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PRAKTIKUM I

ISOLASI DAN IDENTIFKASI BAKTERI DARI TANAMAN

Tujuan

Mahasiswa mampu mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri dari tanaman

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah cawan petri, rak tabung reaksi, tabung reaksi, jarum ose, bunsen, mortar, pistil, gelas erlemeyer ukuran 250 ml, autoclave, laminar air flow, oven, timbangan analitik, pipet tetes, kaca pembesar, kaca preparat, dan mikroskop pembesaran 1000×.

Bahan yang digunakan tanaman, NA (Nutrien Agar), akuades steril, alkohol 70 %, NaOCl, nutrien agar Clorox 3%, crystal violet, alkohol 95%, larutan iodine, safranin, alumunium foil, kapas, kertas tisu, spiritus, kertas  label, sepasang primer untuk amplifikasi gen 16S rRNA, PCR mix, agarose, dan marker.

Cara Kerja

Isolasi Bakteri
Bagian tanaman yang dapat digunakan adalah daun, batang dan akar dalam kondisi segar. Sampel tanaman dalam keadaan segar dibersihkan dengan air mengalir kemudian dipotong-potong sepanjang 1-3 cm dan dipisahkan menurut bagian tanamannya. Potongan sampel direndam dalam etanol 70% selama 1 menit, larutan natrium hipoklorit 5.25% selama 5 menit, dan dicuci dengan etanol 70% sebanyak tiga kali. Potongan sampel diiris secara steril kemudian ditanam dalam media nutrient agar (NA) yang mengandung nistatin. Media yang sudah mengandung sampel tersebut diinkubasi pada suhu ruang dalam keadaan gelap dan diamati setiap hari sampai ada pertumbuhan koloni. Jika selama 24 jam di sekitar sampel tanaman belum menunjukkan adanya pertumbuhan mikroba, sterilisasi permukaan dikatakan berhasil. Bakteri endofit yang tumbuh dimurnikan satu per satu dan dikultivasi dalam agar miring. 

Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis

Identifikasi bakteri  menggunakan dua metode yaitu cara makroskopis dan cara mikroskopis. Pengamatan cara makroskopis yaitu pengenalan morfologi koloni bakteri yang meliputi: bentuk koloni, bentuk tepian, elevasi, warna koloni dan ukuran koloni dengan menggunakan protokol Holt et al. (1994). 

Pengamatan secara mikroskopis dilakukan dengan cara Pewarnaan Gram, endospora, katalase, dan bentuk sel.

Identifikasi Molekuler

Direct PCR Amplifikasi
Proses amplifikasi dilakukan menggunakan gen 16S rRNA ddengan metode Direct PCR Amplification (Kai et al., 2019). Metode tersebut dilakukan dengan cara mengambil koloni tunggal bakteri pada cawan petri dengan menggunakan ujung tusuk gigi steril, kemudian dimasukkan ke dalam dasar tube. Setelah koloni tunggal bakteri dimasukkan selanjutnya ditambahkan PCR mix 17,5 µL, Primer forward 1,4 µL pmol, primer reverse 1,4 µL 10 pmol, nucleus free water 13,7 µL. primer yang digunakan untuk amplifikasi bakteri yakni 27F (5’- AGAG TTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan 1495R (5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’). Amplifikasi PCR dilakukan dengan menggunakan alat PCR denaturasi awal 94oC selama 5 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus Denaturasi pada suhu 94 oC selama 1 menit dan annealing pada suhu 58oC selama 1 menit, ekstensi 72oC selama 2 menit, ekstensi akhir 72oC selama 10 menit.
Uji kualitas amplifikasi produk PCR
Uji kualitas DNA dilakukan dengan proses Elektroforesis. Tahap pertama dilakukan dengan membuat gel agarose. Pengenceran buffer TAE 1x dilakukan dengan 50ml buffer TAE 10x dicampur dengan 450ml aquades. selanjutnya pembuatan Gel garose 1% dilakukan dengan cara agarosa sebanyak 0,3 gram dilarutkan dengan buffer TAE 1x sebanyak 30 ml. larutan agarose dihomogenkan, kemudian dituangkan dalam wadah gel agarose dan dibiarkan hingga memadat. Apabila gel sudah memadat, sampel DNA sebanyak 5 µL dimasukkan ke dalam sumur gel. Proses elektroforesis dilakukan pada voltase 100 V dengan waktu running selama 30 menit. Kemudian hasil elektroforesis di lihat dengan menggunakan Gel doc.

