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ABSTRAK 

 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan dan mengidentifikasi isolat khamir dari nira siwalan 

(Borassus flabellifer L.) serta mengetahui potensinya dalam produksi etanol. Tahapan penelitian ini meliputi 
isolasi, enumerasi, karakterisasi, identifikasi dan produksi etanol serta pengukuran konsentrasi etanol dan 
keasaman media selama proses fermentasi. Total khamir yang berhasil diisolasi dari nira siwalan (Borassus 
flabellifer L.) adalah 5,06 x 105 CFU/mL dan diperoleh satu isolat (U2) yang teridentifikasi secara fenotipik 
sebagai Candida tropicalis (% ID 95,7% dan T = 1). Selama proses fermentasi etanol terjadi penurunan 
keasaman media. Khamir isolat U2 mampu memproduksi etanol sebesar 140,1 g/L menggunakan glukosa 50 g/L 
dan tidak berbeda secara signifikan dibandingkan hasil produksi etanol dari Saccharomyces cerevisiae (148,6 
g/L).  

 
Kata kunci: Borassus flabellifer L., Candida tropicalis, etanol, khamir  
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ABSTRACT 

 
This study aimed to obtain and identify the indigenous yeasts isolated from Borassus flabellifer L. juice 

and its potency in ethanol production. Steps of this study included isolation, enumeration, characterization, 
identification and ethanol production and measurement of ethanol concentrations and medium acidity during 
fermentation. The yeast total isolated from Borassus flabellifer L. juice was 5.06 x 105 CFU/mL and the isolate 
U2 was phenotypically identified as Candida tropicalis (95.7% ID and T = 1). The pH level of medium 
decreased during the ethanol fermentation. Yeast isolate U2 was able to produce ethanol by 140.1 g/L using 50 
g/L of glucose and it was not significantly different with ethanol yield fermented by Saccharomyces cerevisiae 
(148.6 g/L). 
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PENDAHULUAN 
 

Isu sentral berkaitan dengan lingkungan 
dan energi dalam dekade terakhir ini adalah 
pemanasan global dan penurunan produksi 
bahan bakar fosil. Penggunaan bahan bakar 
fosil mengakibatkan polusi karbondioksida 
(CO2) yang membahayakan kehidupan 
manusia [1]. Penurunan produksi bahan bakar 

fosil juga terjadi di Indonesia. Tahun 2011, 
produksi bahan bakar fosil Indonesia menurun 
sebesar 36,36 % dibandingkan dengan tahun 2000 
[2]. 

Hal tersebut mendorong perkembangan 
eksplorasi bahan bakar alternatif yang tidak 
mengakibatkan polusi dan bersifat terbarukan. 
Salah satu bahan bakar alternatif yang aman adalah 
etanol. Etanol berfungsi sebagai penambah volume 
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Bahan Bakar Minyak (BBM), peningkat angka 
oktan dan sebagai sumber oksigen untuk 
pembakaran yang lebih bersih [3]. 

Salah satu metode pembuatan etanol yang 
umum dilakukan adalah fermentasi. Bahan 
baku proses fermentasi berupa 
mono/disakarida (gula tebu, tetes tebu), bahan 
berpati (padi, jagung atau umbi) dan bahan 
berselulosa (kayu dan limbah pertanian) [4]. 

Selama ini nira siwalan (Borassus 
flabellifer L.) hanya dimanfaatkan sebagai 
minuman dan tidak dimanfaatkan secara luas 
dalam pemenuhan kebutuhan energi alternatif. 
Nira siwalan (Borassus flabellifer L.) memiliki 
kadar gula sebesar 10-20 % dan 
produktivitasnya mencapai 20 ton per hektar 
per tahun [5].  

Produksi etanol secara umum 
menggunakan khamir dan bakteri. Khamir 
yang paling umum dimanfaatkan dalam 
produksi etanol adalah Saccharomyces 
cerevisiae. Eksplorasi khamir indigenous dari 
nira siwalan (Borassus flabellifer L.) perlu 
dilakukan untuk mendapatkan khamir yang 
lebih adaptif dalam proses produksi etanol.  
 

METODE PENELITIAN 
 

Isolasi Khamir. Nira siwalan (Borassus 
flabellifer L.) asal Kota Tuban, Jawa Timur 
sebanyak 25 mL dimasukkan ke dalam 
akuades steril sebanyak 225 mL secara aseptis 
(pengenceran 10-1). Suspensi tersebut dibuat 
pengenceran bertingkat dalam akuades steril 
hingga 10-6. Suspensi nira sebanyak 0,1 mL 
pada tiap pengenceran diinokulasikan secara 
pour plate pada media Yeast Malt Agar (3 g/L 
yeast extract, 3 g/L malt extract, 5 g/L pepton, 
50 g/L glukosa dan 20 g/L agar) [6].  

Enumerasi dan Karakterisasi Khamir. 
Khamir yang tumbuh setelah inkubasi selama 
48 jam dihitung jumlahnya menggunakan 
metode TPC dan dikarakterisasi berdasarkan 
karakter morfologi koloni (warna, bentuk, 
pinggiran, tekstur, elevasi) dan sel (bentuk, 
diameter, pseudohifa, askospora). 

