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RINGKASAN

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI KHAMIR TOLERAN ALKOHOL
DARI MOLASSES; Anjas Wida Elistia Rini, 121810401055; 2017; 82 halaman;,
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember.

Produksi bioetanol secara efisien diperoleh melaui pemilihan jenis
mikroorganisme yang tepat, bahan baku, dan kontrol proses fermentasi. Molasses
adalah sisa dari proses pengkristalan gula pasir yang masih mengandung gula dan
asam-asam organik sehingga merupakan bahan baku yang baik untuk pembuatan
etanol .Khamir memiliki peran penting dalam dekomposisi senyawa organik dan
dapat digunakan untuk keperluan industri terutama fermentasi etanol. Selama
proses fermentasi etanol, khamir mengalami berbagai macam kondis stres salah
satunya yakni cekaman kadar etanol tinggi. Ketika konsentrasi etanol Iebih dari
8% (v/v) maka dapat menyebabkan lapisan fosfolipid dari membran sel (lipid
bilayer) khamir dan organel-organel seperti membran dalam mitokondria
mengalami hiperpolarisasi, dengan demikian dapat meningkatkan ketidakstabilan
membran dan akibatnya dapat menurunkan permeabilitas membran sehingga
homeostasis sel terganggu. Oleh karena itu, diperlukan adanya strain khamir
toleran alkohol strain khamir toleran alkohol yang berasal dari molasses sehingga
kedepannya diharapkan mampu meningkatkan produktifitas etanol dan hasil
produksi.

Penelitian dilakukan dalam empat tahapan. Pertama, tahap isolasi khamir
pada substrat molasses yang mengandung akohol 8% dan 20%. Tahap
karakterisas morfologi dilakukan dengan mengamati bentuk dan warna koloni
khamir (makroskopis) serta mengamati bentuk sel khamir dan tipe pertunasan
menggunakan mikroskop (mikroskopis). Tahap karakterisasi secara fisiologi
dilakukan dengan uji suhu pertumbuhan optimal dan pH pertumbuhan optimal
pada media MEB, uji kemampuan tumbuh pada molasses yang mengandung
alkohol 8% v/v, 16% v/v, 24% v/v, uji kemampuan produks akohol, dan
identifikasi polafermentasi khamir menggunakan kit APl 20C. Tahap selanjutnya
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adalah identifikass molekuler dengan metode PCR dan sequencing DNA
menggunakan primer ITS1 dan ITSA4.

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan tiga isolat yakni isolat X,Y,Z.
Isolat X memiliki bentuk koloni bulat berwarna putih dengan tepi rata dan bentuk
sel ova dengan pertunasan multipolar; suhu pertumbuhan optimalnya adalah
20°C, 30°C, 37°C dengan pH 3 dan pH 4. Isolat X mampu tumbuh pada molasses
yang mengandung akohol 8% dengan populasi khamir 3,78x10° cfu/ml dan
molasses yang mengandung alkohol 16% dengan populasi khamir 3,98x10" cfu/ml
dengan lama inkubas 24 jam serta mampu memproduksi alkohol sebanyak 7%
pada molasses yang mengandung alkohol 8%. Isolat X teridentifikasi secara
fisioligis dengan kit APl 20C sebagai Candida tropicalis dan teridentifikasi
sebagal Candida parapsilosis strain AUMC 10714 dengan homologi sequence
100%.

Isolat Y memiliki bentuk koloni yang berlendir berwarna putih keruh dan
memiliki bentuk sel oval dan berantai diplo atau strepto dengan suhu
pertumbuhan optimal 40°C pada pH 4. Isolat Y mampu tumbuh pada molasses
yang mengandung alkohol 8% dengan populasi khamir 2,74x10’ cfu/ml serta pada
molasses yang mengandung alkohol 16% dengan populasi khamir 2,78x10’ cfu/mi
dengan lama inkubasi 48 jam serta mampu memproduksi alkohol sebanyak 7%
pada molasses yang mengandung alkohol 8%. Isolat Y teridentifikasi secara
fisioligis dengan kit APl 20C sebagal Candida ciferri dengan 99.9% ID.

Isolat Z memiliki bentuk koloni bulat dengan pinggiran berombak dan
bentuk sel oval serta pertunasan multipolar dengan suhu pertumbuhan optimal
40°C pada pH 4. Isolat Z mampu tumbuh pada molasses yang mengandung
alkohol 24% dengan populasi khamir 1,22x10° cfu/ml dengan lama inkubasi 24 jam
serta mampu memproduksi akohol sebanyak 7% pada molasses yang
mengandung alkohol 8%. Isolat Z teridentifikas secara fisioligis dengan kit API
20C sebagal Candida tropicalis dan teridentifikasi sebagai Candida parapsilosis
ZA012 dengan homologi sequence 100%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Produksi bioetanol secara efisien diperoleh melaui pemilihan jenis
mikroorganisme yang tepat, bahan baku, dan kontrol proses fermentasi. Molasses
adalah sisa dari proses pengkristalan gula pasir yang masih mengandung gula dan
asam-asam organik sehingga merupakan bahan baku yang baik untuk pembuatan
etanol. Molasses mempunya keunggulan yakni selain harganya murah juga
mengandung 50% gula sederhana sehingga dapat difermentasi langsung oleh
khamir menjadi etanol tanpa pretreatment (Murtagh,1995).

Khamir memiliki peran penting dalam dekomposisi senyawa organik dan
dapat digunakan untuk keperluan industri (Spencer dan Spencer, 1997). Beberapa
jenis khamir yang digunakan dalam proses fermentasi diantaranya genus
Saccharomyces, Shizosaccharomyces, Torula, Willia, Yarrowia yang masing-
masing memiliki karakteristik dan tingkat produktifitas yang berbeda dalam
menghasilkan etanol (Gray, 194l).

Selama proses fermentas etanol, khamir mengalami berbagai macam
kondis stres mencakup peningkatan kadar etanol, racun yang berasal dari produk
akhir yang mampu menghambat pertumbuhan khamir, suhu tinggi dan tekanan
osmotik yang berasal dari substrat yang mengandung gula dengan konsentrasi
yang tinggi. Diantara beberapa faktor tersebut, cekaman kadar etanol tinggi
diyakini merupakan penyebab stres terbesar sehingga produksi etanol mengalami
penurunan (Gibson et al., 2007). Ketika konsentrasi etanol lebih dari 8% (v/v)
makadapat menyebabkan lapisan fosfolipid dari membran sdl (lipid bilayer)
khamir dan organel-organel seperti membran dalam mitokondria mengalami
hiperpolarisasi, dengan demikian dapat meningkatkan ketidakstabilan membran
dan akibatnya dapat menurunkan permeabilitas membran sehingga homeostasis
sel terganggu (LIoyd et al., 1993).

Proses hambatan yang diakibatkan oleh konsentras etanol tersebut dapat
berbeda tergantung sifat toleran etanol yang dimiliki oleh jenis khamir tersebut
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(Nagodawithana & Streinkraus, 1976). Pengembangan dari strain khamir toleran
alkohol akan memberikan nilai ekonomi yang tinggi terhadap industri termasuk
dalam hal fermentasi, penyaringan dan penyulingan etanol. Oleh karena itu, fokus
penelitian ini adalah mengisolasi khamir toleran alkohol yang berasal dari substrat
molasses serta melakukan uji identifikasi secara morfologi, fisiologi dan
molekuler untuk mendapatkan identitas isolat strain khamir toleran alkohol yang
berasal dari molasses sehingga kedepannya diharapkan mampu meningkatkan
produktifitas etanol dan hasil produksi.

1.2 Rumusan Masalah

Khamir mampu menghasilkan bioetanol dari molasses. Selama proses
produksi (pada proses fermentasi) terjadi proses akumulasi alkohol sehingga
konsentrasi akohol semakin meningkat. Semakin meningkatnya kadar akohol
dalam molasses tersebut dapat menghambat pertumbuhan khamir dikarenakan
dapat menyebabkan lapisan fosfolipid dari membran sel (lipid bilayer) dan
organel-organel seperti membran dalam mitokondria mengalami hiperpolarisasi,
dengan demikian dapat meningkatkan ketidakstabilan membran dan akibatnya
dapat menurunkan permeabilitas membran sehingga homeostasis sel terganggu.
Proses hambatan yang diakibatkan oleh konsentrasi etanol tersebut dapat berbeda
tergantung sifat toleran etanol yang dimiliki oleh jenis khamir tersebut. Oleh
karena itu perlu ditemukan/diperoleh strain  khamir yang memiliki
ketahanan/tolerans terhadap kadar alkohol tinggi

1.3 Batasan Pendlitian
Batasan dalam penelitian ini diantaranya:

1. Isolasi danidentifikasi khamir toleran alkohol berasal dari molasses

2. Bahan baku molasses yang digunakan diperoleh dari PG Jatiroto tahun giling
2015

3. Isolasi khamir toleran alkohol pada media MEA

4. Karakterisasi khamir toleran alkohol secara morfologi meliputi karakteristik
makroskopis pada media MEA dan karaketristik mikroskopis
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5. Karakterisas khamir toleran akohol secara fisiologi meliputi uji suhu
pertumbuhan optimal pada media MEB, uji pH optimal pada media MEB, uji
survival alkohol, uji kemampuan produks akohol, dan uji pola fermentasi
pada kit APl 20C

6. ldentifikas khamir toleran akohol secara molekuler dilakukan dengan
mengekstraks DNA, analisis PCR serta sequencing dari ITS region dan

analisis filogenetik

1.4 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mengisolasi khamir toleran alkohol berasal dari molasses

2. Mengkarakterisasi secara morfologi isolat khamir toleran akohol dari
mol asses secara makroskopis dan mikroskopis

3. Mengkarakterisasi secara fisiologi isolat khamir toleran alkohol dari molasses
melalui uji suhu pertumbuhan optimal, uji pH media optimal, uji survival
alkohol, uji kemampuan produks akohol dan uji pola fermentas
menggunakan kit APl 20C

4. Mengidentifikasi secara molekuler isolat khamir toleran alkohol dari molasses

menggunakan primer ITS

1.5 Manfaat Penélitian

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini yaitu mengetahui strain
khamir toleran alkohol dari molasses yang mampu meningkatkan produktivitas
fermentasi etanol dalam skala industri dengan menggunakan starter isolat yang

diharapkan dapat tahan terhadap konsentrasi alkohol yang tinggi.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan molasses sebagai substrat fermentasi bioetanol

Molasses diartikan sebagai residu sirup, merupakan hasil akhir yang dari
pembuatan gula dengan kristalisasi berulang, dimana sukrosa yang ada sudah
tidak dapat dikristalkan lagi. Molasses merupakan sumber karbon organik yang
murah dan sumber energi bagi pertumbuhan mikroba yang mengandung
karbohidrat 50%-60%, terutama golongan disakarida yaitu sukrosa yang mampu
dihidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa (Andriani, 1993). Molasses umumnya
berupa cairan kental seperti sirup dan berwarna cokelat gelap atau cokelat
kemerahan bersifat asam, mempunyai pH 5,5-6,5 yang disebabkan oleh adanya
asam-asam organik bebas (Harahap,2003).