Sekuensing DNA dan analisis data

Sekuensing dilakukan untuk menentukan urutan basa nukleotida pada fragmen DNA yang terdeteksi dari hasil visualisasi DNA yang teramplifikasi dalam proses PCR menggunakan mesin autosequencing. Proses sekuensing dilakukan dengan mengirim sampel pada perusahaan sequencing PT. Bioneer Korea.

Analisa sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan sekuens yang diperoleh dari Gene Bank dengan database searches NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), kemudian dilakukan konstruksi pohon filogenetik berdasarkan spesies hasil sekuensing.
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PRAKTIKUM II

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI FUNGI DARI TANAMAN
Tujuan

Mahasiswa mampu mengisolasi dan mengidentifikasi fungi dari tanaman
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu gunting, kantung plastik, pisau, hotplate stirrer,  neraca digital, autoklaf, oven, inkubator, cawan petri, jarum inokulum, lampu spiritus, gelas erlemeyer, gelas beaker, laminar airflow, mikropipet, pipet tetes, tisu, soil tester, hygrometer, termometer, pH meter dan optilab. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu aquades, alkohol 70%, NaOCl 3%, Potato Dextrosa Agar (PDA) sebagai media, Lactophenol blue, chloramphenicol, sepasang primer untuk amplifikasi gen ITS1 dan ITS4, PCR mix, agarose, dan marker.
Cara Kerja

Isolasi Fungi

Sampel tanaman yang diambil kemudian disimpan dalam kotak berisi es. Penyimpanan sampel kedalam kotak berisi es untuk menjaga kesegaran tumbuhan yang digunakan sebagai sampel. Sampel tumbuhan kemudian dicuci dengan air mengalir selama 10 menit setelah itu dipotong menjadi beberapa bagian dengan panjang 2-3 cm. Potongan bagian tanaman ditaruh dalam suatu cawan petri steril (Hasyati et al., 2017). Potongan tanaman direndam dalam alkohol 75% selama 1 menit. Setelah itu potongan tanaman dimasukkan ke dalam larutan natrium hipoklorit (NaOCl) 5,3% selama 3 menit dan terakhir direndam dalam larutan alkohol 75% selama 30 detik. Potongan tanaman dikeringkan dengan menggunakan tisu steril. Organ tanaman tersebut dibelah menggunakan pisau steril dan diletakkan dalam cawan petri yang berisi media PDA (Widowati et al., 2016).

Kontrol diperlukan untuk mengetahui hasil fungi yang diisolasi berasal dari jaringan dalam tumbuhan (endofit) atau permukaan tumbuhan (epifit). Kontrol dilakukan dengan menggunakan bilasan terakhir. Bilasan terakhir yang dimaksud adalah larutan alkohol 75% yang digunakan untuk perendaman 30 detik terakhir. Larutan alkohol 75% yang telah dipakai untuk merendam kemudian dituang sebanyak 100 µl pada media PDA dengan metode spread plate. Perlakuan kontrol ini untuk membuktikan adanya kontaminasi permukaan atau tidak dengan membandingkan koloni yang mucul antara hasil isolasi dan kontrol (Hasyati et al., 2017).

