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ABSTRAK

Kebutuhan terhadap minyak bumi semakin meningkat, sedangkan ketersedian semakin harinya semakin berkurang.
Minyak bumi merupakan energi yang tidak dapat diperbaharui atau non renewable. Etanol merupakan salah satu
energi alternatif yang diproduksi secara fermentasi menggunakan substrat yang mengandung gula dengan bantuan
khamir. Penelitian bertujuan untuk mengisolasi khamir yang dapat memfermentasi molase menjadi etanol dan
mengidentifikasinya secara morfologi, biokimia, dan molekuler sehingga dapat diketahui spesiesnya. Isolasi
dilakukan kedalam media PDA dengan cara digores. Identifikasi morfologi meliputi pengamatan secara
makroskopis dan mikroskopis. Identifikasi biokimia meliputi uji pertumbuhan pada konsentrasi glukosa 50% dan
fermentasi gula. Serta identifikasi secara molekuler dengan cara melihat genomnya berdasarkan urutan basa DNA
daerah Internal Transcribed Spacer (ITS). Hasil isolasi dari molase didapatkan empat isolat khamir, yaitu isolat
1C1, 1C2, 2C1, dan 3C2. Isolat 2C1 yang digunakan untuk fermentasi etanol menghasilkan etanol sebesar 0,9876
g/cm3 atau sebesar 9,5%. Isolat 2C1 diamplifikasi menggunakan PCR dan analisis filogenetik menggunakan metode
Neighbor Joining. Hasil sequencing menunjukkan isolat 2C1 memiliki Query Length sebesar 616 bp. Berdasarkan
persamaan homologi melalui metode BLAST dan analisis pohon filogenetik, isolat 2C1 merupakan Debaryomyces
hansenii.

Kata kunci: Identifikasi, khamir, molase, molekuler, etanol

ABSTRACT

The need of petroleum is increasing while the availability is limited. Petroleum is an alternative energy source which
is produced by fermentation using a sugar-containing substrate with the help of yeast. This research aims to isolate
the yeast that can ferment molasses into ethanol and identify morphologically, biochemically, and molecular so the
species can be known. The isolation is done into the PDA media by streak method. Morphological identification
involves macroscopic and microscopic observation. Biochemical identification involves growth tests on 50%
glucose concentration and sugar fermentation. Molecular identification is done by looking at its genome based on
Internal Transcribed Spacer (ITS) DNA base order. From Molasses isolation was obtained four isolates of yeast, that
are isolates 1C1, 1C2, 2C1, and 3C2. Isolates 2C1 which is used for ethanol fermentation produces 0,9876 g/cm3 or
9,5% of ethanol. 2C1 Isolates was amplified using PCR and Phylogenetic Analysis using Neighbor Joining method.
Sequencing results show that Isolates 2C1 has 616 bp Query Length. Based on Homology equation through BLAST
method and phylogenetic tree analysis, isolates 2C1 is a Debaryomyces Hansenii.
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PENDAHULUAN

Indonesia masih menghadapi persoalan
ketergantungan energi fosil terutama minyak

bumi dalam pemenuhan konsumsi dalam negeri.
Kebutuhan terhadap minyak bumi semakin
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meningkat, sedangkan ketersedian semakin
harinya semakin berkurang. Minyak bumi
merupakan energi yang tidak dapat diperbaharui
atau non renewable. Berdasarkan kondisi
tersebut pemerintah mengeluarkan Peraturan
Presiden No.5 tahun 2006 mengenai Kebijakan
Energi Nasional untuk mengembangkan sumber
energi alternatif. Pengembangan sumber energi
alternatif ini melalui energi baru dan terbarukan.