Molasses banyak mengandung berbagai jenis bakteri. Bakteri yang dapat
tumbuh dalam molasses yakni bakteri pembentuk lendir atau gum, bakteri aerob
tidak membentuk spora yaitu tiga spesies micrococcus, sementara itukhamir yang
dapat hidup dalam molasses adalah S cereviseae, S carlbergensis, Candida
crusei, C. intermed. Adanya mikroorganisme yang tumbuh dalam molasses
menyebabkan inverss sakarosa sehingga molasses menjadi asam dan berbuih
(Honig,1963).

Kualitas molasses terutama ditentukan olah kadar gulanya. Komposisi
molasses berbeda-beda, tergantung dari daerah asdl, jenis tebu, sifat tanah, iklim
di mana tebu ditanam serta cara pengolahannya. Menurut Paturau (1969),
karakteristik dari molasses yakni memiliki berat jenis 1,39-1,49 , memiliki pH +
6,0, viskositas sangat bervarias dan tegantung perbedaan temperatur dan
kepekatan (brix) umumnya berkisar antara 90-95%%rix, memiliki panas spesifik
sebesar 0,5 cal/kg/°C, pada umumnya molasses berwarna cokelat kemerahan serta
mengandung kadar gula antara 40-50%.Komposisi molasses yang ditunjukkan
pada Tabel 2.1.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Tabel 2.1 Komposis molasses Indonesia

Parameter Persentase (%)
Berat kering 75
Total gula sebagai

. 50
gulainvert
Protein 6,0
Total abu 7,0

Sumber : Paturau, 1969

2.2 Fermentasi Molasses Menjadi Bioetanol (Saccharomyces cerevisiae)

Etanol (C,HsOH) adalah cairan biokimia yang berasal dari proses
fermentasi gula dari sumber karbohidrat menggunakan bantuan mikroorganisme
dan melibatkan proses biologis sehingga penamaannya yakni bioetanol (Y udiarto,
2007).

Tabel 2.2 Sifat fisik etanol

Sifat Fisik Etanol
Massa molekul relative 46,07 g/moal
Titik beku -114,1°C
Titik didih normal 78,32°C
Dentitas pada 20°C 0,7893 g/ml
Kelarutan dalam air 20°C Sangat larut
Viskositas pada 20°C 1,17 cP
Kalor spesifik 20°C 0,579 kal/g°C
Kalor pembakaran 25°C 7092,1 kal/g
Kalor penguapan 78,32°C 200,6 kal/g

Sumber : Rizani, 2000

Khamir yang digunakan dalam proses fermentas etanol adalah S
cerivisiae, S, uvarum, Candida utilis, S. anamensis, Schizosccharomyces pombe
(Bailey dan Ollis, 1986). Fermentasi glukosa menjadi etanol berlangsung dalam
beberapa tahapan reaksi. Masing-masing tahap dikatalisis oleh enzim. Tahapan
tersebut melalui jalur glikolisis dan fermentasi alkohol yang disusun oleh
Embden, Meyerhof dan Parnas, yang dikenal dengan istilah EMP (Rahayu &
Kuswanto, 1988).
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Secara umum reaks kimia fermentasi alkohol adalah sebagai berikut
(Toharisman& Santoso, 1999) :

CpH20; + HO —— 2CgH1,06

(Sukrosa)  (Air) (Glukosa/ fruktosa)
CeH1,0s —_—> 2C,Hs0OH + 2CO,
(Glukosa/ fruktosa) (alkohol) (' karbondioksida)

Pembentukan akohol dilakukan dalam kondis anaerob oleh S cerevisiae yang
merupakan jenis mikroba fakultatif anaerob. S cerevisiae dapat melakukan dua
mekanisme untuk mendapatkan energi yakni secara aerob dengan melakukan
respirasi untuk pertumbuhan dan perkembangan sel sedangkan jika dalam kondisi
anaerobmaka S cerevisiae melakukan respiras anaerob (fermentasi) yang
menghasilkan alkohol dan sedikit energi (Judoamidjojo, 1990).

Fermentasi etanol dibatas dengan kapasitas khamir untuk mentolerir
konsentrasi etanol, karena etanol yang terakumulasi menghambat fermentasi
alkohol sehingga membatasi kadar etanol yang diproduksi oleh strain khamir
tertentu. Penyebab lain juga terkait dengan faktor lingkungan seperti konsentrasi
gula tinggi dan suhu tinggi yang menghambat fermentasi etanol (Wayman &
Parekh,1990).

Produk etanol yang terakumulasi daam fermentor akan berpengaruh
terhadap pertumbuhan khamir, etanol akan merusak membran plasma, terjadi
denaturasi protein, dan terjadiperubahan profil suhu pertumbuhanyang dapat
menghambat pertumbuhan atau mematikan mikroba sehingga menyebabkan
menurunnya produktivitas. Pada konsentrasi akohol 15% mikroba tidak dapat
tumbuh (Bulawayo et al., 1996). Ketika konsentrasi etanol |ebih dari 8% (v/v)
maka dapat menyebabkan lapisan fosfolipid dari membran sel (lipid bilayer) dan
organel-organel seperti membran dalam mitokondria mengalami hiperpolarisasi.
Dengan demikian membran tidak stabil dan akibatnya dapat menurunkan
permeabilitas membran sehingga homeostasis sel terganggu (Lloyd et al., 1993).
Suhu yang baik untuk fermentasi maksimum adalah 30°C.Sebelum molasses
digunakan sebagai media fermentasi etanol maka harus diencerkan terlebih dahulu
hingga 14%brix (Jayus et al., 2014).
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2.3 Morfologi Khamir

Khamir adalah kelompok fungi yang memiliki sel vegetatif uniselular
yang sering pula dapat membentuk misdium sgati, atau miselium palsu
(pseudomiselium). Sel khamir mempunyai ukuran yang bervariasi dengan panjang
1-5 pym hingga 20 ym, dan lebar 1-10 ym.Warna koloni mengkilat seperti
mentega. Sel khamir memiliki berbagai jenis bentuk yaitu bulat, oval, silinder atau
batang, segitiga melengkung, berbentuk botol, bentuk apikulat atau lemon,
membentuk pseudomiselium dan sebagainya (Fardiaz, 1992). Khamir tidak
mempunyai flagela atau organ lain untuk bergerak (Sari, 2010).

B TaB wi

fa) Butat {by Oval {c} Siinder {d} Oginal
(8} Trimnguber i Bt (G} Apliautat (h) Pssudomisetium

Gambar 2.1 Bentuk-bentuk sel khamir (Sumber : Fardiaz, 1992)
Berikut ini beberapa sifat-sifat koloni pada agar lempeng mengenai
bentuk, permukaan dan tepi yaitu:
Bentuk koloni berupa titik-titik, bulat, berbenang, takteratur serupa akar dan
serupa kumparan
Permukaan koloni dapat berbentuk datar, timbul mendatar, timbul
melengkung, timbil mencembung, timbul membukit dan timbul berkawah
Tepi koloni dapat berbentuk rata, berombak, berbelah-belah, berigi,
berbenang-benang (filamen) dan keriting (Dwidjoseputro, 2005)
Elevasi koloni dapat berbentuk datar maupun timbul
Sel khamir secara mikroskopik terdiri dari kapsul, dinding sel, membran
sitoplasma, nukleus, satu atau lebih vakuola, mitokondria, globula lipid, volutin
atau polifosfat, dan sitoplasma (Cook, 1958).Strukur luar beberapa jenis khamir
tertutup oleh komponen ekstraseluler yang berlendir dan disebut kapsul. Kapsul
yang menutupi dinding luar selsebagian besar terdiri atas polisakarida termasuk
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glukofosfomanan, suatu polimer menyerupa pati, dan heteropolisakarida yaitu
polimer yang mengandung lebih dari satu macam unit gula seperti pentosa,
heksosa, dan asam glukuronat (Fardiaz, 1992).

Keterangan:

BS = bud scar

ER = endoplasmic reticulum
G = Golgi

L = lipid body

M = mitochondrion

N = nucleus

SPB = spindle-pole body

V =vesicle

Vac = large centra vacuole
W =wall.

Gambar 2.2 Ultrastruktur sel yeast
(Sumber: Deacon, 1997)

Dalam kultur yang sama, ukuran dan bentuk sel khamir mungkin berbeda.
Hal tersebut disebabkan oleh pengaruh umur sel dan kondisi lingkungan selama
pertumbuhan. Sel biakan muda mungkin berbeda bentuknya dari sel biakan tua

karena adanya proses ontogeni (perkembangan individu sdl).

—-0-( -

Tunas yang baru Sel melepaskan tunas Sel a
teriepes dari
Induknya

Gambar 2.3 Perkembangan bentuk sel pada khamir berbentuk lemon
(Hanseniaspora) (Phaff et al., 1968)

ar) pada dinding selkhamir
(Sumber: Brock & Madigan,1991)
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Sal khamir yang melepaskan tunasnya akan meninggalkan tanda berupa
bekas luka (bud scar) pada dinding sel (Brock & Madigan,1991). Kegagaan
daam memisahkan tunas baru yang terbentuk secara terus menerus akan
menyebabkan dihasilkannya suatu rantai sel khamir yang memanjang menyerupai

hifa (benang) yang disebut pseudohyphae.

Gambar 2.5 Pembentukan pseudohyphae pada khamir.
(Sumber: Brock & Madigan,1991)

2.4 Fisiologi dan Metabolisme Khamir

Khamir tumbuh optimal pada pH 4,0-4,5 (Fardiaz, 1992). Khamir mampu
tumbuh normalnya pada interval aw 0,89-0,94 (Rahayu, 1989). Suhu
pertumbuhan khamir pada umumnya hampir sama dengan kapang yakni suhu
optimum 25°C-30°C dan suhu maksimum 35°C -47°C. Beberapa khamir dapat
tumbuh pada suhu < 0°C (Viljoen et al., 2003).

Saccharomyces cerevisiae memiliki kemampuan untuk memfermentas
berbagai jenis substrat gula diantaranya sukrosa, glukosa, fruktosa, galaktosa
manosa, maltosa dan maltotriosa.dan gula pentosa jenis D-xilulase (Umbreit,
1959). Tahap awal penggunaan gula oleh Saccharomyces cerevisiae dilakukan
dengan dua cara, cara pertama yaitu pemindahan senyawa gula ke dalam
membran sel, cara kedua yakni hidrolisis senyawa gula di luar sel dan diikuti
dengan pemindahan hasil hidrolisis ke dadam membran sel (Rahayu &
Kuswanto,1988).