Pemurnian Fungi Endofit

Identifikasi dilakukan pada koloni fungi endofit yang tumbuh di sekitar potongan sampel tanaman pada media PDA. Koloni yang menunjukkan perbedaan secara makroskopis dipisahkan dan dikultur kembali pada media PDA hingga didapatkan kultur yang seragam dalam satu cawan petri (Murdiyah et al., 2017). Pemurnian dilakukan dengan menggunakan propagasi koloni yaitu pemindahan sebagian fungi endofit kedalam media baru dengan memotong secara aseptis. Pemindahan menggunakan jarum ose yang sebelumnya telah dipanaskan hingga merah di atas api. Fungi endofit diletakkan di atas media PDA yang baru. Inkubasi dilakukan selama 3-5 hari dalam suhu 27˚-29˚C (suhu ruang) (Hafsari et al., 2013). Isolat hasil pemurnian dibuat duplo (2 kali ulangan) pada agar miring, satu untuk stok kultur dan satu untuk kultur penelitian (Noverita et al., 2009).

Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis

Identifikasi karakter dilakukan dengan mengamati ciri-ciri morfologi secara makroskopis. Pengamatan morfologi menggunakan isolat hasil pemurnian yang berumur 5 hari. Identifikasi tersebut meliputi warna permukaan dan bagian bawah koloni, permukaan koloni (granular seperti menggunung, tepung, licin), garis radial yang diambil dari pusat ke bagian tepi dan konsentris (Watanabe, 2002).

Identifikasi secara mikroskopis dilakukan dengan beberapa tahap pembuatan preparat fungi. Cawan petri diberi alas tisu pada bagian dalam dan dimasukkan kaca bentuk U, kaca preparat, dan kaca benda. Cawan petri disterilisasi menggunakan oven kering selama 2 jam dengan suhu 150- 180C. Media Potato Dextrose Agar (PDA) dipotong dengan ukuran 0,5 X 0,5 cm dan ditempatkan pada kaca benda dalam cawan petri steril. Hasil isolasi fungi diinokulasikan secara aseptis. Preparat ditutup dengan kaca penutup yang sebelumnya disterilkan pada api bunsen. Alas tisu dibasahi dengan aquades steril dan cawan petri ditutup kemudian diinkubasi. 
Identifikasi Makroskopis dan Miroskopis
Identifikasi karakter dilakukan dengan mengamati ciri-ciri morfologi secara makroskopis. Pengamatan morfologi menggunakan isolat hasil pemurnian yang berumur 5 hari. Identifikasi tersebut meliputi warna permukaan dan bagian bawah koloni, permukaan koloni (granular seperti menggunung, tepung, licin), garis radial yang diambil dari pusat ke bagian tepi dan konsentris (Watanabe, 2002).

Identifikasi secara mikroskopis dilakukan dengan beberapa tahap pembuatan preparat fungi. Cawan petri diberi alas tisu pada bagian dalam dan dimasukkan kaca bentuk U, kaca preparat, dan kaca benda. Cawan petri disterilisasi menggunakan oven kering selama 2 jam dengan suhu 150- 180 oC. Media Potato Dextrose Agar (PDA) dipotong dengan ukuran 0,5 X 0,5 cm dan ditempatkan pada kaca benda dalam cawan petri steril. Hasil isolasi fungi diinokulasikan secara aseptis. Preparat ditutup dengan kaca penutup yang sebelumnya disterilkan pada api bunsen. Alas tisu dibasahi dengan aquades steril dan cawan petri ditutup kemudian diinkubasi. Inkubasi hasil preparat dalam waktu 3 hari pada suhu ruang (sekitar 25- 27 oC). Pengamatan secara mikroskopis meliputi miselium, konidia, konidiofor, dan spora dari setiap isolat fungi endofit yang berhasil didapatkan (Hastuti, 2004; Campbell et al., 2013; Valencia dan Meitiniarti, 2017). Analisis karakter mikroskopis dilakukan dengan menggunakan beberapa literatur acuan, yaitu Pictoral atlas of soil and seed fungi: morphologies of cultured fungi and key to species (Watanabe, 2002), Identification of Pathogenic Fungi (Campbell et al., 2013) dan Descriptions of Medical Fungi (Kidd et al., 2016).