Identifikasi Khamir. Khamir murni hasil 
isolasi diidentifikasi secara fenotipik 
menggunakan API 20C AUX.   

Produksi Etanol. Etanol diproduksi 
menggunakan media fermentasi etanol (50 g/L 
glukosa, 1 g/L yeast extract, 5 g/L KH2PO4, 2 
g/L (NH4)2SO4, 0,4 g/L MgSO4.7H2O, pH 5,0) 
[7]. Fermentasi dilakukan selama 72 jam pada 
suhu 30 °C, 120 rpm dalam kondisi anaerob. 

Produksi etanol khamir hasil isolasi dibandingkan 
dengan isolat kontrol yaitu Saccharomyces 
cerevisiae. 

Pengukuran Etanol. Etanol diukur 
menggunakan metode asam dikromat [8] pada awal 
fermentasi dan akhir fermentasi. Perubahan pH 
awal fermentasi dan akhir fermentasi ditentukan 
menggunakan pH meter. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN  

 
Enumerasi dan Karakterisasi Khamir 

Berdasarkan penghitungan diketahui bahwa khamir 
yang tumbuh dari nira berjumlah 5,06 x 105 

CFU/mL. Hasil karakterisasi morfologi koloni dan 
sel khamir didapatkan satu isolat dengan karakter 
yang sama seperti pada Tabel 1 dan diberikan kode 
isolat U2.  

Identifikasi Khamir. Hasil identifikasi  
secara fenotipik isolat U2 menggunakan API 20C 
AUX menunjukkan bahwa isolat tersebut memiliki 
kesamaan dengan  Candida tropicalis dengan % ID 
95,7% dan T sebesar 1. Hasil identifikasi tersebut 
tergolong valid karena % ID lebih dari 95 % dan T 
antara 0,5-1.  

Candida tropicalis ditemukan juga pada nira 
Borassus flabellifer L. dari Thailand bersama 
dengan Kloeckera apiculata, Kloeckera japonica, 
Candida krusei, dan Candida valida [9]. Nira 
Borassus akeassii dari Burkina Faso, Afrika Barat 
juga terdapat khamir Candida tropicalis bersama 
dengan beberapa khamir lain seperti 
Saccharomyces cerevisiae dan 
Candida pararugosa [10].  

Produksi Etanol. Khamir isolat U2 mampu 
memproduksi etanol sebesar 140,1 g/L 
menggunakan glukosa 50 g/L. Hasil tersebut tidak 
berbeda signifikan dengan konsentrasi etanol hasil 
produksi Saccharomyces cerevisiae (148,6 g/l) 
(α=0,05). Produksi etanol menggunakan bahan pati 
ketela pohon oleh Candida tropicalis BCC7755 
sebesar 143 g/L [12] sedangkan menggunakan 
glukosa 100 g/L oleh C. tropicalis TERI SH 110 
menghasilkan etanol dengan konsentrasi 214,2 g/L 
[13].  
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Tabel 1. Karakter morfologi koloni dan 
sel khamir isolat U2 

Karakter Khamir  

Koloni  Warna Putih 

 Bentuk Circular 
 Elevasi Convex 
 Tepi Entire 

 Tekstur Smooth 

Sel Bentuk  Oval 

 Diameter 5 μm 
 Pseudohypha Ada 
 Ascospore Tidak ada 

 

Gambar 1. Sel khamir isolat U2 dari    
                   Borassus flabellifer L. 

 

 
Gambar 2.  Konsentrasi etanol dan  

        keasaman media selama 
proses fermentasi oleh isolat 
U2 (C. tropicalis) dan S. 
cerevisiae 

 
 

Selama proses fermentasi etanol terjadi 
proses penurunan keasaman media. Perubahan 
keasaman media kedua isolat tersebut tidak 
berbeda signifikan (α=0,05). Setelah 72 jam 
fermentasi, keasaman media isolat U2 
(Candida tropicalis) sebesar 4,33 sedangkan 

keasaman media Saccharomyces cerevisiae sebesar 
4,32. Penurunan keasaman medium tersebut 
mengindikasikan terjadinya proses fermentasi yang 
menghasilkan CO2, asam asetat dan asam formiat. 
Penurunan keasaman medium berhubungan dengan 
konsumsi nitrogen dan pelepasan ion H+ [11].  
 

KESIMPULAN 
 

Khamir isolat U2 dari nira siwalan (Borassus 
flabellifer L.) berjumlah 5,06 x 105 CFU/mL dan 
teridentifikasi sebagai Candida tropicalis (% ID 
95,7 % dan T=1). Khamir isolat U2 (Candida 
tropicalis) mampu memproduksi etanol sebesar 
140,1 g/L menggunakan glukosa 50 g/L yang tidak 
berbeda secara signifikan dengan hasil produksi 
Saccharomyces cerevisiae (148,6 g/L). Oleh karena 
itu, isolat U2 (Candida tropicalis) berpotensi 
sebagai agen fermentasi untuk produksi etanol dari 
nira siwalan (Borassus flabellifer L.).  
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