Berdasarkan sifat metabolismenya khamir dapat dibedakan atas dua
kelompok yaitu bersifat fermentatif dan oksidatif (Fardiaz, 1992). Khamir mampu

tumbuh pada suasana aerob (oksidatif), namun khamir fermentatif tumbuh pada
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suasana anaerob (Jutono, 1972). Khamir genus Saccharomyces merupakan
khamir fermentatif kuat namun jika terdapat oksigen maka S cerevisiae juga
dapat melakukan respirasi dengan mengoksidasi gula menjadi karbondioksida dan
air. Kedua sistem tersebut menghasilkan energi meskipun energi yang dihasilkan
melalui respirasi lebih tinggi dibandingkan dengan melalui fermentasi (Jarvis,
1978).

2.5 Reproduksi Khamir

Khamir adalah fungi uniseluler yang bereproduks secara seksual dan
aseksual.Secara seksua khamir bereproduksi dengan menghasilkan askospora dan
basidiospora. Askospora terdiri atas berbagai bentuk yakni bulat, bentuk gada
(clavate), bentuk topi (hat shaped), bentuk helm (helmet), dan bentuk jarum
(needle shaped). Basidiospora dapat dihasilkan oleh basidium yang tidak
berseptum (holobasidium) atau basidium yang berseptum (phragmobasidium).
Alat reproduksi seksual khamir tidak ditutupi badan buah (Boekhout dan Phaff,
2003).Secara aseksua khamir bereproduksi dengan cara budding (pertunasan),
fission (pembelahan) (Boekhout dan Phaff, 2003), menghasilkan konidia pada
sterigma, balistokonidia, blastokonidia, klamidokonidia dan arthrokonidia
(Spencer dan Spencer, 1997). Beberapa jenis khamir bersifat dimorphic (memiliki
duafase dalam hidunya) yakni dapat membentuk fase uniseluler (yeast-phase) dan
fase hifa (mycelium-phase) dalam siklus hidupnya yang disebut dengan yeast-like
fungi (Phaff, 1990)

Terdapat tujuh tipe pertunasan sel khamir berdasarkan posisi
pembentukannya diantaranya tipe monopolar, bipolar, multipolar, polar,
simpodial, akropetal, basipetal. Tipe monopolar adalah pertunasan yang terjadi
pada satu kutub (Malassezia pachydermatis). Tipe bipolar adalah pertunasan yang
terjadi pada dua kutub (Hanseniaspora osmophila dan Wickerhamia fluorescens)
tipe ini juga merupakan karakteristik khamir apikulat. Tipe multipolar adalah
pertunasan pada beberapa tempat permukaan sel (Saccharomyces cerevisiae).
Tipe polar adalah pertunasan yang terjadi pada bagian dekat kutub sel, umumnya

pada dasar yang sempit (narrow base), tipe ini dimiliki oleh beberapa jenis
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khamir basidiomycetes (Rhodotorula glutinis, R. yarrowii). Tipe ssmpodial adalah
tipe pertunasan dengan tunas baru muncul di belakang dan berdekatan dengan
tempat tunas sebelumnya (Xanthophyllomyces dendrorhous). Tipe akropetal
adalah pembentukan tunas suksesif pada suatu rantai dengan bagian termuda pada
apeks. Tipe basipeta adalah pembentukan tunas suksesif dengan bagian tertua
pada apeks (Gandjaret al., 2006).

2.6 Taksonomi dan Pengelompokkan Khamir

Secara taksonomi khamir termasuk dalam kingdom Eumycota yang terdiri
atas filum Ascomycota dan Basidiomycota. Filum Ascomycota terdiri atas tiga
kelas yaitu Archiascomycetes, Euascomycetes dan Hemiascomycetes (Kurtzman
& Sagiyama, 2001). Kelas Archiascomycetes terdiri atas ordo Pneumocystidales,
Neolectales, Schizosaccharomycetales, Protomycetales, Taphrinales dan khamir
anamorfik anggota genus Saitoella. Khamir kelas Euascomycetes terdiri atas
anggota genus Endomyces dan Oosporidium (Boekhout & Phaff, 2003). Khamir
kelas Hemiascomycetes terdiri atas ordo Saccharomycetales yang memiliki 11
famili, antara lain adalah Candidaceae, Metschnikowiaceae, dan
Saccharomycetaceae (Kurtzman & Fell, 1998). Kelompok khamir Ascomycetes
membentuk spora seksual (askospora) (Barr, 2001). Dinding sel khamir
Ascomycetes adalah tipe bilayer dan bereproduksi secara aseksual dengan
pembentukan tunasti pe holoblastik (Kurtzman dan Sugiyama, 2001)

Menurut Choudhary dan Johri (2009) khamir filum Basidiomycota
memiliki tiga kelas yang terdiri atas yaitu Hymenomycetes, Urediniomycetes dan
Ustilaginomycetes (Fellet al., 2001). Kelas Hymenomycetes terdiri atas empat
ordo yaitu Tremellales, Trichosporonales, Filobasdiales dan
Cystofilobasidiales.Khamir kelas Ustilaginomycetes terdiri atas tiga ordo yaitu
Exobasidiomycetidae, Ustilaginomycetidae dan ordo Malsseziades. Khamir kelas
Urediniomycetes terdiri atas empat ordo yaitu Agaricostilbum, Microbotryum,
Sporidiobolous dan Erythrobasidium (Fell et al., 2000). Khamir Basidiomycetes
mengahasilkan spora seksual basidiospora yang berbentuk gada disebut dengan
basidium (Kurtzman & Fell, 2006). Dinding sel khamir Basidiomycetes adalah
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tipe multilayer dan bereproduksi secara aseksual dengan pembentukan tunastipe

enteroblastik (Fell et al., 2001). Beberapa genus dari khamir Basidiomycetes juga

dapat menghasilkan teliospora. Teliospora adalah spora seksual kelompok khamir

Basidiomycetes yang memiliki dinding tebal tempat berlangsungnya kariogami

yang menghasilkan basidiospora (Alexopoulus et al., 1996) pada khamir golongan

Uredinales dan Ustiliginales (Gandjar et al., 2006).

Kelompok khamir yang belum diketahui fase reproduksi seksualnya
disebut khamir anamorfik sedangkan untuk kelompok khamir yang telah diketahui
fase reproduksinya disebut khamir teleomorfik. Kelompok khamir anamorfik
diklasifikasikan ke dalam kelompok Ascomycetes anamorfik dan kelompok
Basidiomycetes anamorfik. Kelompok khamir Ascomycetes anamorfik contohnya
genus Candida. Kelompok khamir Basidiomycetes anamorfik contohnya
Rhodotorula F.C. Harrison. Kelompok khamir teleomorfik dapat diklasifikasikan
ke daam kelompok Ascomycetes teleomorfik dan Basidiomycetes teleomorfik.
Kelompok khamir Ascomycetes teleomorfik contohnya genus Debaryomyces
Lodder, Kreger-van Rij Nom Cons. dan Pichia E.C Hansen emend. Kurtzman.
Kelompok khamir basidiomycetes teleomorfik contohnya Filobasidium olive
(Yarrow, 1998).

Khamir dapat dikelompokkan berdasarkan sifat pertumbuhannya pada
bahan pangan, melipuiti :

1. “Filmyeast” : Pichia, Hansenulla, Debaryomyces, Candida dan Trichosperon
umumnya tumbuh pada permukaan makanan yang bersifat asam, seperti
sauerkraut dan pickles, mampu mengoksidasi asam organik, dan toleran
terhadap asam.

2. “Apiculate” atau ““lemon shape yeast”: Sacchomycodes, Hanseniospora,
Nadsodia dan Kloeckera adalah kelompok khamir yang merusak fermentasi
wine dan menyebabkan off-flavor, menghasilkan alkohol rendah dan asam
volatil tinggi.

3. “Osmofilic yeast” adalah jenis khamir yang tahan terhadap kadar gula dan
garam tinggi. Syarat tumbuhnya yaitu rentang aw 0.62 — 0.65 dan ada pula
sekitar 0.78. Kelompok Osmofilic yeast diantaranya: Saccharomyces rouxii
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dan Saccharomyces mellis. Hampir semua jenis khamir yang bersifat “salt
tolerant” umumnya merupakan “film yeast” diantaranya: Torulopsis,
Brettanomyces, Debaryomyces, Pichia, Candida, Trichosporon.

4. “Alkohol yeast” adalah jenis khamir yang digunakan untuk fermentasi alkohol,
yang paling sering digunakan adalah genus Saccharomyces.

5. “Lactose fermenting yeast” adalah jenis khamir yang mampu melakukan
fermentasi laktosa pada susu contohnya Saccharomyces fragilis dan
Saccharomyces lactis.

6. “Food dan feed yeast” adaah jenis khamir yang digunakan untuk bahan
pangan pakan, umumnya dalam bentuk protein sel tunggal (PST) (Sari, 2010).

2.7 Respon Sel Khamir Terhadap Cekaman Etanol

Selama proses fermentasi, konsentrasi etanol akan meningkat sehingga
mengurangi viabilitas sel dengan mempengaruhi integritas membran sel serta
fungsi normalnya (Piper, 1995). Etanol yang terakumulasi dalam konsentrasi
tinggi, berkumpul di gugus kepala fosfolipid yang berdampak pada senyawa
kimia-fisk dan fungs membran selanjutnya menghambat pertumbuhan sel dan
pada akhirnya sel mengalami kematian.

Sel khamir telah mengembangkan mekanisme untuk mengatasi berbagai
jenis kerusakan yang disebabkan karena peningkatan konsentrasi etanol
diantaranya : ketidakstabilan dan kerusakan membran plasma direspon dengan
peningkatan ergosterol (Daum et al., 1998) serta produksi asam amino (Hu et al.,
2005) dan inositol (Kelley et al., 1988) yang meningkatkan stabilitas membran;
ekspresi gen yang menstabilkan dan/atau memperbaiki protein yang rusak seperti
trehalose dan protein heat shock (HSPs) (Swan & Watson, 1998), ekspresi gen
untuk produks protein finger zine (MacPherson et al., 2006) dan peran alcohol
sensitive ring/protein PHD finger | (Asrip) (Betz et al., 2004) juga berperan dalam
toleransi alkohol pada S. cerevisiae.