Identifikasi Molekuler
Isolasi DNA total

Miselium fungi endofit yang berumur 7 hari diambil  sebanyak 100 mg, diletakkan dalam mortal steril, digerus hingga halus, kemudian dipindahkan ke dalam tube 2 mL, ditambahkan 1000µl buffer 2x CTAB, divortex, dan diinkubasi dalam waterbath pada suhu 65 ºC selama 60 menit. Selanjutnya ditambahkan 900 µl kloroform:isoamil alkohol (24:1), diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang dan disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 13000 rpm. Supernatan diambil dan dipindah dalam tube 1,5 ml yang baru, ditambahkan 1x volume kloroform:isoamil alkohol (24:1), selanjutnya disentrifugasi selama 10 menit dengan 13000 rpm. Supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml. 

Tahap presipitasi dilakukan dengan menggunakan isopropanol 2/3 volume supernatan. Selanjutnya didiamkan semalam pada suhu -4ºC, kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 13000 rpm. Supernatan dibuang dan pellet dicuci menggunakan 500 µl ethanol absolute, kemudian disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 13000 rpm dan supernatant dibuang. Setelah itu, sampel dikeringkan menggunakan oven pada suhu 25 ºC menggunakan elution buffer sebanyak 20 µl dan disimpan pada suhu -4ºC (Aamir ​et al., ​2015). 
Analisis Kuantitatif dan Kualitatif DNA
Analisis kuantitatif DNA menggunakan nanodrops AE-Nano200 Nucleid Acid Abalyzert versi 2.0. Untuk menghitung nilai kemurnian DNA ditentukan dengan menghitung rasio absorbansi Å260/Å280, sedangkan analisis kualitatif DNA ditentukan menggunakan elektroforesis gel agarosa (Tripathy et al, 2017). Pembuatan gel agarose konsentrasi 1% dilakukan dengan melarutkan bubuk agarosa 0.4 gr ke dalam 40 ml buffer TAE 1X, didihkan menggunakan microwave hingga larut dan berubah warna menjadi bening. Kemudian di ditambahkan 2 µl EtBr dan dituangkan dalam cetakan gel. Gel agarose dibiarkan mengeras selama 30 menit pada suhu ruang, kemudian direndam di dalam buffer TAE yang terdapat pada kolom elektroforesis. 

Sampel hasil isolasi diambil sebanyak 3 µl dan dicampur loading dye sebanyak 1 µl dengan perbandingan 3:1. Selanjutnya campuran sampel hasil isolasi dan loading dye tersebut dimasukkan ke dalam sumuran. Proses elektroforesis dilakukan dengan 100 volt selama 30 menit, kemudian gel hasil elektroforesis diamati menggunakan GelDocTM XR Imaging System BIO-RAD. 

Amplifikasi dan Visualisasi Polymerase Chain Reaction (PCR)

Proses amplifikasi PCR menggunakan primer R-ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) dan F-ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)  (Zhang et al., 2010). Komposisi total volume PCR 25 µl berdasarkan metode Geisen et al. (2017). Alat yang digunakan untuk melakukan proses PCR adalah My CyclerTM Cycler BIO-RAD Thermo Cycler. Amplifikasi sekuens rDNA ITS1 dan ITS4 menggunakan suhu anneling 55 ºC. 

Visualisasi hasil PCR dianalisis menggunakan elektroforesis 1,5% (v/v) gel agarosa selama 30 menit dengan tegangan 100 v, 400 mA. Gel hasil elektroforesis direndam Etidium bromide (EtBr) selama 15 menit dan dilakukan visualisasi dengan Gel DocTM XR Imaging System BIO-RAD.