Energi alternatif yang telah lama
digunakan yaitu etanol. Etanol yang digunakan
sebagai bahan bakar diproduksi dengan cara
fermentasi menggunakan bahan baku yang
mengandung gula. Molase sering digunakan
sebagai bahan baku pembuatan etanol karena
memiliki kandungan gula yang tinggi. Molase
merupakan produk samping dari industri gula
tebu yang masih mengandung gula dan asam-
asam organik. Jumlah molase di Indonesia
mencapai 1,3 juta ton/ tahun (Fifendy et al.,
2013). Proses produksi etanol menggunakan
molase memerlukan mikroba untuk proses
fermentasi. Mikroba yang digunakan dalam
proses fermentasi biasanya adalah khamir.
Namun, secara umum jenis khamir yang
dipergunakan masih terbatas pada satu jenis,
yaitu Saccharomyces cerevisiae (Sumerta dan
Atit, 2017).

Khamir bisa didapatkan dengan cara
isolasi dari berbagai medium, seperti pada
molase. Pemisahan satu populasi khamir yang
ada pada sampel molase dari populasi campuran
mikroba lainnya memerlukan suatu teknik yang
disebut dengan isolasi. Isolasi mikroba
dilakukan untuk menemukan manfaat berbagai
macam mikroba yang mungkin dapat digunakan
untuk berbagai keperluan manusia terutama
dalam bidang industri.

BAHAN DAN CARA KERJA
Isolasi khamir

Sebanyak 1 ose molase diambil dan
digores menggunakan ose bulat di atas medium
PDA yang telah ditambah kloramfenikol sebagai
antibiotik dalam cawan petri. Diinkubasi 48 jam
pada suhu ruang. Selanjutnya masing-masing
koloni yang tumbuh dimurnikan dan
diinokulasikan ke dalam media agar miring.

Identifikasi morfologi

Identifikasi morfologi mengacu pada
The Yeast: A taxonomic study (Kurtzman et al.,
2011), yaitu secara mikroskopis meliputi bentuk
sel dan morfologi sel aseksual, serta secara
makroskopis meliputi bentuk koloni, tekstur,
warna, tepian, dan elevasi.

Identifikasi biokimia

Identifikasi biokimia pada penelitian ini
mengacu pada YEAST: Characteristics and
identification (Barnett et al., 1990), yaitu
fermentasi gula dan uji pertumbuhan pada
konsentrasi glukosa 50%.

Fermentasi gula

Medium yeast ekstrak 0,5% dimasukkan
kedalam tabung reaksi sebanyak 10-15mL. 2%
gula yang meliputi glukosa, sukrosa, dan laktosa
ditambahkan pada masing-masing tabung reaksi.
Setiap media uji diinokulasikan 100 µL
inokulum dengan kerapatan sel 107. Diinkubasi
pada suhu ruang selama 1 minggu.

Uji pertumbuhan pada konsentrasi glukosa
50%

Isolat diinokulasi dengan cara gores
kedalam medium YEA yang ditambah dengan
50% glukosa. Diinkubasi pada suhu ruang
selama 2 minggu.

Produksi etanol

Produksi etanol diawali dengan
pembuatan starter. Starter yang akan digunakan
dibuat terlebih dahulu dengan cara 100 ml media
pertumbuhan cair YGP (Yeast Glucose Peptone)
ditambahkan dengan 0,1 g (NH4)2SO4, 0,04 g
MgSO4, 7H2O, 0,2 g KH2PO4, dan 10 ml buffer
sitrat 0,1 M dengan pH 4,0. Kemudian larutan
disterilkan di dalam autoklaf dengan suhu 121°C
selama 20 menit, lalu didinginkan. Suspensi
diinokulasi dengan 10 mL sub kultur khamir
murni dan diinkubasi pada suhu ruang selama 48
jam. 1 mL suspensi yang telah diinkubasi
dihitung kerapatan selnya menggunakan
spektrofotometer (λ= 600 nm).
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Setelah itu 100 mL molase dimasukkan
ke dalam erlenmeyer dan ditambah dengan
0,346 g (NH4)2SO4, 0,1 g KH2PO4, 0,036 g
MgSO4, 7H2O, dan 10 mL buffer sitrat.
Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf
dengan suhu 121°C selama 20 menit, lalu
dinginkan. 1 mL starter diinokulasi kedalam
medium molase dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 240 jam.