Beberapa pendlitian telah mengkaji mengena tingkat toleransi alkohol
oleh khamir. Gray (1941) telah mengelompokkan berbaga jenis khamir
berdasarkan tingkat toleran alkohol menjadi 6 grup diantaranya: Grup 1 terdiri
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atas khamir dengan toleransi alkohol paling rendah (+4-5% alkohol) yakni Yeast
32, Willia anrmala Steuber, Black Yeast. Guilliermond dan Tanner (1920)
menyebutkan bahwa no.20 adalah khamir genus Willia. Grup 2 terdiri atas khamir
dengan tingkat alkohol rendah (lebih efisien dibanding grup 1 dan sangat sesuai
untuk dimanfaatkan dalam industri) yakni Saccharomyce cerevisiae Hansen Strain
SC, Strain A, Zygosaccharomyces soja, Torula lactosa Kluyver. Grup 3 terdiri
atas khamir dengan tolerans alkohol +6-7% yakni Saccharomyces cerevisiae
Hansen Strain D.C.L, Torula cremoris, Schizosaccharomyces mellacel Jorgensen.
Grup 4 terdiri atas khamir dengan toleransi akohol rata-rata (+8-9%) yakni
Saccharomyces ellipsoideus Hansen, Yeast 30, Schizosaccharomyces pombe
Lindner, Yeast 21, Saccharomyces cerevisiae Hansen Strain Rasse XIl,
Saccharomyces cerevisiae HansenStrain L.3, Yeast 23, Schizosaccharomyces
vordermani. Grup 5 terdiri atas khamir dengan toleransi alkohol tinggi (= 10%)
yakni Saccharomyces cerevisiae Hansen Strain R, Saccharomyces cerevisiae
Hansen Strain Rasse M. Grup 6 terdiri atas khamir dengan toleransi alkohol paling
tinggi (£11%) yakni Saccharomyces cerevisiae Hansen Strain Brown-Forman.
Penelitian lain juga dilakukan oleh Zuehlke (2015) yakni uji
survivalkhamir dengan menambahkan konsentrasi alkohol 13%, 15%, dan 17%
pada media dan diperoleh strain yang mampu survive yakni strain Z. baili
(ZB2,Z2B6, W3 )dan S. cerevisiae (EC1118). Tao (2011) melakukan identifikasi
khamir toleran akohol dalam produks bioetanol. Uji ini dilakukan dengan
penambahan akohol 14% dan didapatkan strain Y-1 (dari Jiugu) yang

diidentifikasi merupakan strain Pichia anomala.

2.8 Kit API 20C untuk Identifikasi Khamir

Kit APl 20C merupakan alat identifikas khamiryang terdiri atas strip
plastik dengan 20 miniatur tabung atau sumur (Carson, 2001). APl 20C yang
mengandung 20 sumuranberisireagen kering yang terdiri atas : 1 sumuran pertama
berisi kontrol negatif , 1 sumuran kedua berisi glukosa sebagai kontrol positif dan
sisa 18 sumuran yang mengandung substrat gula untuk 18 uji biokimia. 20

sumuran tersebut diantaranya beris : Aucun (0), D-Glukosa (GLU), Gliserol
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(GLY), Kalsium 2-keto-Glukonate (2KG), L-Arabinosa (ARA), D-Xilosa (XYL),
Adonitol (ADO), XiliTol (XLT), D-Galaktosa (GAL), Inositol (INO), D-Sorbitol
(SOR), Metil-D-Glukopiranosida (MDG), N-Asetil-Glukosamin (NAG), D-
Cellobiosa (CEL), D-Laktosa (LAC), D-Maltosa (MAL), D-Sakarosa (SAC), D-
Trehaosa (TRE), D-Melezitosa (MLZ), D-Raffinosa (RAF).

2.9 ldentifikasi Molekuler pada Khamir (Sequencing DNA khamir dengan
primer ITS)
2.9.1 Metode Sequencing DNA

Terdapat dua metode yang digunakan untuk mengurutkan molekul DNA
yaitu metode Maxam-Gilbert dan metode Sanger. Kedua metode tersebut
menghasilkan fragmen DNA dengan panjang bervariasi dengan perbedaan
panjang satu basa menggunakan teknik gel poliakrilamid pendenaturasi
(denaturing polyacrylamide gels). Gel pendenaturasi memisahkan untai ganda
DNA menjadi DNA untai tunggal selama proses elektroforesis. Pemisahan kedua
untai DNA disebabkan karena gel pendenaturasi mengandung urea dan adanya
perlakuan suhu tinggi saat proses elektroforesis.

1. Metode Maxam-Gilbert

Metode Maxam-Gilbert adalah metode yang didasarkan atas pemotongan
DNA pada daerah spesifik menggunakan zat kimiawi selain enzim.

2. Metode Sanger.

Metode ini dilakukan dengan reaksi cycle sequencing pada empat tabung
terpisah yang masing-masing berisi semua pereaksi yang dibutuhkan.Setiap
tabung diberi tanda, A jika yang ditambahkan adalah ddATP, G jika ddGTP, C
jika ddCTP dan T jika ddTTP. Setelah reaks cycle sequencing selesai, keempat
hasil reaksi dirunning pada gel elektroforesis sehingga fragmen DNA yang
dihasilkan akan terpisah. Urutan basa DNA dapat ditentukan dengan mengurutkan
fragmen DNA yang muncul dimulai dari yang paling bawah (paling pendek).
Fragmen DNA dapat divisualisas karena primer telah dilabel dengan radioaktif
atau fluorescent. Adapun pada teknik lain, pelabelan dilakukan pada ddNTP

(dideoksinukleotida) (Triwibowo, 2005) dengan pemberianfluorescent. Fragmen
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DNA yang munculakandipisahkan berdasarkan ukurannya melaui kapiler
kemudian detektor laser akan membaca label yang berfluoresen dari setiap
fragmen (Moat et al., 2002).

2.9.2 I TSRegion

Perbandingan sequence pada daerah gen penyandi ribosomal RNA
(rRNA), atau ribosomal DNA (rDNA) dapat digunakan sebagai karakter untuk
identifikas molekuler suatu organisme karena memiliki daerah sekuen yang
terkonservasi maupun variabel. Keuntungan penggunaan gen pengkode rDNA
adalah bersifat universal (terdapat pada semua makhluk hidup), berasal dari nenek
moyang yang sama dan mudah disequencing karena menggunakan primer yang
bersifat universal (dapat digunakan pada semua makhluk hidup) (Kurtzman &
Fell, 2006).

Gen pengkode rDNA terdiri atas daerah coding dan non-coding. Daerah
coding rDNA terdiri atas small sub unit (SSU rDNA 18S), gen 5.8S, gen 5S dan
large sub unit (LSU rDNA 28S). Daerah non-coding terdiri atas Internal
Trancribed Spacer (ITS1 dan ITS2) dan Intergenic Spacer (IGS) (James dan
Stratford, 2003).

185 SSU 585 DI D2 285LSU 55
NTS , ETS ms1 [ ] ims2 ETS , NTS NTS
= al

1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

Gambar 2.6.Daerah ribosoma DNA
(Sumber : Deak, 2008)

Menurut James dan Stratford (2003), umumnya daerah ITS dan D1/D2gen
LSU yang digunakan untuk identifikasi khamir hingga tingkat spesies (Kurtzman
& Blanz, 1998). Gen LSU rDNA 28S memiliki variasi nukleotida yang lebih
tinggi daripada gen SSU rDNA 18S dan 5.8S. Menurut Daniel dan Meyer (2003),
identifikasi khamir hingga tingkat spesies dapat menggunakan analisis sekuen
daerah D1/D2 gen LSU rRNA karena memiliki sekuen daerah yang bervariasi
pada spesies khamir yang berbeda. Namun menurut Fell et al. (2000) analisis
daerah D1/D2 LSU tidak dapat digunakan untuk membedakan spesies khamir
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karena sekuen D1/D2 LSU yang identik ternyata ditemukan pada beberapa spesies
yang berkerabat dekat.

Daerah ITS rDNA (daerah non-coding) terdiri atas ITS1 dan ITS2 yang
mengapit gen 5,8S (Fujita et al., 2001). Daerah ITS memiliki variasi sekuen yang
lebih tinggi dari daerah D1/D2 LSU dikarenakan ITS adalah daerah noncoding
yang memiliki lgju mutasi lebih tinggi dari daerah coding (SSU dan LSU) (James
et al.,1996) sehingga varias urutan nukleotida yang dimiliki sangat tinggi
antarspesies (Ciardo et al., 2006). Menurut James dan Stradford (2003), daerah
ITS rDNA bahkan dapat digunakan untuk identifikasi spesies khamir yang
berkerabat sangat dekat (closely related species). Sugita et al. (1999) melaporkan
bahwa isolat khamir yang memiliki persentase DNA relatedness sebesar 80-100%
memliki homologi sekuen daerah ITS yang tinggi (99-100%), oleh karena itu
analisis sequence ITS dapat digunakan untuk mengidentifikasi spesies khamir.
Sekuen daerah ITS khamir dapat diakses dengan mudah pada database DNA

internasional.
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Gambar 2.7. Pemetaan Sekuen Primer ITS dan SequencingNuclear Ribosomal
RNA
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Center for Development of
Advance Science and Technology (CDAST) Universitas Jember. Waktu
pel aksanaan dimulai pada bulan Januari 2016 hingga bulan Desember 2016.

3.2 Alat dan Bahan

Alat utama yang digunakan dalam penelitian ini meliputi spektrofotometer
UV-Vis, Laminar Air Flow (LAF), UV iluminator, mesin elektroforesis, mesin
PCR master mix , sentrifuge, inkubator, autoclave, refraktometer, pH meter, rotary
shaker, oven, mikroskop, cawan conway dengan penutupnya, Gel Documentation
System (BIO-RAD) , Gel Doc XR, program blastn, program bioedit dan program
pendukung lainnya. Alat pendukung yang digunakan dalam penelitian ini melipuiti
ose cemplong, petridish steril, tabung reaksi, erlenmeyer, hot plate, labu ukur,
vortex, pengaduk, mikropipet, tip, gelas ukur, neraca andlitis, beaker glass, gelas
obyek, gelas penutup, bunsen, alat dokumentasi, tabung eppendorf, sisir (comb-
well), dan alat pendukung laboratorium lainnya.

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel molasses
(tetes tebu) yang diperoleh dari Pabrik Gula Jatiroto-Jember dari musim giling
tahun 2015.Bahan pendukung yang digunakan dalam penelitian ini meliputi air,
akuades, alkohol 70%, variasi konsentrasi alkohol (8%, 16%, 20%, 24%), media
MEB dan MEA, cat kristal violet, mordan, minyak imersi, NaCl, Na,COj3 jenuh,
K2Cr,0Oy7, larutan standart (0,1 ml alkohol 96%/ 10ml aquades), KIT API 20C,
NaOH, buffer PCR, dNTPs , primer ITS1 dan ITS4, MgCl,, Tag DNA
polymerase, ddH,O, Presto Mini gDNA Yeast Kit (Geneaid) , KAPA Taq
HotSart Buffer, KAPA Taq HotStart DNA Polymerase, RNAse, gel agarosa 1% ,
loading dye , DNA Ladder 100bp (DNA marker) , EtBr, buffer TBE 1x, etanol
70%,Zymo DNA Clean & Concentrator Kit™, spirtus, alumunium foil, dan tissue.

18
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3.3 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan terdiri atas 5 tahapan diantaranya tahap
penyiapan molasses dengan konsentrasi alkohol 8%v/v dan 20%v/v untuk isolasi
khamir toleran akohol (KTA), tahap isolas dan purifikass KTA, tahap
karakterisas morfologi KTA, tahap karakterisasi fisiologis KTA, dan tahap
identifikasi molekular KTA. Tahapan penelitian ditunjukkan pada Gambar 3.1

[ Penyiapan media molasses 14%rix dengan konsentrasi alkohol 8% v/v}

dan 20% v/v
v
[ Isolasi dan purifikasi isolat khamir pada media MEA ]
v

| Identifikesi isolat khamir toleran alkohol (KTA) |

.