Sekuensing dan Analisis Data
Hasil amplifikasi dipurifikasi di PT. Standard Biosensor Indonesia, sedangkan proses sekuensing dilakukan di Bioneer Korea Selatan.

Data hasil sekuensing dibaca menggunakan Sequence Scanner 1.0., dicocokkan dari Gen Bank melalui menu BLAST pada NCBI. Setah itu dilakukan pensejajaran menggunakan program Clustal-X, diimport secara langsung ke MEGA 5.0 untuk analisis pohon filogenetik. Pohon filogenetik dibuat dengan metode algoritma Neighbor Joining (NJ) dengan 1000 Bootsrap berdasarkan p-distance.
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PRAKTIKUM III

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI KHAMIR DARI TANAMAN
Tujuan

Mahasiswa mampu mengisolasi dan mengidentifikai khamir dari tanaman
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah ependorf 50 ml, tabung erlenmeyer, cawan petri, beaker glass, tabung reaksi, tabung flakon,  tabung durham, jarum ose, Drigalski, spatula, gelas ukur, timbangan analitik, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), mikroskop, bunsen, korek, kamera, stirer, hotplate, inkubator, vortex, shaker, pipet, pinset, mikropipet, tip biru, tip kuning, cetakan agar, microwave, perangkat elektroforesis, power suply BIO- RAD, Molecular Imager® Agar DocTM XR System BIO-RAD dan My CclerTM Thermal Cycler BIO-RAD.

Bahanyang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman, sukrosa, Yeast Malt Extract Broth (YMB), Yeast Malt Extract Agar (YMEA),Sodium DL-Lactate, glucose peptone yeast extract (GPY), lead acetate, media fermentasi karbohidrat (glukosa, sukrosa, fruktosa), aquades, alkohol, spirtus, alumunium foil, wrap, tisu, CTAB buffer (EDTA, Tris-HCl, NaCl, CTAB, β-mercaptoethanol), chloroform, isoamylalcohol, isopropanol, ethanol absolute, ddH2OH, TE buffer, PCR mix, gel Agarose, Marker 1 kb, primer ITS1 dan ITS4, EtBr, loading dye.

Cara Kerja

Isolasi dan purifikasi khamir
Biji jagung manis yang sudah steril dimasukkan ke dalam tabung Ependorf, ditambahkan media YMB dan diinkubasi pada suhu ruang (25-27 °C) selama 24-48 jam atau sampai adanya gelembung pada media. Selanjutnya dilakukan pengenceran sampai 10-3 dan diambil sebanyak 100 µl ke dalam cawan petri yang telah berisi media YMA menggunakan teknik spread plate, serta diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam (Wulandari, 2017).

Isolat yang tumbuh pada media YMA diidentifikasi dan disubkultur. Koloni yang terlihat berbeda dengan koloni lainnya dan terlihat dominan dipindahkan ke media YMB dan dishaker dengan kecepatan 160 rpm selama 24-72 jam. Isolat yang telah tumbuh kemudian dipindahkan sebanyak 20 µl pada cawan petri yang telah berisi media YMA, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Isolat yang tumbuh dan terpilih kemudian distreak pada media YMA baru dalam cawan petri dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Isolat yang tumbuh distreak berulang kali sampai didapatkanya isolat murni kemudian distreak pada media YMA miring untuk stok kultur. 

