K5)

Hasil pemurnian kemudian dilanjutkan pada pengamatan morfologi mikroskopik yakni koloni sel dengan
pewarnaan gram. Hasil pewarnaan gram dapat dilihat pada gambar 2 dibawah ini.
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Gambar 4. Khamir Secara Mikroskopis dengan perbesaran 1000X

Berdasarkan hasil pengamatan dan identifikas morfologi khamir baik secara makrokopis maupun
mikoskopis selanjutnya diidentifikass masing-masing isolat tersebut untuk mengetahui golongan tingkat
genusnya. ldentifikas mikroba secara morfologi hanya dapat mengidentifikasi suatu mikroba sampai pada
tingkat genus belum bisa sampai pada tingkat spesiesnya. Karakter morfologi dalam suatu genus dapat
berbeda-beda atau beragam tergantung pada spesies yang terdapat dalam genus tersebut.

Berdasarkan hasil pengamatan karakterisasi isolat khamir yang telah dilakukan (tabel 4.4), isolat khamir K1
dan K2 diduga berasal dari genus Saccharomyces. Hal ini sesuai dengan ciri-ciri yang dijelaskan pada
literatur bahwa genus Saccharomyces memiliki sel yang tumbuh menggerombol, dapat melepaskan CO;
dengan cepat dan menyebabkan sel terapung pada permukaan. Koloni Saccharomyces sp berwarna putih
kekuningan dan permukaannya mengkilat (surface glistening) (Pelczar, 1998; Pitt & Hocking, 1997). Bentuk
sel Saccharomyces sp sesuai dengan identitas yang dijelaskan oleh Pitt & Hocking (1997) yakni bulat,
silindris, oval dan bulat lonjong. Kreger-van (1987) dan Gandjar dkk (2006) menjelaskan bahwa
Saccharomyces sp bereproduksi secara aseksual hanya dengan pertunasan. Saccharomyces sp melakukan
pertunasan dibeberapa tempat pada permukaan sel yang disebut dengan multipolar atau multilateral.

Berdasarkan hasil pengamatan karakterisasi, isolat khamir K3 memiliki ciri yang menyerupai genus
Hansenula dimana isolat khamir K3 ini berwarna putih susu, berbentuk irregular, tepiannya undulate, serta
memiliki sel yang berebentuk oval, dengan melakukan reproduksi aseksual yakni dengan cara pertunasan
multilateral. Menurut Kreger-van Rij (1987) genus Hansenula memiliki bentuk sel bulat, eips atau
memanjang dengan true hifa atau pseudohifa mungkin terbentuk. Reproduksi aseksual dengan pertunasan
multilateral dan secara seksual terbentuk askospora (1-4 per askus), genus ini mungkin atau tidak melakukan
fermentasi gula. Menurut Naning dan Nur (2014) genus Hansenula memiliki sel bentuk oval, bereproduksi
dengan pertunasan multilateral, mampu memfermentasi gula glukosa, sukrosa, maltose, dan galaktosa,
namun tidak pada gula laktosa. Berdasarkan ciri-ciri morfologi yang ada maka isolat khamir K3 memiliki
kemiripan dan diduga berasal dari genus Hansenula.

Berdasarkan karakeristik morfologi yang telah dilakukan isolat khamir K4 dan K5 memiliki ciri—ciri putih
kekuningan dan putih susu, memliki ukuran yang besar, tekstur yang timbul dan tidak beraturan, memiliki sel
yang memanjang- pseudomiselium dan silinder, serta melakukan reproduksi secara aseksua yakni dengan
pertunasan multilateral. Berdasarkan kesamaan ciri morfologi baik sel maupun koloni isolat K4 dan K5
memiliki kemiripan dan diduga berasal dari genus Candida.

Menurut Kregervan Rij (1984) dalam Nuriyati et al (2004) dan Rafigah (2010) genus Candida memiliki ciri-
ciri sel dengan bentuk yang bervariasi yaitu bulat, ova pendek, oval, oval-memanjang, silindris sampai
memanjang (elongate), jarang berbentuk apikulat, ogival, triangular, atau berbentuk botol. Reproduksi
vegetatif dengan pertunasan multilateral, pseudohifa berkembang baik atau tidak ada, pada beberapa spesies
membentuk miselium sejati. genus Candida tidak memiliki karatenoid sehingga berwarna putih hingga krem
(Kreger-van Rij, 1987).

Beberapa spesies Candida dapat melakukan fermentasi, dan beberapa yang lain tidak. Meskipun mereka
berasal dari genus yang sama, berbagai spesies memiliki beberapa perilaku yang unik sehubungan dengan
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morfologi koloni. Genus Candida dapat memfermentasi glukosa, nitrat dapat diasimilasi, senyawa pati tidak
diproduksi.

5. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1 Kelimpahan khamir lebih banyak terdapat pada waktu fermentasi 0-5 jam yang berjumlah 93,3 x 108
CFU, sebaliknya pada waktu fermentasi 10 jam bakteri lebih dominan dari khamir yakni dengan
jumlah 62,6 x 108 CFU, dan setelah 15 jam jumlah kelimpahan ragi dan bakteri semakin berkurang
karena mengalami suksesi dengan jumlah ragi 5,6 x 108 CFU dan jumlah bakteri 9,6 x 10° CFU

2. Berdasarkan hasil karakteristik morfologi (koloni dan sel) bakteri dan khamir pada nira yang
terfermentasi spontan didapatkan ciri yang menyerupai beberapa genus bakteri yakni Acetobacter sp,
dan Lactobacillus sp, dan beberapa genus khamir yakni Saccharomyces sp, Hansenula sp, dan
Candida sp.
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