Hasil fermentasi didestilasi
menggunakan destilator dengan suhu 80°C.
Destilat diukur berat jenisnya menggunakan
piknometer dan kemudian penetapan kadar
etanol berdasarkan tabel daftar bobot jenis dan
kadar etanol dalam Farmakope Indonesia
(Depkes RI, 1972). Penetapan berat jenis
berdasarkan rumus:

Identifikasi molekuler metode chelex

Identifikasi molekuler diawali dengan
ekstraksi DNA. Ekstraksi DNA dilakukan
menggunakan metode Chelex. Metode ini
dilakukan dengan cara, 3 ose kultur khamir
umur 48 jam kedalam tube yang telah diberi 100
µL ddH2O dan 1mL saponin 0,5%, perendaman
kultur dalam saponin dilakukan pada suhu 4°C
selama 24 jam (overnight).

Sampel disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 12.000 rpm. Kemudian
supernatan dibuang menggunakan mikropipet
untuk menghilangkan saponin tanpa merusak
pelet. Setelah itu PBS 1x sebanyak 1 mL
ditambahkan dan disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit,
Selanjutnya sampel ditambahkan ddH2O
sebanyak 100µL dan 20 % larutan Chelex 50
µL. Sampel kemudian didihkan selama 10
menit, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit.
Supernatan dipisahkan dari pelet.

Uji kuantitas DNA hasil ekstraksi
dilakukan menggunakan NanoDrop
spektrofotometer. Software dibuka, kemudian
pilih Nucleid acid.  Kalibrasi dilakukan sebelum
pengukuran menggunakan blanko berupa
aquadest steri sebanyak 3 µL selama 3 menit.
ddH2O sebanyak 1µL dimasukkan lalu klik
blank. Sampel DNA sebanyak 1µL dimasukkan
dan ditutup lalu klik Measure. Konsentrasi DNA
dilihat pada perangkat komputer.

Amplifikasi DNA dilakukan
menggunakan PCR dengan tiga tahapan, yaitu

denaturasi awal pada suhu 94°C selama 2 menit,
denaturasi 94°C selama 15 detik, kemudian
anneling pada suhu 53°C selama 30 detik, dan
ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit, setelah
itu ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10
menit 40 detik dan suhu penyimpanan pada
tahap akhir 4°C. Primer yang digunakan yaitu
ITS1 (5´TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG
3´) dan ITS4 (5´TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC 3´).

Keberhasilan PCR diuji melalui
elektroforensis dengan gel agarose 1% ditambah
dengan 2  µL GoodView Nucleic Acid Stain.
5µL produk PCR dan marker (1 µL loading dye
dan 1 µL DNA low mass ladder marker)
dimasukkan kedalam sumuran gel agarose 1%
yang telah direndam larutan buffer TAE 1x.
Kemudian dielektroforesis degan tegangan 100
volt selama 45 menit. Hasil produk PCR akan
tervisualisasikan menggunakan gel
documentation.

Produk PCR disekuensing untuk
mengetahui jumlah dan urutan basanya di PT.
Genetika Science Indonesia. Sekuens yang
diperoleh dianalisis dengan cara penyejajaran
dengan BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) untuk menentukan presentase kesamaan
pasangan basa dengan referensi yang terdapat di
Genbank.

Pembuatan pohon filogenetik dilakukan
menggunakan software MEGA 7. Sekuen isolat
dianalisis dan dibandingkan dengan isolat
lainnya. Pohon filogenetik direkonstruksi
menggunakan Neighbour joining dan diuji
menggunakan Bootstrap method.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi yang telah dilakukan,
terdapat empat isolat khamir dengan karakter

morfologi koloni (Tabel 1) dan morfologi sel
(Tabel 2).