Identifikasi makroskopis dan mikroskopis

Identifikasi makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi koloni di bawah mikroskop stereo meliputi bentuk, warna, tepi, dan permukaan koloni. Identifikasi mikroskopik dilakukan dengan mengambil satu koloni khamir dan dicampur dengan aquades steril pada deck glass. Isolat diratakan dengan mengoles apusan dan ditutup dengan cover glass (Suryaningsih et al., 2018). Pengamatan dilakukan di bawah mikroskop stereo, diukur panjang dan lebar sel khamir. Hasil identifikasi makroskopis dan mikroskopis dibandingkan dan dicocokkan menggunakan buku acuan The Yeast Tacxonomic Study (Kurtzman dan Fell, 1998).
Identifikasi Molekuler

Direct koloni PCR 
Isolasi DNA khamir menggunakan direct koloni PCR berdasarkan metode (Kai et al., 2019). Koloni khamir dimasukkan dalam mikrotube dan ditambahkan DNA template 1 µl, primer forward 1 µl, primer reverse 1 µl, ddH2O 7,5 µl, PCR mix 12,5 µl. Primer yang digunakan sebagai forward adalah ITS1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') dan reverse ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). Denaturasi awal pada suhu 94 °C selama 7 menit (1 siklus), dilanjutkan dengan 30 siklus yang terdiri dari denaturasi 94 °C selama 45 detik, annealing 56 °C selama 60 detik, dan elongasi 72 °C selama 60 detik. Terakhir post extention 72 °C selama 7 menit.

Uji kualitas produk PCR
Uji kualitas produk PCR menggunakan elektroforesis gel agarose 1,5%. Isolat khamir diambil sebanyak 3 µl dihomogenkan dengan ddH2O dan loading dye, kemudian dimasukkan ke dalam sumur gel agarose. Proses elektroforesis dilakukan pada tegangan 70 volt. Setelah proses elektroforesis, gel agarose direndam dalam EtBr selama 15 menit, kemudian diamati di atas sinar UV menggunakan Geldoc.

Sekuensing dan Analisis Data

Sekuensing dilakukan menggunakan jasa Bioneer Korea Selatan. Hasil sekuensing diolah menggunakan softwere Seqscanner, dianalisis dan dibandingkan dengan data dari GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Pensejajaran dilakukan menggunakan program MEGA X untuk mendapatkan model substitusi terbaik yang digunakan untuk analisis pohon filogenetik. Selanjutnya dibuat pohon filogenetik menggunakan metode algoritma Neighbor Joining (NJ) (Rahmawati et al., 2014).
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PRAKTIKUM IV

ANALISIS SENYAWA ANTIBAKTERI

Tujuan

Mahasiswa mampu menganalisis senyawa antibakteri

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan adalah akteri uji Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, aquades, etanol 70%, etanol 95%, NaCl 0.9%, media Nutrient Agar, media Nutrient Broth, antibiotik amoksisilin 0,1 mg/mL atau kanamycin 50µg/mL.

Cara Kerja

Penapisan untuk memperoleh isolat bakteri endofit potensial
Isolat bakteri endofit dari agar miring diregenerasi ke media NA, sedangkan bakteri uji diregenerasi ke dalam 5 mL media nutrient broth (NB) lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 28-30 °C. Sebanyak 0.4 mL kultur cair bakteri uji dimasukkan ke dalam 80 mL media NA yang bersuhu ±40 °C. Lalu dituangkan sebanyak 20 mL ke dalam cawan Petri steril dan ditunggu hingga memadat. Isolat bakteri endofit yang akan diuji diinokulasikan ke media berisi patogen menggunakan ose, kemudian diinkubasi selama 24 – 48 jam. Zona hambat yang terbentuk diamati dan dibandingkan dengan kontrol positif (amoksisilin 0,1 mg/mL atau kanamycin 50µg/mL). Kemudian diameter zona hambat diukur dan isolat bakteri endofit yang positif menunjukkan zona hambat dikatakan sebagai isolat potensial (Simarmata et al., 2007). 
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PRAKTIKUM V

ANALISIS ANTIOKSIDAN FUNGI

Tujuan

Mahasiswa mampu menganalisis antioksidan yang dihasilkan fungi

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu autoklaf, cawan petri, fermentor, gelas Erlenmeyer, gelas kimia 250 dan 500 ml, inkubator, Laminar Air Flow (LAF), lampu UV 254 nm dan 366 nm, lempeng KLT G60 F254, oven, pipa kapiler, timbangan analitik , vial dan jarum ose. 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah fungi endofit hasil isolasi, aquadest,DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) 100 ppm, etil asetat, medium Potato Dextrose Agar (PDA), medium Maltosa Yeast Broth (MYB), metanol pro analisis.

