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ABSTRAK: Khamir merupakan jamur bersel tunggal yang memiliki fase reproduksi aseksual berupa 
pembelahan sel serta reproduksi seksual yang tidak membentuk badan buah. Penelitian mengenai 
keanekaragaman khamir pada lingkungan terestrial telah dieksplorasi dengan baik, namun 
penelitian mengenai khamir laut tergolong relatif sedikit. Tujuan dari penelitian ini adalah 
mengidentifikasi khamir laut secara molekuler dan menentukan potensi khamir laut sebagai 
penghasil enzim ekstraseluler. Metode dalam penelitian ini yaitu peremajaan isolat, uji aktivitas 
enzim, karakterisasi morfologi khamir secara makroskopis meliputi bentuk koloni, margin, elevasi, 
appearance, tekstur, dan warnanya, serta karakterisasi mikroskopis meliputi bentuk koloni dan 
kenampakan pertunasan sel. Identifikasi molekuler dilakukan menggunakan Polymerase Chain 
Reaction (PCR) dengan tahapan ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, pengecekan kualitas DNA, 
analisis sekuens DNA dan pembuatan pohon filogenetik. Berdasarkan identifikasi molekuler 
menggunakan primer universal (ITS1 dan ITS4) dengan nilai percent similarity sebesar 99.05%, 
isolat PB3.2 teridentifikasi sebagai spesies Candida tropicalis. Isolat ini tidak menunjukkan adanya 
kemampuan dalam memproduksi enzim amilase dan enzim protease. 
 
Kata kunci: Enzim Ekstraseluler; Khamir Laut; Polymerase Chain Reaction 
 

Molecular Identification and Assessment of Marine Yeasts as Producers of Extracellular 
Enzymes 

 
ABSTRACT: Yeast is a unicellular fungus with a phase of asexual reproduction through cell division 
and lacks the formation of fruiting bodies during sexual reproduction. Research on yeast diversity in 
terrestrial environments has been well-explored; however, research on marine yeast is relatively 
limited. This study aims to molecularly identify marine yeast and determine their potential as 
producers of extracellular enzymes. The methods employed in this study include strain isolation, 
enzyme activity assays, macroscopic morphological characterization of yeast, encompassing colony 
shape, margin, elevation, appearance, texture, and color, as well as microscopic characterization, 
involving colony shape and budding patterns. Molecular identification was performed through the 
stages of DNA extraction, DNA amplification, DNA quality assessment, DNA sequence analysis, and 
the construction of a phylogenetic tree. Based on molecular identification using universal primers 
(ITS1 and ITS4) with a percent similarity value of 99.05%, isolate PB3.2 was identified as Candida 
tropicalis species. This isolate did not exhibit the ability to produce amylase and protease enzymes. 
 
Keywords:  Extracellular Enzymes; Marine Yeasts; Polymerase Chain Reaction 
 
 
PENDAHULUAN 
 

Enzim merupakan molekul spesifik yang memiliki peran sebagai biokatalisator dalam reaksi 
kimia di dalam sel hidup yang umumnya berkaitan dengan proses metabolisme sel (Prihatini dan 
Dewi, 2021). Berdasarkan fungsinya, enzim terdiri dari dua jenis, yaitu enzim intraseluler dan enzim 
ekstraseluler (Remijawa et al., 2020). Enzim intraseluler merupakan enzim yang disintesis dan 
digunakan di dalam sel, sedangkan enzim ekstraseluler merupakan enzim yang disintesis di dalam 
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sel kemudian disekresikan ke lingkungan untuk menghidrolisis komponen kompleks menjadi 
komponen yang lebih sederhana (Dewi, 2020). Dalam bidang industri, enzim umumnya digunakan 
untuk menyederhanakan senyawa kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana pada 
pembuatan suatu produk. Namun, pengaplikasian enzim pada bidang industri membutuhkan biaya 
yang cukup tinggi (DiCosimo et al., 2013). Perkembangan ilmu pengetahuan menawarkan 
penggunaan mikroorganisme sebagai sumber alternatif penghasil enzim. 