Tabel 1. Morfologi koloni khamir hasil isolasi dari molase
Isolat Karakteristik

Bentuk
Koloni

Warna
Koloni

Elevasi Tekstur Tepian Koloni

1C1 Bulat Putih
gading

Cembung Butyrous Utuh

1C2 Bulat Putih
gading

Cembung Butyrous Bergelombang

2C1 Bulat Putih
gading

Cembung Butyrous Utuh

3C2 Bulat Putih Cembung Butyrous Bergelombang

(a)                       (b)

(c) (d)
Gambar 1. Morfologi koloni isolat (a) 1C1, (b) 1C2, (c) 2C1, dan (d) 3C2 pada media PDA

Tabel 2. Morfologi sel khamir hasil isolasi dari molase
Isolat Bentuk Sel Morfologi Sel Aseksual

1C1 Bulat Budding
1C2 Oval Budding
2C1 Oval Budding
3C2 Bulat Budding

(a) (b)
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(c) (d)
Gambar 2. Morfologi sel isolat (a) 1C1, (b) 1C2, (c) 2C1, dan (d) 3C2 dengan perbesaran 1000x

Seleksi terhadap isolat khamir yang
akan digunakan untuk produksi etanol dilakukan
dengan karakterisasi biokimia berdasarkan
Barnett et al. (1990), menggunakan uji
fermentasi gula dan uji pertumbuhan pada

konsentrasi glukosa 50%. Hasil uji fermentasi
gula diperlihatkan pada Tabel 3. dan uji
pertumbuhan pada konsentrasi glukosa 50%
diperlihatkan pada Tabel 4.

Tabel 3. Pertumbuhan pada uji fermentasi gula
Isolat Warna Adanya Gas

Glukosa Sukrosa Laktosa Glukosa Sukrosa Laktosa
IC1 + + - + - -
1C2 + + - + - -
2C1 + + - + + -
3C2 + + - + - -

Uji fermentasi gula digunakan untuk
mengetahui kemampuan isolat dalam
memfermentasi gula. Kemampuan isolat dalam
fermentasi ditandai dengan adanya perubahan
warna pada media dari warna merah menjadi
warna kuning dan adanya gas dalam tabung
durham (Barnett et al., 1990). Perubahan warna
media terjadi karena perubahan pH menjadi
asam saat proses fermentasi, sedangkan
munculnya gas dalam tabung durham terjadi
karena adanya proses fermentasi gula menjadi
ethanol dan CO2 (Talaro, 2012). Dari hasil uji
diketahui bahwa tiga isolat yaitu isolat 1C1,
1C2, dan 3C2 hanya mampu memfermentasi
glukosa, sedangkan isolat 2C1 mampu
memfermentasi glukosa dan sukrosa.

Tabel 4. Pertumbuhan pada uji konsentrasi
glukosa 50%

Isolat Pertumbuhan
24 jam

1C1 ++
1C2 ++
2C1 ++
3C2 +

Keterangan: + : pertumbuhan lambat
++ : pertumbuhan cepat

Keempat isolat dapat tumbuh pada
medium yang mengandung 50% glukosa, namun
pada isolat 3C2 pertumbuhannya lambat
ditunjukkan dengan lebih sedikitnya koloni yang
tumbuh dibanding isolat 1C1, 1C2, dan 2C1. Hal
tersebut menunjukkan bahwa keempat isolat
tersebut bersifat toleran terhadap tekanan
osmosis tinggi (osmotoleran). Bubnova et al.
(2014), menyatakan bahwa osmotoleran
merupakan kemampuan tumbuh pada tekanan
osmotik tinggi.

Isolat 2C1 mempunyai pertumbuhan
yang berbeda dengan isolat lainnya, yaitu
dengan adanya gas pada fermentasi sukrosa,
untuk itu isolat ini digunakan dalam proses
fermentasi molase menjadi etanol. Fermentasi
dilakukan selama 10 hari menggunakan shaker
dengan kecepatan 120 rpm. Tahap selanjutnya
yaitu dilakukan destilasi menggunakan destilator
dengan suhu 80°C untuk memisahkan etanol
dari bahan lainnya. Destilat yang diperoleh
diukur berat jenisnya menggunakan
pikonometer, kemudian penetapan kadar etanol
menggunakan daftar bobot jenis dan kadar
etanol dalam Farmakope Indonesia (Depkes RI,
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1972). Hasil yang diperoleh yaitu isolat 2C1
mampu menghasilkan etanol sebesar 9,5%.