Cara Kerja

Pemurnian kultur fungi

Isolat fungi endofit diambil dengan menggunakan kawat ose dan dipindahkan ke medium Potato Dextrosa Agar Chloramfenikol (PDAC) baru untuk ditumbuhkan kembali dengan cara menggoreskan kawat ose pada jamur lalu ditusukkan di tengah-tengah medium baru. Kemudian diinkubasi pada suhu ruangan selama 3 x 24 jam ( Kjer et al., 2010).

Fermentasi isolat aktif

Isolat aktif kemudian diambil dengan menggunakan ose dan dimasukkan ke dalam tangki fermentor yang berisi 2000 mL medium cair Maltosa Yeast Broth (MYB), selanjutnya dilakukan fermentasi menggunakan Fermentor dengan kecepatan 200 rpm pada suhu ruanganselama 21 hari.
Ekstraksi fermentasi isolat fungi

Hasil dari fermentasi akan diperoleh supernatan dan miselia yang disaring menggunakan kertas saring kemudian diambil supernatannya dan diekstraksi dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan etil asetat (Noverita, 2009)

Pengujian Kualitatif

Pengujian dilakukan dengan cara ekstrak fermentat dilarutkan dengan pelarut yang digunakan pada ekstraksi, kemudian ditotolkan pada plat KLT dengan menggunakan pipa kapiler. Plat yang sudah ditotolkan selanjutnya dielusi dengan eluen yang sesuai. Selanjutnya disemprot dengan reagen DPPH hingga permukaan terbasahi secara menyeluruh dan dibiarkan selama beberapa menit pada ruanagan tertutup. Setelah itu, bercak muncul diamati (Cholisoh and Utami, 2008)

Pengujian Kuantitatif

Pengujian dilakukan dengan cara membuat variasi konsentrasi (5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm) dari ekstrak fermentasi. Masing-masing konsentrasi di pipet 1 mL, ditambahkan metanol p.a 4 mL lalu ditambahkan larutan DPPH 0,04%. Campuran yang telah dibuat tersebut kemudian dikocok dan diinkubasi dalam kondisi gelap selama 30 menit. Setelah itu, dilakukan pengukuran terhadap absorbansi dari masing-masing campuran menggunakan spektrofotometri UV
Vis pada panjang gelombang 517 nm. Pada uji ini vitamin C digunakan sebagai standar (Kumala, 2015).
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PRAKTIKUM VI

PEMANFAATAN KHAMIR SEBAGAI PENGEMBANG ROTI

Tujuan

Mahasiswa mampu menganalisis kemampuan khamir sebagai pengembang adonan roti

Mahasiswa mampu mengaplikasikan khamir sebagai pengembang adonan roti

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dadalah ependorf 50 ml, tabung erlenmeyer, cawan petri, beaker glass, tabung reaksi, tabung flakon,  tabung durham, jarum ose, Drigalski, spatula, gelas ukur, timbangan analitik, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), mikroskop, bunsen, korek, kamera, stirer, hotplate, inkubator, vortex, shaker, pipet dan pinset.