Jamur merupakan organisme eukariotik yang memiliki spora sebagai sistem reproduksinya. 
Berdasarkan klasifikasinya, jamur terbagi menjadi tiga kelompok, yaitu mushroom, kapang, dan 
khamir. Khamir merupakan jamur bersel tunggal yang memiliki fase reproduksi aseksual berupa 
pembelahan sel serta reproduksi seksual yang tidak membentuk badan buah (Boekhout et al., 
2022). Persebaran khamir tergolong luas karena khamir mampu hidup pada berbagai lingkungan, 
termasuk pada wilayah bersalinitas. Khamir laut merupakan khamir yang diisolasi dari lingkungan 
laut dan mampu tumbuh lebih baik pada media bersalinitas (Chi et al., 2010). Bernhard Fischer 
merupakan ilmuwan pertama yang mengisolasi khamir laut pada tahun 1894 dari perairan Samudera 
Atlantik (Kutty dan Philip, 2008). Mikroorganisme laut termasuk khamir laut hidup pada lingkungan 
yang ekstrem. Hal tersebut memberikan potensi yang unik bagi khamir untuk mensintesis senyawa 
fungsional maupun enzim yang digunakan sel khamir sebagai pertahanan sel maupun agen 
katalisator pada proses metabolisme (Connell et al., 2008). Khamir laut dilaporkan memiliki potensi 
untuk memproduksi enzim ekstraseluler seperti enzim protease, selulase, amilase, dan lipase (Chi 
et al., 2009). Khamir asosiasi rumput laut spesies Hortaea weneckii diketahui memiliki kemampuan 
memproduksi enzim ekstraseluler seperti alginat-lyase, agarase, dan karagenase (Sibero et al., 
2022). Khamir dapat hidup berasosiasi dengan organime lain selama kebutuhan hidupnya terpenuhi. 

 Penemuan mengenai keanekaragaman hayati khamir pada lingkungan terestrial telah 
dieksplorasi dengan baik, namun penelitian mengenai khamir laut tergolong relatif sedikit (Kutty dan 
Philip, 2008). Berdasarkan hal tersebut, melihat potensi khamir laut yang telah dikonfirmasi pada 
penelitian terdahulu menjadikan perlu dilakukannya eksplorasi lebih lanjut mengenai potensi khamir 
laut. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan mengidentifikasi secara molekuler khamir laut asal 
Perairan Pasir Baru, Balikpapan, yang menjadi koleksi Sibero Project, Laboratory of Natural Product, 
Universitas Diponegoro, dan menentukan potensi khamir laut sebagai penghasil enzim 
ekstraseluler.  

 
MATERI DAN METODE 
 

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Natural Product, Laboratorium Terpadu Universitas 
Diponegoro, Semarang, pada bulan Desember 2022-Januari 2023. Pengolahan data dari hasil 
penelitian dilaksanakan pada Februari-Maret 2023. 
 
Peremajaan Isolat 

 
Stok khamir dengan kode isolat PB3.2 yang tersimpan pada gliserol dilakukan peremajaan 

dengan menginokulasi khamir pada cawan petri berisi media Potato Dextrose Agar (PDA) kemudian 
dilakukan inkubasi selama 7x24jam (Putri et al., 2019). 

 

Uji Aktivitas Enzim 

 

Uji aktivitas enzim dilakukan untuk melihat potensi khamir dalam memproduksi enzim protease 

dan amilase. Media uji aktivitas enzim amilase mengandung 2% agar, 0.1% yeast extract, dan 0.5% 

peptone, dan 0.2% pati atau starch (Ayuningtyas et al., 2021). Media uji aktivitas enzim protease 

dilakukan menggunakan media skim-milk agar dengan penambahan 2% agar dan 10% skim milk 

powder (Fadhli et al., 2019). Isolat khamir ditumbuhkan pada setiap media uji dan dilakukan inkubasi 

selama 7x24jam. Media uji aktivitas enzim amilase dibuat dengan menambahkan 0,2% amilum 

dalam media PDA. Penentuan aktivitas enzim amilase dilakukan dengan menggunakan larutan 
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lugol. Kenampakan zona bening di sekitar koloni mengindikasikan adanya aktivitas enzim. 