Isolat 2C1 kemudian diidentifikasi
secara molekuler dengan tujuan untuk
mengetahui jenisnya. Identifikasi secara
molekuler isolat 2C1 diawali dengan melakukan
ekstraksi DNA menggunakan metode chelex.
Metode chelex memiliki kelebihan yaitu
prosesnya lebih cepat, tahapan yang dilakukan
lebih sederhana sehingga resiko untuk
terkontaminasi dapat dihindari (Sutrisno et al.,
2013). Supernatan hasil sentrifugasi yang
diperoleh pada tahap akhir metode ini
merupakan DNA yang akan digunakan untuk
proses PCR (Polymerase Chain Reaction).

Pengukuran konsentrasi dan kemurnian
DNA isolat 2C1 dilakukan menggunakan
NanoDrop spektrofotometer. Hasil ekstraksi
DNA isolat 2C1 menunjukkan konsentrasi
sebesar 480,4 ng/µl dengan kemurnian 2,25
dalam rasio λ260/280 nm. Hasil ekstraksi DNA
yang diperoleh kemudian diamplifikasi
menggunakan Polymerase Chain Reaction
(PCR), menggunakan ITS1 sebagai primer
forward dan ITS4 sebagai primer reverse.
Daerah ITS merupakan daerah sekuen DNA
yang tidak menyandikan protein fungsional dan
berada di daerah RNA ribosomal (rRNA).
Daerah ini dapat digunakan sebagai penanda
genetika karena memiliki variasi sekuen yang
cukup tinggi bahkan dalam spesies yang sama,
dan semua fungi memiliki ITS rDNA
(Purnamasari et al., 2012). Amplifikasi
dilakukan sebanyak 40 kali siklus. Amplifikasi
ini bertujuan untuk memperbanyak DNA untuk
kemudian dilakukan sekuensing. Hasil produk
PCR isolat 2C1 kemudian dianalisis
menggunakan elektroforesis untuk mengetahui
ukuran DNA dan kemudian divisualisasi
menggunakan gel documentation.

Hasil amplifikasi DNA menunjukkan
pita DNA pada panjang base pair antara 600-
700 bp (Gambar 3.). Marker 100 bp digunakan
sebagai pembanding ukuran DNA isolat 2C1.
Ballemain et al. (2010), menyatakan bahwa
daerah ITS jamur berkisar antara 450-700 bp.

Gambar 3. merupakan hasil visualisasi produk
PCR isolat 2C1 dalam 1% gel agarose.

Gambar 3. Visualisasi produk PCR isolat 2C1
dalam 1% gel agarose.

Produk PCR selanjutnya dilakukan
sekuensing untuk mengetahui urutan nukleotida
isolat 2C1. Hasil sekuensing kemudian
dilakukan penjajaran menggunakan Basic Local
Aligment Search Tool (BLAST) untuk
mengetahui homologinya dengan spesies yang
memiliki kemiripan sekuen dengan isolat 2C1.
Query cover yang menunjukkan keselarasan
query, menunjukkan nilai tertinggi sebesar 98%
pada spesies Debaryomyces hansenii dengan
Max score dan total score, yaitu 1098 E.value
0.0 yang diperoleh menunjukkan penjajaran
yang signifikan berarti pencarian sekuen pada
penelitian ini identik dari genus yang sama
bahkan sampai tingkat spesies. Berdasarkan
hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa isolat
2C1 merupakan spesies D. hansenii karena
memiliki nilai kemiripan (Ident) 99%.

Pohon filogenetik dibuat untuk
mengidentifikasi isolat 2C1 dengan genus
khamir lainnya sebagai pembanding. Pembuatan
pohon filogenetik menggunakan software
MEGA 7 dan dikontruksi dengan cara test
neighbor joining tree serta bootstrap method.
Hasil analisis pohon filogenetik menunjukkan
bahwa isolat 2C1 memiliki nilai kesamaan tinggi
dengan spesies D. hensenii dengan nilai
bootsrap 87 dengan scale bar 0.0050. Scale bar
0.0050 menunjukkan adanya jarak genetik

1,500 bp

1,000 bp

900 bp

800 bp

700 bp

600 bp

500 bp

600-700 bp
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dengan perubahan nukleotid sebanyak 50 kali
setiap 10.000 bp. Menurut Lamey et al. (2009),
nilai bootstrap lebih dari 70 menunjukkan

bahwa data relatif lebih stabil sehingga baik
dalam analisis neighbor joining.