Bahan yang digunakan adalah khamir hasil isolasi dari tanaman, sukrosa, Yeast Malt Extract Broth (YMB), Yeast Malt Extract Agar (YMEA),Sodium DL-Lactate, glucose peptone yeast extract (GPY), lead acetate, media fermentasi karbohidrat (glukosa, sukrosa, fruktosa), aquades, alkohol, spirtus, alumunium foil, wrap, dan ragi komersial.
Cara Kerja

Uji fermentasi karbohidrat

Isolat khamir yang telah diremajakan diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 10 ml media fermentasi karbohidrat (glukosa, sukrosa, fruktosa, laktosa) dan tabung Durham dengan posisi terbalik. Tabung rekasi dikocok secara perlahan, gas yang terdapat pada tabung Durham dibuang, dan isolat diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari serta diamati perubahan warnanya setiap hari. Hasil dari uji fermentasi karbohidrat dikatakan positif apabila terjadi perubahan warna merah menjadi merah muda. Menurut Suryaningsih (2018), adanya gelembung pada tabung Durham mengindikasikan terjadinya proses fermentasi karbohidrat menghasilkan karbon dioksida.

Uji toleransi glukosa
Isolat khamir sebanyak 1 ml dimasukan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 10 ml media GPY broth dengan kadar gula 50% (m/v). Isolat diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. Perhitungan nilai kerapatan sel khamir dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm. Perhitungan kerapatan sel dilakukan pada masa inkubasi 24 jam dan 48 jam (Nasir et al., 2017).

Uji hidrogen sulfida dan flokulasi
Isolat khamir diambil menggunakan jarum inokulasi kemudian digoreskan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi media miring lead acetate. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari dan diamati pertumbuhannya. Adanya warna hitam pada media menunjukkan produks H2S (Karki et al., 2017).

Uji flokulasi dilakukan dengan menginokulasikan isolat sebanyak 1 ml ke dalam 10 ml media YPG broth dan diinkubasi pada suhu ruang selama 3 hari. Selanjutnya di sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit, supernatan dibuang dan diamati pelet yang dihasilkan (Maryam et al., 2017).

Uji Pengembang Roti
Metode kultivasi isolat khamir mengacu pada penelitian Asyikeen et al., (2013), yang dimodifikasi. Isolat khamir yang berbeda diinokulasikan secara terpisah pada media cair Yeast Peptone Glucose Broth (YPG broth). YPG broth sebanyak 10 ml dituangkan ke dalam 10 tabung falcon ukuran 15 ml kemudian disentrifugasi untuk tiap isolat secara aseptis. Isolat khamir diinokulasikan ke dalam 7 tabung yang berisi media tersebut. Selanjutnya dihomogenisasi dan diinkubasi pada suhu ruang 30 ±2oC menggunakan shaker selama 72 jam. 



Sel khamir didapatkan setelah tahapan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 30 menit. Tahapan sentrifugasi dilakukan setelah pengamatan dan masa inkubasi 72 jam. Hasil sentrifugasi akan menghasilkan pellet khamir untuk kemudian diambil sebanyak 2,2 gram. Khamir sebanyak 2,2 gram diinokulasikan ke dalam larutan gula 6% dalam 30 ml air hangat untuk mengaktifkan sel –sel khamir tersebut. Larutan khamir atau ragi tersebut dituangkan dan dicampurkan bersama 50 gram tepung dan 1% gram hingga kalis.

Ragi komersial digunakan sebagai control positif ditambahkan ke dalam adonan, sedangkan adonan lain tanpa ditambahkan ragi maupun sel khamir apapun berperan sebagai control negatif. Proses pengembangan adonan dapat diamati setelah didiamkan selama 2 jam pada suhu ruang 30 oC dalam keadaan adonan tertutup oleh plastic wrap. Pemanggangan adonan roti dilakukan pada suhu 180 oC selama 20 menit bertujuan untuk pengamatan warna permukaan roti, tekstur crumb, dan aroma roti. Selain itu, dilakukan pengamatan laju pengembangan adonan. Metodenya dilakukan dengan mengambil 10 gram dari adonan yang telah dibuat sebelumnya untuk diletakkan dalam labu ukur dalam keadaan tertutup. Adanya penambahan volume untuk masing- masing sampel adonan diamati dan dicatat setiap 30 menit selama 2 jam (Karki, et al. 2017). 
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