Penentuan aktivitas enzim protease diindikasikan dengan adanya zona bening di sekitar koloni. 

 

Identifikasi Makroskopik dan Mikroskopik 
 
Identifikasi makroskopik khamir dilakukan dengan mengamati bentuk, margin, elevasi, ukuran, 

dan warna koloni khamir yang tumbuh pada media PDA (Van der Walt dan Yarrow, 1984). 

Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan mengamati bentuk sel dan tipe pertunasan khamir di 

bawah mikroskop dengan bantuan pewarna lactophenol cotton blue (Kurtzman et al., 2011). 

 

Ekstraksi DNA 

 

Metode yang digunakan dalam ekstraksi DNA adalah metode Chelex. Isolat khamir diinokulasi 

ke dalam microtube steril yang berisi 1 mL saponin dan 100 µL ddH2O, kemudian diinkubasi pada 

suhu 4°C selama 24jam. Sampel yang telah diinkubasi kemudian dicuci dengan cara disentrifugasi 

pada kecepatan 12000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang terbentuk dipisahkan kemudian 1 

mL PBS steril ditambahkan ke dalam microtube steril dan sampel disentrifugasi pada kecepatan 

12000 rpm selama 5 menit. Supernatan yang terbentuk dipisahkan kemudian 100 µL ddH2O dan 50 

µL larutan Chelex 20% ditambahkan ke dalam microtube dan dihomogenkan menggunakan 

mikropipet. Sampel dipanaskan menggunakan heating blok pada suhu 80°C selama 10 menit. 

Campuran tersebut kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 10 menit. 

Supernatan yang terbentuk dipisahkan pada microtube steril (Sibero et al., 2017). 

 

Amplifikasi DNA 

 

Amplifikasi DNA dilakukan secara in vitro menggunakan polymerase chain reaction (PCR) 

dengan ITS1 (5ʹ-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3ʹ) sebagai primer forward dan ITS4 (5ʹ-TCC 

TCC GCT TAT TGA TAT GC-3ʹ) sebagai primer reverse. Campuran PCR mengandung 12.5 µL 

GoTaq Green Master Mix Promega, 1 µL primer ITS1, 1 µL primer ITS4, 9.5 µL ddH2O, dan 1 µL 

DNA template dengan total volume adalah 25 µL. Pengaturan kondisi PCR mengacu pada Sibero 

et al. (2016) dengan denaturasi awal 95℃ selama 3 menit, kemudian diikuti dengan 30 siklus 

denaturasi pada suhu 95℃ selama 1 menit, annealing pada suhu 55℃ selama 1 menit, dan ekstensi 

pada suhu 72℃ selama 1 menit, kemudian diikuti oleh ekstensi akhir pada suhu 72℃ selama 7 

menit. 

 

Pengecekan Kualitas Produk PCR 

 

Pemeriksaan produk hasil PCR dilakukan menggunakan elektroforesis dengan cara 

memasukkan 2.5 µL produk PCR ke dalam sumur gel agarose 1% yang dibuat dengan 

mencampurkan 1 gram agarose ke dalam 100 mL TBE 1X kemudian ditambahkan larutan Ethidium 

Bromida (EtBr) sebanyak 5 µL. DNA ladder dimasukkan pada sumur pertama gel agarose sebagai 

penanda. Gel dielektroforesis dengan tegangan sebesar 100 V dan 400 mA selama 30 menit. Pita 

hasil PCR dapat dilihat dengan menggunakan alat gel documentation (Hidayati et al., 2016). Sampel 

dengan band DNA kemudian dikirim ke PT. Genetika Science, Jakarta, Indonesia. 

 

Analisis Sekuens dan Pembuatan Pohon Filogenetik 

 

Analisis hasil sekuensing DNA dilakukan dengan menggunakan software MEGA X kemudian 

hasilnya dicocokkan dengan database pada GeneBank yang dapat diakses melalui tautan 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) melalui opsi pelacakan database Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) untuk mengetahui spesies khamir yang diperoleh ((Sibero et al., 2018). 
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Analisis pohon filogenetik dilakukan menggunakan software MEGA X dengan mensejajarkan 

sekuens isolat dengan sekuens pembanding. Konstruksi pohon filogenetik dibentuk berdasarkan 

jarak kekerabatan genetik dengan menggunakan metode Neighbor Joining Tree dengan nilai 

boostrap 1000 kali. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Uji aktivitas enzim dilakukan dengan menginokulasi isolat pada dua jenis media berbeda. 