Gambar 4. Pohon filogenetik isolat 2C1 menggunakan neighbor joining dengan uji bootsrtap
method 1000 replicates dan Aspergillus niger sebagai outgroup.

Karakteristik morfologi dan biokimia isolat 2C1
dibandingkan dengan D. hansenii sebagai uji
konfirmasi. Berdasarkan perbandingan
morfologi isolat 2C1 dan D. hansenii diketahui

bahwa keduanya memiliki karakteristik
morfologi seperti pada Tabel 6., serta
karakteristik biokimia pada Tabel 7.

Tabel 4.6 Perbandingan morfologi koloni dan sel isolat 2C1 dan Debaryomyces hansenii
Karakter Morfologi isolat 2C1 Debaryomyces hansenii

(Barnet et al., 1990; Kurtzman et al.,
2011)

Koloni Sel Koloni Sel

Bentuk koloni Bulat - Bulat -

Warna koloni Putih gading - Putih - krem -

Elevasi Cembung - - -

Tekstur Butyrous - Butyrous -
Tepian koloni Utuh - - -

Bentuk sel - Oval - Bulat - oval
Sel aseksual - Budding - Budding

Tabel 4.7 Perbandingan karakteristik biokimia isolat 2C1 dan Debaryomyces hansenii
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Karakter Biokimia Isolat 2C1 Debaryomyces hansenii
(Barnett et al., 1990)

Fermentasi gluksa + +

Fermentasi sukrosa + +
Fermentasi laktosa - -
Pertumbuhan pada konsentrasi
glukosa 50%

+ +

Hasil identifikasi berdasarkan
morfologi, biokimia, dan molekuler yang
dimiliki oleh isolat 2C1 menunjukkan bahwa
isolat 2C1 memiliki karakteristik yang sama
dengan D. hansenii, sehingga isolat 2C1
dinyatakan sebagai spesies D. hansenii. D.
hansenii merupakan khamir halotoleran non
patogen yang merupakan anggota dari divisi
Ascomycota dengan perkembangan aseksual
secara budding. Karakter koloni D. hansenii,
yaitu berbentuk bulat, tekstur butyrous, warna
putih hingga krem, dan memiliki bentuk sel
bulat hingga oval (Barnet et al., 1990; Kurtzman
et al., 2011).

D. hansenii dapat menjadi mikroba
alternatif dalam memproduksi etanol selain
Saccharomyces cerevisiae, karena memiliki
kemampuan memfermentasi substrat yang
mengandung gula. Menurut penelitian yang
telah dilakukan oleh Kurin et al. (2010), D.
hansenii diketahui merupakan khamir
halotoleran yang dapat memproduksi produk
komersial seperti arabitol, xylitol, dan etanol. D.
hansenii dapat memproduksi etanol dari D-
glucose, D-mannose, dan D-xylose. Produksi
etanol oleh D. hansenii konsentrasi maksimum
dapat mencapai 37,08 g/L pada 144 jam
inokulasi.

SIMPULAN

1. Isolasi dari sampel molase didapatkan empat
isolat khamir, yaitu isolat 1C1, 1C2, 2C1, dan
3C2.

2. Isolat 2C1 yang digunakan untuk fermentasi
etanol, menghasilkan etanol sebesar 9,5%.

3. Identifikasi morfologi meliputi warna koloni,
bentuk koloni, benyuk sel, elevasi, dan tepian
koloni. sedangkan secara biokimia meliputi

fermentasi gula dan uji pertumbuhan pada
konsentrasi glukosa 50%. Isolat 2C1 yang
diidentifikasi secara molekuler merupakan
Deberyomyces hansenii.
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