Karakterisas Morfologi
Makroskopis : warna koloni dan tipe koloni
Mikroskopis : bentuk sel dan tipe pertunasan

v

/ Karakterisas Fisiologi \
1.Suhu pertumbuhan isolat khamir (10°C,20°C, 30°C,37°C, 40°C)
2. pH pertumbuhan isolat khamir (pH 3, pH 4, pH 5, pH 6)
3. Kemampuan tumbuh isolat khamir pada mediamolasses 14%:rix dengan
konsentrasi alkohol (8% v/v, 16% v/v, 24% v/v)
4. Kemampuan produksi alkohol isolat khamir
Q' Polafermentasi (KIT API 20C) /

v

/ Identifikasi Molekuler \

-Ekstraksi DNA dan pengukuran kualitas & kuantitas DNA
-Amplifikass DNA (PCR) dengan primer ITSLdan ITS4
-Elektroforesis DNA dan purifikasi produk PCR
-Sequencing DNA dengan primer ITSVYITS4-

KAnaIisis hasi| sequencing /

v

Strain Khamir Toleran Alkohol
Asal dariMolasses

Gambar 3.1 Tahapan Penelitian
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3.3.1 Persiapan Molasses (Media | solasi Khamir Toleran Alkohol (KTA))

Sampel molasses (tetes tebu) diperoleh dari Pabrik Gula Jatiroto-Jember
dari musim giling tahun 2015. Pada perlakuan awa molasses kental diencerkan
hingga mencapai 14° brix kemudian diberi perlakuan pemberian konsentrasi
alkohol 8%v/v dan 20% v/v untuk isolasi khamir KTA.
3.3.2 Isolasi dan Purifikasi Khamir Toleran Alkohol (KTA)

Khamir diisolasi dari molasses 14° brix dengan penambahan alkohol 8%
viv dan 20% v/v kemudian dibiarkan pada suhu ruang selama 7 hari. Isolasi
khamir KTA dengan 0,1 ml molasses disebarkan diatas media MEA yang telah
memadat selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. Isolat yang
tumbuh kemudian dimurnikan menggunakan media MEA metode agar goresan
sinambung sehingga diperoleh kultur tunggal. Masing masing isolat yang telah
murni tersebut diremajakan pada agar miring dan disimpan pada lemari pendingin
suhu +10°C sebagai kultur stok (simpanan). Media MEA dibuat dengan
menambahkan 2% bacto agar pada medium MEB. Media MEB dibuat dengan
cara melarutkan 3g ekstrak yeast , 3 g ekstrak maltosa , 5 g pepton, dan 10 g
glukosa.
3.3.3Karakterisas Morfologi Khamir KTA

Pengamatan morfologi khamir meliputi karakter makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan makroskopis khamir meliputi warna koloni dan tipe
koloni serta pengamatan mikroskopis meliputi bentuk sel dan tipe pertunasan sel
khamir. Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan mewarnai sel khamir yang
telah difiksas di atas gelas objek menggunakan pewarna kristal violet.
Selanjutnya gelas objek yang telah diberi cat kristal violet dialiri dengan akuades
kemudian ditunggu hingga agak kering dan diberi cat mordan. Setelah cat mordan
telah mengering maka dialiri dengan akuades dan dikeringanginkan. Sel khamir
diamati menggunakan mikroskop pada perbesaran 1000x dengan pemberian
sedikit minyak imersi. Pengamatan bentuk sel dan budding sel khamir dilakukan

padaisolat khamir usia biakan muda (x24 jam), usia biakan dewasa (x 48 jam).
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3.3.4 Karakterisas Fisiologi Khamir KTA

Karakterisasi fisiologi khamir KTA meliputi berbagai tahapan uji
diantaranya uji suhu pertumbuhan, uji pH pertumbuhan, uji survival alkohol, uji
kemampuan produksi alkohol dan uji pola fermentasi pada KIT APl 20C. Uji
suhu pertumbuhan isolat khamir dilakukan dengan cara diambil dua ose isolat
khamir lalu dihomogenkan dengan 1 ml larfis (kultur kerja) kemudian dipipet
sebanyak 10 pl dan dimasukkan ke dalam media 1 ml MEB steril kemudian
masing-masing diinkubasi pada suhu 10°C, 20°C, 30°C, 37°C, 40°C yang masing-
masing diinkubasi selama 0, 8, 24, 32, dan 48 jam. Pada selang interval waktu
tersebut dilakukan pengukuran nila absorbans isolat khamir yang tumbuh pada
media MEB menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm.

Uji pH pertumbuhan isolat khamir dilakukan dengan cara diambil dua ose
isolat khamir lalu dihomogenkan dengan 1 ml larfis (kultur kerja) kemudian
dipipet sebanyak 10 pl dan dimasukkan ke dalam media 1 ml MEB steril masing-
masing dengan variasi pH media yakni pH 3, pH 4, pH 5, dan pH 6 lau
diinkubasi pada suhu 30°C selama 0, 8, 24, 32, dan 48 jam. Pada selang interval
waktu tersebut dilakukan pengukuran nilai absorbansi isolat khamir yang tumbuh
pada media MEB menggunakan spektrofotometer dengan panjang gel ombang 600
nm.

Uji kemampuan tumbuh khamir KTA terhadap konsentrasi alkohol
dilakukan dengan menggunakan media molasses 14°brix yang telah disterilkan
sebanyak 3 ml ditambah alkohol dengan masing-masing konsentrasi 8%, 16%,
dan 24% v/v. Selanjutnya molasses tersebut diinokulasikan dengan 0,3 ml kultur
kerja kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama waktu inkubasi 24 jam dan 48
jam. Selanjutnya dilakukan plating sebanyak 1 ml dari molasses hasil inkubasi
tiap interval jam tersebut menggunakan metode pour plate (media MEA) dengan 7
seri  pengenceran. Sebagal kontrol dilakukan plating jam O dengan
menginokulasikan 0,3 ml kultur kerja pada 3 ml larutan fisiologis kemudian
plating sebanyak 1 ml dengan metode pour (media MEA) menggunakan 6 seri
pengenceran. Populasi tumbuh sel khamir diamati dan dibandingkan antar

konsentrasi alkohol. Kemampuan tumbuh isolat khamir dihitung dengan
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menggunakan rumus : % tumbuh = N¢/Ng X 100% (N; = populasi tumbuh khamir
padawaktu ke-t ; No = populasi tumbuh khamir pada waktu ke-0).

Uji kemampuan produksi akohol isolat khamir dilakukan dengan
mengukur kadar akohol yang dihasilkan oleh isolat khamir yang telah
diinokulasikan pada media molasses dengan konsentrasi alkohol 8%v/v, 16%v/v,
24%v/v menggunakan alat berupa cawan conway (Conway,1939). Metode cawan
conway dilakukan dengan mereaksikan sebanyak 1 ml sampel (yang telah
diinkubasi selama 24 dan 48 jam) dengan 1 ml N&COj3 jenuh dalam cawan
conway dan dibiarkan selama * 2 jam pada suhu ruang (= 30°C). Alkohol bebas
yang dihasilkan dari reaksi tersebut akan menguap dan diperangkap oleh K,Cr,0Oy
(2 ml) yang menyebabkan perubahan warna K,Cr,O; dari warna kuning menjadi
warna biru kehijauan. Pengukuran secara kualitatif produksi akohol diketahui
dengan intensitas perubahan warna K,Cr,O7. Pengukuran kadar alkohol secara
kuantitatif dilakukan pada selang interval waktu inkubasi yang telah disebutkan
dengan mengamati nilai absorbansi pada A 605 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Untuk menghitung kadar alkohol dibuat kurva standar
sehingga diperolen persamaan garis linier y = ax + b, nila y adalah nilai
absorbansi dan x adalah kadar alkohol sampel. Larutan A (Na,COs; jenuh)
disigpkan dengan cara menimbang sebanyak 10 gram Na,COs3; jenuh kemudian
ditera dengan 50 ml akuades. Larutan B (K,Cr,0;) dibuat dengan cara melarutkan
sebanyak 0,74 gram K,Cr,O; ke dalam 30 ml akuades. Ditambah 56 ml H,SO,
pekat kemudian diaduk secara perlahan menggunakan magnetic stirer lalu
diencerkan dengan akuades hingga volume 100 ml.

Uji polafermentasi isolat khamir dilakukan dengan menggunakan kit API
20C. Uji kit APl 20C dilakukan dengan mengambil isolat (dari kultur stock)
menggunakan ose cemplong steril kemudian diinokulasikan kedalam medium
suspensi. Suspensi khamir ditujukan untuk mengis sumuran uji dengan
menginokulasikan 100 pl suspensi khamir ke dalam sumuran (jangan sampai
melebihi batas sumuran). Pertumbuhan masing-masing isolat diamati pada 48 dan
72 jam. Perubahan kekeruhan yang terjadi pada sumuran diamati pada tiap

interval jam dan dibandingkan dengan sumuran kontrol, jika sumuran lebih keruh
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dibandingkan dengan sumuran kontrol maka hasilnya positif (mampu
mengasimilasi substrat gula) sedangkan jika sumuran tidak menunjukkan adanya
kekeruhan (sama dengan sumuran kontrol) maka hasilnya negatif (tidak mampu
mengasimilasi substrat gula). Dari hasil kit APl 20C akan didapatkan 7 biokode
yang kemudian akan dianalisa menggunakan program ATB™ instrument/ mini
API/ apiweb ™ untuk memperoleh jenisisolat khamir yang kemungkinan mampu
teridentifikasi.

3.3.5 ldentifikasi Molekuler Khamir KTA (Sekuensing ITS Region — ITS 1
dan ITS4)

Identifikasi molekular khamir KTA dilakukan dalam 5 tahap diantaranya
tahap ekstraksidan tahap pengukuran kualitas dan kuantitas DNA khamir KTA,
tahap amplifikass DNA khamir dengan metode PCR menggunakan primer ITS1
dan 1T, tahap elektroforesis DNA khamir hasil amplifikasi PCR dan visualisasi
dan tahap purifikasi produk PCR. Tahapan berikutnya adalah tahap sequencing
DNA khamir menggunakan primer ITSL/1TS4, dan tahap analisis hasil sequencing
menggunakan program blastn.