Pengujian aktivitas enzim pada penelitian ini bersifat kualitatif. Isolat PB3.2 diinokulasi pada media 

skim-milk agar dan media pengujian enzim amilase kemudian diinkubasi selama 7x24jam untuk 

dilakukan uji antivitas enzim protease dan enzim amilase. Indikator keberhasilan pada pengujian 

aktivitas enzim protease ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni isolat. Indikator 

yang digunakan pada pengujian aktivitas enzim amilase adalah larutan lugol. Keberhasilan pada 

pengujian ini ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni isolat. Zona bening yang 

dihasilkan pada pengujian aktivitas enzim menandakan bahwa isolat khamir mampu mendegradasi 

substrat media (Hengkengbala et al., 2021). Berdasarkan hasil pengujian, isolat PB3.2 tidak mampu 

memproduksi enzim protease dan enzim amilase (Tabel 1). Ketidakmampuan isolat dalam 

memproduksi enzim protease dapat terjadi karena beberapa hal seperti isolat yang tidak memiliki 

kemampuan untuk memproduksi enzim, isolat memproduksi enzim namun tidak disekresikan ke 

lingkungan, dan isolat memproduksi enzim dan disekresikan ke lingkungan, namun proses deteksi 

aktivitas enzim terhambat oleh media. 

Identifikasi molekuler pada isolat PB3.2 dilakukan melalui beberapa tahap, yaitu ekstraksi 

DNA, amplifikasi DNA, pengecekan kualitas DNA, sekuensing DNA, dan analisis pohon filogenetik. 

Proses ekstraksi DNA pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode Chelex karena metode 

ini memiliki proses yang cepat dengan tahapan yang sederhana sehingga dapat meminimalisir 

resiko terjadinya kontaminasi pada proses ekstraksi (Jayanti dan Mushlih, 2021). Amplifikasi DNA 

dilakukan melalui beberapa tahap, yaitu tahap denaturasi, annealing, dan ekstensi. Annealing 

merupakan tahapan penting pada proses PCR dikarenakan pada tahapan ini,  terjadi proses 

penempelan primer pada DNA yang sudah terbuka. Suhu optimal pada proses annealing dibutuhkan 

agar proses penempelan primer pada sampel DNA dapat terjadi. Suhu annealing yang terlalu rendah 

dapat menyebabkan primer menempel pada sisi lain DNA, sedangkan suhu yang terlalu tinggi dapat 

menyebabkan gagalnya proses amplifikasi dikaernakan tidak terjadinya proses penempelan 

(Rahmadhan et al., 2019).  

Hasil identifikasi berdasarkan persamaan BLAST homology, diperoleh kesamaan isolat PB3.2 

dengan Candida tropicalis (NR_111250_1) sebesar 99.05% dengan query cover 100% (Tabel 3). 

Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat PB3.2 memiliki kesamaan basa yang sangat mirip dengan 

spesies Candida tropicalis sehingga dapat dikatakan bahwa isolat PB3.2 adalah spesies Candida 

tropicalis. Adapun ciri makroskopik dan mikroskopik isolat PB3.2 adalah bentuk koloni circular, 

margin entire, elevasi raised, kenampakan dull dengan tekstur butyrous, warna koloni isolat krem 

dengan adanya sedikit pseudohifa. Bentuk sel ellipsoidal dan membentuk budding (Tabel 2). Hal 

tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Pratiwi dan Akhdiya (2020) yang 

mengkonfirmasi bahwa genus Candida memiliki bentuk sel bervariasi dari bulat, oval, silindris, 

hingga memanjang dengan atau tanpa pseudohifa. Reproduksi aseksual dari genus Candida adalah 