Tahap isolass DNA khamir dilakukan menggunakan Presto Mini gDNA
Yeast Kit (Geneaid).Presto™ Mini gDNA Yeast Kit (Geneaid) merupakan metode
presipitasi DNA menggunakan reagen yang sederhana dan ramah lingkungan
untuk mengisolasi molekul genom berukuran tinggi, mitokondria atau DNA virus
dari Saccharomyces cereviseae dan berbaga macam jenis khamir dan spesies
jamur. Metode Presto Mini gDNA Yeast Kit (Geneaid) menggunakan buffer
sorbitol yang ketika dikombinasikan dengan zymolase atau lyticase akan mampu
secara efisen melisiskan dinding sel khamir atau spesies jamur lain yang
mengandung Kitin dan polisakarida. Prosedur protokol adalah sebagai berikut: 1)
Tahap pemanenan sel dengan memindahkan suspensi sel khamir (hingga 2 x 10°)
ke tabung mikrosentrifugasi berukuran 1,5 ml kemudian suspensi sel khamir
disentrifugasi selama 10 menit pada 5000 xg. Selanjutnya supernatan dibuang dan
pelet diresuspenss menggunakan 600 ul buffer sorbitol. Ditambahkan 200 U
lyticase atau zymolase kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 30 menit.

Selanjutnya campuran larutan tersebut disentrifugasi selama 10 menit pada 2000
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Xg untuk memanen spheroplast kemudian supernatan dibuang. 2) Tahap lisis sel
dilakukan dengan penambahan 300 pl buffer sd lisis kemudian dilakukan
resuspensi pelet sel dengan cara pipeting selanjutnya diinkubasi pada suhu 60°C
minimal selama 10 menit untuk memastikan sampel telah bebas kontaminasi.
(catatan : selama inkubasi, tabung diinverting setigp 3 menit). Untuk tahap
penghilangan RNA, setelah perlakuan inkubasi suhu 60°C, ditambahkan 5
RNAse (50 mg/ml) untuk membersihkan sampel kemudian dihomogenkan
menggunakan vortex dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. 3) Tahap
penghilangan protein dilakukan dengan penambahan 100 pl buffer penghilang
protein pada sampel kemudian segera divortex selama 10 detik. Setelah itu sampel
disentrifugasi pada 14-16.000 xg selama 3 menit untuk memperoleh pelet protein
yang tebal, berwarna putih (catatan : pada tahap sentriugasi pelet yang terbentuk
harus tebal, berwarna putih. Jika pelet kurang tebal maka diinkubasi on ice selama
5 menit kemudian disentrifugasi pada 14- 16.000 xg selama 3 menit). 4) Tahap
presispitass DNA dilakukan dengan memindahkan supernatan dari proses
sentrifugas sebelumnya (dari tahap 3) ke tabung mikrosentrifuga berukuran 1,5
ml. Selanjutnya ditambahkan 300 ul isopropanol dan diinverting dengan hati-hati
sebanyak 20 kali. Kemudian sampel disentrifugas pada 14-16.000 x g selama 5
menit lalu supernatan dibuang dengan hati-hati dan ditambahkan 300 ul 70%
etanol 70% untuk membersihkan pelet. Sampel disentrifugasi kembali pada 14-
16.000 x g selama 3 menit kemudian supernatan dibuang dan pelet
dikeringanginkan selama 10 menit (catatan : jangan mengeringkan pelet DNA
menggunakan vakum sentrifuga dan hindari mengeringanginkan pelet DNA
terlalu lama). 5) Tahap rehidrass DNA dilakukan dengan penambahan 50-100 pl
buffer hidrass DNA (10 mM TrissHCI, 1 mM EDTA, pH8.0) atau ddH,O
kemudian diinkubasi suhu 60°C selama 10 menit untuk melarutkan pelet DNA.
Tahap pengukuran kuadlitas dan kuantitas DNA khamir dilakukan
menggunakan spektrofotometer. Spektrofotometer dikalibras menggunakan 100
ul akuabides sebagal larutan blanko.Sampel DNA sebanyak 30 ul dimasukkan
kedalam kuvet.Pengukuran dilakukan terhadap absorbans DNA khamir pada
panjang gelombang 260 nm. Kualitas atau tingkat kemurnian DNA yang baik
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adaah 1,8-20 (1,8< A260<2,0). Konsentrasi DNA kemudian dihitung
menggunakan rumus berdasarkan Seidman & Moore (2000), yaitu: Konsentrasi
DNA (ug/ul)=0D260 x 50 pg/ul x faktor pengenceran.

Tahap Amplifikas (PCR) dengan primer ITS-1 (primer forward) 5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3* dan  ITS-4  (primer reverse) 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3* (White et al.,, 1990) dilakukan dengan
mereaksikan sebanyak 25 ul yang terdiri atas 5 pul 5X KAPA Taq HotStart Buffer
(1x concentrated), 1,5 pl 25 mM MgCl,, 0,5 pl10 mM dNTP Mix , 0,5-1,25 ul10
mM primer forward (ITS1) , 0,5-1,25 pl 10 mM primer reverse (ITH4), 0,1 ul 5
U/ pIKAPA Taq HotSart DNA Polymerase, 2 pL DNA sampel (5 ng pL™),
ditambahkan dengan ddH,O hingga volume reakss mencapai 25 pl. Campuran
tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabung PCR 0.2 ml dan disentrifugas
13.000 rpm selama 1 menit. Amplifikasi dilakukan tahap predenaturasi pada suhu
95°C selama 3 menit , dilanjutkan dengan 35 siklus yang masing-masing terdiri
atas 3 tahap: tahap denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik, tahap annealing
pada suhu 55°C selama 30 detik, tahap extension pada suhu 72°C selama 2 menit.
Tahap terakhir adalah tahap post extension pada suhu 72°C selama 5 menit.
Produk PCR kemudian dapat disimpan pada suhu 4°C.

Tahap elektroforesis dilakukan yakni dengan menyiapkan gel agarosa TBE
(1%). Tahap awal yakni harus disiapkan 10x TBE stok (10,8 g Tris Base; 5,5 g
boric acid; 0,93 g EDTA; ditambahkan dH,0 sebanyak 100 ml dan diukur pH 8)
kemudian disiapkan 1x TBE (dari 10x stok TBE) yang artinya untuk 1 ml dari 10x
stok harus ditambah 9 ml dari dH,O. Ditambahkan 0,6 g gel agarose sampai
volume akhir 40 ml, dipanaskan larutan hingga mendidih untuk melarutkan
agarose atau dalam microwave. Setelah mendidih kemudian ditambahkan 1 pl
EtBr dalam campuran agarose lalu dihomogenkan. Ditunggu hingga campuran
agarose hangat kuku setelah itu dituangkan agarose pada cetakan kemudian
dipasang sumuran. Setelah agarose memadat, sumuran diambil dan diletakkan
agarose pada alat running kemudian agarose direndam dengan buffer TBE hingga
menggenangi gel. Sebanyak 2 ul loading dye dicampurkan dengan 1 pl DNA

produk PCR kemudian dihomogenkan dengan cara pipeting dan dimasukkan ke
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dalam sumur (well) yang terdapat dalam gel (agarosa 1%). Penentuan panjang
fragmen daerah ITS dilakukan dengan menggunakan DNA marker ukuran 100 bp
(DNA ladder) sebanyak 1 pl yang dicampurkan dengan 1 pl loading dye lau
dimasukkan pada sumur pertama. Waktu running selama 60 menit dengan
tegangan 50 V. Tahap visualisas gel hasil elektroforesis diamati menggunakan
Gel Documentation System (BIO-RAD) kemudian didokumentasikan
menggunakan program Gel Doc XR.

Tahap purifikas produk PCR dilakukan menggunakan Zymo DNA Clean
& Concentrator Kit™ (Zymo Research). Zymo DNA Clean & Concentrator
Kit™mampu mempurifikass hingga 5 pg DNA dari proses PCR, enzim
endonuklease, reaksi modifikass DNA, reaksi penanda isotop/ fluorescence, dan
lain-lain. Produk ini memfasilitasi penghilangan DNA polymerase, modifikasi
enzim, RNA polymerase, ligase, kinase, nuklease, phospatase, dan restriksi
endonuklease seperti ANTP bebas dan hal serupa lainnya termasuk radiolabel dan
derivat fluorescent. Kit ini secara khusus diformulas dengan buffer pengikat
DNA pada sampel memindahkan campuran larutan ke kolom Zymo-Spin™ yang
telah tersedia. Tidak diperlukan adanya pendenaturasi organik ataupun kloroform.
Berikut merupakan protokol penggunaan Zymo DNA Clean & Concentrator
Kit™: 1) Preparasi buffer dilakukan dengan penambahan 24 ml 100% etanol (26
ml 95% etanol) pada 6 ml buffer pencuci DNA terkonsentrasi. Ditambahkan 96
ml 100% etanol (104 ml 95% etanol) pada 24 ml buffer pencuci DNA
terkonsentrasi. 2) Penambahan 2-7 volume buffer pengikat DNA pada tiap
volume DNA sampel dalam tabung mikrosentrifugas berukuran 1,5 ml kemudian
dihomogenkan dengan vortex. Berikut merupakan pebandingan volume untuk
buffer pengikat DNA (sampel DNA pada berbagai macam aplikasi) : sampel
plasmid , DNA genom (> 2kb) (2:1); produk PCR , fragmen DNA (5:1); ssDNA
(7:1). 3) Campuran tersebut dipindahkan ke kolom Zymo-Spin yang telah tersedia
dalam tabung koleksi. 4) Disentrifugasi selama 30 detik kemudian cairan dibuang.
4) Ditambahkan 200 pl buffer pencuci DNA pada kolom lalu disentrifugas
selama 30 detik dan diulangi langkah pencucian tersebut. 5) Ditambahkan = 6 pl

buffer pengeluss DNA secara langsung ke dalam matrix kolom dan diinkubasi
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pada suhu ruang selama 1 menit. Kolom tersebut dipindahkan ke tabung
mikrosentrifuga baru kemudian disentrifugasi kembali selama 30 detik untuk
mengelusi DNA.

Tahap sequencing DNA khamir dilakukan dengan metode Bi-directional
Sequencing menggunakan primer ITS1-ITS4. Komponen untuk sequencing
berupa DNA khamir yang telah dipurifikas serta primer forward-reverse (ITS1-
ITS4) dikirim ke Divis Laboratorium Genetika, P.T Genetika Science Indonesia,
Jakarta. Bi-directional Sequencing ini juga dikenal dengan doublex sequencing
yang merupakan metode dimana kedua strand DNA (asa dari plasmid atau
produk PCR) disequencing secara bersamaan dengan kombinasi primer forward
dan primer reverse (ITS1 dan ITS4) yang masing-masing telah dilabeli dengan
pewarna yang berbeda saat tahap reaksi sequencing. Melalui sistem sequencing
DNA dengan laser ganda yang otamatis, dua warna sequencer DNA dapat
dideteksi dan dianalisa keduanya merupakan sekuen forward dan sekuen reverse
menggunakan reaks bidirectional dalam parael. Urutan kerja DNA sequencing
secara umum yakni mengamplifikasi hasil ekstrakss DNA sampel sebelum
disekuen. Untuk mengamplifikass DNA sample dibutuhkan DNA polymerase,
nukleotida (ANTP), buffer reaksi, primer dan thermal cycler.

Tahap analisis data sequencing dilakukan menggunakan program blastn
untuk mencari homologi sequence terhadap database sequence daerah ITS khamir
yang telah diketahui. Analisis kesgjgjaran lokal (local alignment) hasil pengurutan
DNA dengan data yang ada di GeneBank dilakukan dengan program blast (Basic
LocalAlignment Search Tools) yang disediakan NCBI (National Center for
Biotechnology  Information) melalui http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast
(Mursyidin et al., 2012). Konstruksi pohon filogenetik dengan metode neighbour-
joining menggunakan program Phydit (phylogenetik tree) (Sembiring et al.,
2008).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kessmpulan

Terdapat tiga isolat khamir (X,Y,Z) yang bersifat potensia toleran alkohol
(8%vlv, 16%v/v, 24%v/v). Isolat X memiliki bentuk koloni bulat berwarna putih
dengan tepi rata dan bentuk sel oval dengan pertunasan multipolar. Isolat X
tumbuh optimal pada suhu 20°C, 30°C, 37°C dengan pH 3 dan pH 4. Isolat X
mampu tumbuh pada molasses yang mengandung alkohol 8% dengan populasi
khamir 3,78x10" cfu/ml dan molasses yang mengandung akohol 16% dengan
populasi khamir 3,98x10" cfu/ml dengan lama inkubasi 24 jam serta mampu
memproduksi alkohol sebanyak 7% pada molasses yang mengandung alkohol 8%.
Isolat X teridentifikas secara fisioligis dengan kit APl 20C sebagai Candida
tropicalis dan teridentifikasi sebagai Candida parapsilosis strain AUMC 10714
dengan homologi sequence 100%.

Isolat Y memiliki bentuk koloni yang berlendir berwarna putih keruh dan
memiliki bentuk sel oval dan berantai diplo atau strepto. Isolat Y tumbuh optimal
pada suhu 40°C dengan pH 4. Isolat Y mampu tumbuh pada molasses yang
mengandung akohol 8% dengan populasi khamir 2,74x10" cfu/ml serta pada
molasses yang mengandung alkohol 16% dengan populasi khamir 2,78x10’ cfu/mi
dengan lama inkubas 48 jam serta mampu memproduksi alkohol sebanyak 7%
pada molasses yang mengandung akohol 8%. Isolat Y teridentifikasi secara
fisioligis dengan kit APl 20C sebagal Candida ciferri dengan 99.9% ID.

Isolat Z memiliki bentuk koloni bulat dengan pinggiran berombak dan
bentuk sel oval serta pertunasan multipolar. Isolat Z tumbuh optimal pada suhu
40°C dengan pH 4. Isolat Z mampu tumbuh pada molasses yang mengandung
alkohol 24% dengan populasi khamir 1,22x10° cfu/ml dengan lama inkubasi 24 jam
serta mampu memproduksi akohol sebanyak 7% pada molasses yang
mengandung alkohol 8%. Isolat Z teridentifikasi secara fisioligis dengan kit API
20C sebagal Candida tropicalis dan teridentifikasi sebagai Candida parapsilosis
ZA012 dengan homologi sequence 100%.

57
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5.2 Saran

Hasi| isolasi khamir berasal dari bahan baku molasses ditemukan isolat X
yang teridentifikasi Candida parapsilosis strain AUMC 10714 dan isolat Z yang
teridentifikasi sebagai spesies Candida parapsilosis ZA012 sebagai khamir yang
memiliki sifat potensial toleran terhadap akohol tinggi. Perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenal spesies Candida parapsilosis strain AUMC 10714 (isolat
X) dan Candida parapsilosis ZA012 (isolat Z) sebaga starter untuk peningkatan

produksi bioetanol dengan bahan baku molasses.
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LAMPIRAN-LAMPIRAN

LAMPIRAN A. Purifikasi Isolat Khamir KTA

Nama | solat M etode Str eak Kultur Stock

Kuadran

Isolat X

Isolat Y

Isolat Y
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LAMPIRAN B. Nilai absorbansi dan Persentase Tumbuh Khamir KTA pada
Uji Suhu Pertumbuhan Optimal

Suhu Persentase tumbuh khamir berdasarkan nilai OD padalamainkubasi 8 jam, 24 jam, 32 jam

Isolat  Inkubasi dan 48 jam
khamir Ojam 8jam 24 jam 32 jam 48 jam
10°C 021 105% 0,131 6,55% 0,273 13,65% 0,177 8,85%
(++)
20°C 0,472 23,6% 0,959 4795% 0,995 49,75% 1,34 67/%
(++++)
| solat 30°C 0,782 39,1% 1,215 60,75% 1,18 59% 1,346 67,3%
X 0,192 (++++)
37°C 0692 346% 0937 46,85% 1,089 5445% 1,118 559%
(++++)
40°C 0,032 1,6% 0,040 1% 0,373 17,65% 0,394 18,7%
)
10°C 0,056 2,8% 0,036 1,8% 0,047 2,35% 0,056 2,8%
Q)
20°C 0,056 2,8% 0,042 2,1% 0,049 245% 006 3%
(+)
I solat 30°C 0,041 2,05% 0,035 1,75% 0,046 2,3% 0,042 2,1%
0,015
Y (+)
37°C 0,031 1,55% 0,097 4,85% 0,041 2,05% 0,051 2,55%
(+)
40°C - - 0,052 2,6% 0,569 28,45% 0,619 30,95%
(++++)
10°C 0,028 1,4% 0,077 3,85% 0,042 2,1% 0,051 2,55%
Q)
20°C 0,051 2,55% 0,088 4,4% 0,075 3,75% 0,715 35,75%
(+4)
I solat 30°C 003 0,073 3,65% 0,276 13,8% 0,73 36,5% 1,224 61,2%
z ' (+++)
37°C 0,075 3,75% 0,08 4% 0154 7,7% 0,731  36,55%
(++)
40°C 0,064 32% 0515 25,75% 0,857 4285% 1,532 76,6%
(++++)
Keterangan :

(-) = tidak tumbuh  (+) = tumbuh tidak optimal (++) = tumbuh kurang optimal
(+++) = tumbuh cukup optimal ~ (++++)= tumbuh sangat optimal
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LAMPIRAN C. Nilai Absorbansi dan Persentase Tumbuh Khamir KTA
pada Uji pH Optimal Pertumbuhan

pH Persentase tumbuh khamir berdasarkan nilai OD pada lamainkubasi 8 jam, 24 jam, 32 jam
Isolat  Inkubasi dan 48jam
khamir Ojam 8jam 24 jam 32jam 48jam
3 0,115 016 1142% 061 4357% 0902 51,28% 0,718 64,42%
(++++)
4 0,115 0,224 1723% 0546 42% 1,044 80,30% 1,222 94%
(+++++)
I solat
X 5 0,089 0,299 10,67% 0,896 32% 1,056 37,71% 1,298 46,35%
(+++)
6 0,153 0,254 1154% 0,931 42,3% 1,158 52,63% 1,333 60,59%
(++++)
3 0,019 0,06 4,28% 0,037 2,64% 0,036 257% 0,036 2,57%
)
4 0,029 0,034 2,6% 0,034 2,6% 0,042 323% 0,044 3,38%
(+1)
| solat
Y 5 0,043 0,032 1,142% 0,032 1,142% 0,049 1,75% 0,016 0,57%
)
6 0,035 0,038 1,72% 0,035 1,59% 0,068 3,09% 0,043 1,95%
)
3 0,038 0,034 2,42% 0,065 4,64% 0,258 18,42% 0,645 46,07%
(+++)
4 0,039 0,033 2,53% 0,156 12% 0,493 37,92% 1,033 79,46%
| solat (H++4)
z 5 0,037 0,033 1,17% 0,196 7% 0513 183% 0952 34%
(+++)
6 0,043 0,205 9,31% 0,591 26,86% 0,614 2790% 0,67 30,45%
(+++)
Keterangan :

(-) = tidak tumbuh

(+) = tumbuh tidak optimal
(++) = tumbuh kurang optimal
(+++) = tumbuh cukup optimal

(++++)=tumbuh sangat optimal
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Keterangan : Prosentase (%) kemampuan tumbuh khamir dihitung dengan
rumus
% populasi khamir = [(OD sampel-OD blanko) / OD blanko] x 100%
(OD = Optical Density/ Nilai Absorbansi)
Contoh :
Uji suhu pertumbuhan
OD blanko = 0,020
- Prosentase populasi khamir isolat X pada suhu 30°C dengan waktu inkubasi 8
jam
% populasi khamir = [(OD sampel-OD blanko) / OD blanko] x 100%
OD sampel= 0,802 , maka[(0,802 — 0,020) / 0,020] x 100% = 39,1%
Uji pH pertumbuhan
OD blanko (pH 3= 0,014); (pH 4= 0,013); (pH 5= 0,028); (pH 6= 0,022)
- Prosentase populasi khamir isolat X dengan inkubasi suhu 30°C pada media
MEB pH 4 dengan waktu inkubasi 8 jam
% populasi khamir = [(OD sampel-OD blanko) / OD blanko] x 100%
OD sampel= 0,237 , maka [(0,237- 0,013) / 0,013] x 100% = (0,224 / 0,013) x
100% = 17,23%

71


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

LAMPIRAN D. Kemampuan Tumbuh Isolat Khamir X,Y,Z terhadap
Konsentras Alkohol 8%, 16%, 24%

| solat
khamir

Perlakuan
Konsentrasi Alkohol
pada Media
Pertumbuhan
Khamir padalama
inkubasi 24 jam dan
48 jam

Populasi tumbuh khamir pada media M EA dengan
perlakuan konsentrasi alkohol 8%, 16% dan 24% pada
lama inkubasi 24 jam dan 48 jam
(Pengenceran 10 10°,10°, 107)

Jam ke O

8% (24 jam)

8% (48 jam)

16% (24 jam)

16% (48 jam)

24% (24 jam)

24% (48 jam)
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| solat
khamir

Perlakuan
Konsentrasi
Alkohol pada
Media
Pertumbuhan
Khamir padalama
inkubasi 24 jam
dan 48 jam

Populasi tumbuh khamir pada media MEA dengan
perlakuan konsentrasi alkohol 8%, 16% dan 24%
padalamainkubas 24 jam dan 48 jam
(Pengenceran 10, 10°, 10°, 107)

Jam ke O

8% (24 jam)

8% (48 jam)

16% (24 jam)

16% (48 jam)

24% (24 jam)

24% (48 jam)
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| solat
khamir

Perlakuan
Konsentras
Alkohol pada
Media
Pertumbuhan
Khamir pada
lama inkubasi 24
jam dan 48 jam

Populas tumbuh khamir pada media MEA dengan
perlakuan konsentrasi alkohol 8%, 16% dan 24% pada
lamainkubasi 24 jam dan 48 jam
(Pengenceran 10, 10°, 10°, 107)

Jam ke O

8% (24 jam)

8% (48 jam)

16% (24 jam)

16% (48 jam)

24% (24 jam)

24% (48 jam)
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LAMPIRAN E. Populas Khamir Selama Inkubasi 24 jam dan 48 jam pada Media M olasses dengan Konsentrasi Alkohol

8%v/v, 16% v/v dan 24% v/v.