dengan membentuk pertunasan atau budding. Genus ini juga tidak memiliki pigmen karotenoid 

sehingga berwarna putih hingga krem. Hal tersebut sesuai dengan hasil uji aktivitas enzim yang 

tidak menunjukkan adanya kemampuan dari isolat PB3.2 untuk memproduksi enzim amilase dan 

protease. Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Devi et al. (2019) yang 

menunjukkan bahwa spesies Candida tropicalis tidak mampu memproduksi enzim amilase dan 

protease, sedangkan spesies Candida fermentati mampu memproduksi enzim protease. Hal 

tersebut dapat terjadi karena aktivitas enzim turut dipengaruhi oleh jenis spesies dan kondisi 

lingkungan seperti suhu, pH, dan salinitas (Shahat, 2017). 



⧫261⧫ 
 

Journal of Marine Research Vol 13, No. 2 Mei 2024, pp. 257-264 
 

Identifikasi Molekuler dan Uji Potensi Khamir Laut (W.O.R.A.S. Bolu et al.) 

Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Enzim Protease dan Amilase Khamir Laut 
 

Kode Isolat Enzim protease Enzim Amilase 

PB3.2 ̶ ̶ 

Keterangan: + : terdapat aktivitas enzim; : tidak terdapat aktivitas enzim 
Tabel 2. Hasil Pengamatan Makroskopik dan Mikroskopik  
 

Kode 
Isolat 

Karakteristik Makroskopis 
Karakteristik 
Mikroskopis 

Bentuk Margin Elevasi 
Appear-

ance 
Tekstur Warna Bentuk Sel Budding 

PB3.2 Circular Entire Raised Dull Butyrous Krem Ellipsoidal Ya 

 
 

Tabel 3. Hasil Identifikasi Isolat melalui DNA 
 

Kode Isolat Closest Similarity* 
Percent 

identification 
Query Cover Accession 

PB3.2 Candida tropicalis  99.05%  100%  NR_111250_1 

 
 

 
(a) 

 
(b) 

 
 
Gambar 1. Isolat Khamir PB3.2 (a) kenampakan makroskopik isolat, (b) kenampakan mikroskopik isolat 

 
Gambar 2. Rekonstruksi Pohon Filogenetik Isolat Khamir Laut 
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Rekonstruksi pohon filogenetik pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode neighbor 
joining. Penggunaan metode neighbor joining dilakukan karena proses kalkulasinya yang cepat dan 
mudah. Analisis menggunakan metode neighbor joining dilakukan dengan analisis boostrap 1000 
kali ulangan untuk memprediksi tingkat resampled dalam membentuk cabang maupung ranting 
pohon filogenetik yang baik. Konstruksi pohon filogenetik merupakan hal yang penting untuk 
menentukan jarak evolusi pada spesies tertentu. Analisis filogenetik dapat dilihat melalui gap yang 
terbentuk setelah tahapan multiple aligntment yang menunjukkan adanya mutasi genetik dalam 
sekuens (Su’udi, 2018). Jarak genetik pada pohon filogenetik menunjukkan nilai 0,050 yang artinya 
terdapat perbedaan 5 basa dalam setiap 100 basa pada setiap sekuensnya dan menghasilkan nilai 
sebesar 90% yang berarti sekuens isolat ini berbeda nyata dengan outgrup karena memiliki urutan 
pasangan basa yang berbeda jauh (Larasati et al., 2021). Spesies outgroup yang digunakan pada 
konstruksi pohon filogenetik penelitian ini adalah Cryptococcus neoformans (NR 171785.1) yang 
didasari pada perbedaan taksonomi yang dimiliki C. neoformans dengan isolat yang diperoleh. 
Rekonstruksi pohon filogenetik pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 2. 
 
KESIMPULAN 
 

Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa isolat PB3.2 memiliki kesamaan BLAST homology 
dengan spesies Candida tropicalis (NR_111250_1) sebesar 99.05% dengan query cover 100%. 
Khamir laut yang teridentifikasi sebagai spesies Candida tropicalis ini tidak memiliki potensi untuk 
memproduksi enzim protease dan enzim amilase. 
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