Isolat khamir Populasi tumbuh khamir (cfu/ml) dan persentase kemampuan tumbuh khamir (%) dengan perlakuan penambahan konsentrasi
dengan perlakuan alkohol 8%v/v, 16%v/v, 24%v/v pada mediatumbuh (molasses 14°brix)
konsentrasi
alkohol pada : . :
media 0jam 24 iy % kemampuan 48 % kemampuan
ertumbuhan ctu/mi cfu/mi tumbuh cfu/ml tumbuh
P 10° | 10° 10% 10° 10° | 10°
'S“gf;f) X 340 76 3,78x10’ 37% 78 2 0,72x10° 7.1%
8
16% 6|\ 33 | 1010 375 63 3,98x10’ 39% 11 4 0,13x10’ 1,27%
24% 43 33 0,69x10’ 6,7% 4 2 0,05x10’ 0,49%
'S“gf;f) Y 225 18 2,20x10° 28% 300 2 2,74x10’ 36%
8
16% 49 | | 07610 184 123 2,79x10’ 36% 203 | 103 | 2,78x10’ 36%
24% 4 4 0,07x10’ 0,9% 63 59 1,1x10’ 14%
Isolat Z (10 | (10°) 5 0 7 0
8% 51 33 0,8x10 66% 36 30 0,6x10 4,9%
8
16% 71 683 | 12IX10° [Tp5 %0 1.77x10° 146% 25 2 | 018x10’ 1,48%
24% 76 59 1,22x108 100% 21 3 0,21x10° 1,7%
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Keterangan : Prosentase (%) kemampuan tumbuh khamir dihitung dengan rumus

% tumbuh = N¢/Ng X 100%

(N = populasi tumbuh khamir pada waktu ke-t ; Np = populasi tumbuh khamir pada waktu ke-0)

Contoh:

- Prosentase (%) kemampuan tumbuh khamir isolat X pada molasses konsentrasi 8% waktu inkubasi 24 jam
* (dihitung dahulu nilai cfu/ml khamir isolat X padajam ke O (Ng))

(60 + 53) / [(1x1) + (1x 0,1)] x 10 (seri pengenceran terbesar) = 113/ 1,1x10° = 1,02x 10°

* Prosentase (%) kemampuan tumbuh khamir isolat X pada molasses konsentrasi 8% waktu inkubasi 24 jam
(340 + 76) / 1,1x10™ (seri pengenceran terbesar) = 452/ 1,1x10° = 3,78x10’

% tumbuh = N¢/Ng X 100%

(3,78x10" (N)/ 1,02x 10° (Ng)) x 100% = 37%
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LAMPIRAN F. KEMAMPUAN PRODUKSI ALKOHOL KHAMIR KTA

F.1. Nilai Absorbans Larutan K2Cr207 + Alkohol Bebas yang Dilepaskan
oleh Isolat Khamir pada Media Molasses Selama Waktu Inkubas 24 jam dan

48 jam
. Nila absorbansi isolat khamir pada
Perlakuan konsentrasi a kohol . ) o
Isolat . _ lama waktu inkubasi khamir jam
_ yang ditambahkan pada media
khamir _ ke..
pertumbuhan khamir : :
24 jam 48 jam

8% 0,782 0,795

X 16% 0,765 0,786
24% 0,766 0,778
8% 0,785 0,794

Y 16% 0,790 0,789
24% 0,753 0,793
8% 0,798 0,785

z 16% 0,786 0,788
24% 0,779 0,752

F.2 Kurva Standart Alkohol

I
0,9 4 v = 0,004x + 0,182

)

O

E gy

c

~ Linear (y)

>

0,1
0
X (u) o 50 100 150 200
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F.3 Kadar Alkohol Isolat Khamir X,Y,Z Selama Waktu Inkubas 24 jam

dan 48 jam
Nilai Kadar Alkohol (%)
Jumlah alkohol (pl) dan kadar alkohol (%) pada
Isolat  Perlakuan lama waktu inkubasi
khamir Alkohol 24jam 48jam
8% 150 15% 153,25 ul 15,3%
X 16% 145,75 pl 14,6% 151 pl 15,1%
24% 146 pl 14,6% 149 pl 14,9%
8% 150,75 pl 15,1% 153 pl 15,3%
Y, 16% 152 pl 15,2% 151,75 ul 15,2%
24% 142,75 pl 14,3% 152,75 pl 15,3%
8% 154 pl 15,4% 150,75 pl 15,1%
Z 16% 151 pl 15,1% 151,5 pl 15,2%
24% 149,25 pl 14,9% 1425  143%

F.4 Uji Produksi Alkohal Isolat X,Y,Z dengan M etode Cawan Conway

Konsentras Gambar
Iolat | Al ohol 24jam
8%
X 16%

24%
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8%

16%

24%

8%

16%

24%
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LAMPIRAN G. Uji kit API 20C Isolat X,Y,Z Selama Inkubasi 72 jam

I solat KIT APl 20C

LAMPIRAN G.1. Hasll Analisis Apiweb

1. Hasll Apiweb Isolat X

& : yopiweb
-
TS T £ A & O TR R
1 2 4  E- T T 1 4 Tod & 1 1 4 B | . R 4'
© GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XKLT GAL IND ZOR MDS NAC CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAT HPH

RCIFIRCNCE DATC
4 wera
COMMENT

Strip AP1 2D CAUKVED

Profile 6756073

Note Rhodo:PigmentationPOSSIBILITY CF R_ghtinis

POSSIBILITY OF Czndida tropicalis

Significant taxa % ID T Tests agains:

Candida famala 23 043 KLT 73% NAOG 93% CEL 39%

Candida guillimmuendi iTe 0.37 KLT 352% MNAO 93% CEL 33%
Rhuvdulorua musilaginusa 2 8.2 034 IKC 1% MDO 1%

Candida parapsilosis 3z 041 NAG 29% RAC 1% YT 29%

Hext taxon % D T Tests against

Cryptococcus neoformans 0i 0o GLY 0% ARA 14% INO 37T% NAG 8%
Complementary test{s) GLN GLUCUSEIC  ESC (HYL.) aMELa
Candida tamata E% v Ba% 19%
<andida gullllermond| T v 3% 9%
Candida parapsliosis T * 0% %
Rhwdulriua gulinis 0% - 3% %
Rhwduloiula musilaginusa 0% - NT L]
Candida Livpicalis 8% * 0% %
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2. Hasll Apiweb Isolat Y
gnpiwebw
JIU YUY PE R UEY R IE Y

O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADD XLT GAL | INO SOR MDE | MAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF HPH*

REFERENCE DATE
Isolat v-6 7T
COMMENT

DOUBTFUL PROFILE

Strip API20 C AUXWVSE.D

Profile 6741352

Note

Significant taxa % 1D T Tests against

‘Candida ciferrii 99.9 0.29 | SAC 100% | HYFH 99%

Next taxon % 1D T Tests against

Cryptozoccus leurentii 0.1 0.0 GLY 6% | XLT 76% |MDG 76% | LAC 99%
SAC 99% | MLZ 96%

3. Hasll Apiweb Isolat Z

gopiweb

JUCLCLECCTT T UL LR

O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADO XLT GAL | INO SOR MDG | NAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF H/PH*

L=
s

REFERENCE DATE
lzolat -7 AMTNT
COMMENT

IDENTIFICATION NOT VALID

Strip API20 C AUX V5.0

Profile 6757373

Note POSSIBILITY OF Candida tropicalis

Significant taxa %% 1D T Tests against

Cryptococcus laurentii 32.7 044 |GLY 6% [ XLT 76% | LAC 99%
Candida guilliermondii 18.9 0.33 | XLT 92% | INO 0%

Cryptococcus humicola 18.4 03 LAC 100% | HYPH 99%

Trichosporon mucoides 14.0 0.39 | LAC 100% | HYPH 95%

Candida famata 12.4 0.36 | XLT 75% [ INO 0%
Complementary test(s) GRT dRIBOSEa IRHAMMNO5Ea dMELa
Candida famata % % 38% 19%
Candida guilliermondii 0% M% 3% 89%
Cryptococcus humicola 100% 100% 95% 1008
Cryptococcus laurentii 100% 98% 100%: 100%:
Trichosporon mucoides 100% 100% 98% 1008
Candida tropicalis 0% 9% 0% 0%
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LAMPIRAN H. Analisis blast Hasil Sequencing lIsolat X Dan Z
Menggunakan Primer ITS1-1TS4

1. Hasil blast Isolat X (Candida parapsilosis strain AUMC 10714)

Max Total Query E

Description e il i) o Ident  Accession
¥ Candida parapsilosis strain AUMC 10714 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal trans 922 922 100% 0.0 100% Kx376288.1
¥ Candida parapsilosis strain AUMC 10220 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal frane 922 922 100% 0.0 100% KU255846.1
¥/ Candida parapsilosis isolate ZB012 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transeribec 921 930 99% 0.0 100% GQ280303.1
¥ Candida parapsilosis strain AUMC 9171 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transe 917 917 100% 0.0 99% KU2004411
[¥ Candida parapsilosis isolate ZAD17 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franseriber 917 917 100% 00 99% GQ280288.1
¥ Candida parapsilosis genes for 185 RNA, [TS1, 5.85 RNA. [TS2, 285 rRNA, partial and complete 917 917 99% 0.0 99% AB108224.1
[ Candida parapsilosis strain AUMC 8880 internal transcribed spacer 1, pariial sequence: 5.85rbosc 815 915 99% 0.0 98% Ku1TE1121

2. Hadl blast Isolat Z (Candida parapsilosis ZA012)

Description ::1::& ST{?;?; ?;fg valliue dent  Accession
¥ Candida parapsilosis isolate ZAQ12 185 ribosomal RNA qene. partial sequence; internal fransoribe 944 944 100% 0.0 100% FJgs24121
¥ Candida parapsilosis strain AUMC 8904 185 ribosomal RNA gene, parfial sequence; internal trans 940 940 99% 0.0 100% KUD95857.1
# Candida parapsilosis isolate ZA033 183 ribosomal RNA qene. partial sequence: infernal franseribe 939 939 100% 0.0 99% FJ662414.1
¥ Candida parapsilosis isolate 74038 183 ribosomal RNA qene. partial sequence: intemal franscribe 937 837 100% 00 99% FJB62416.1
¥ Candida parapsilosis strain DMic 134410 185 ribosemal RNA gene. pariial sequence: internal tran 935 935  99% 0.0 99% KXg330891
¢ Candida parapsilosis culture-coliection CBS:2183 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequ 933 933 99% 0.0 99% KY102320.1
@ Candida parapsilosis culture-collection CBS:6318 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequ 933 933 99% 0.0 99% KY102319.1
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