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Sumerta dan Kanti — Keanekaragaman Khamir yang Diisolasi dari Sumber Daya Alam Pulau Enggano

KEANEKARAGAMAN KHAMIR YANG DIISOLASI DARI SUMBER DAYA ALAM
PULAU ENGGANO, BENGKULU DAN POTENSINYA SEBAGAI
PENDEGRADASI SELULOSA
[Diversity of Yeasts Isolated from Natural Resources of Enggano Island, Bengkulu

and Its Cellulolytic Potency]

I Nyoman Sumerta dan Atit Kanti

Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia
Jalan Raya Jakarta-Bogor Km 46, Cibinong 16911, Jawa Barat, Indonesia
e-mail: i.nyoman.sumerta@lipi.go.id

ABSTRACT

The present study revealed the occurrence and diversity of yeasts from natural resources of Enggano Island. The yeasts were isolated from
soil, sediment, leaf, leaf litter, fruit, and flower. Isolation was performed using direct plating, membrane filtration, ballistospore-falling and
enrichment culture using glucose, xylose and xylan as carbon source. After isolating, yeasts were screened for its cellulolytic potency. The
occurrence of yeasts in different isolation technique are clearly found. Most of 87 yeasts isolated, abundant in leaf, soil, and sediment
sample. The total yeasts isolated were classified into 32 species based on D1/D2 LSU 26S rDNA sequences analysis which genera of
Candida were predominant (33%). The predominant yeast species were identified as Candida tropicalis (16,1%), Cyberlindnera saturnus
(16,1%), and Rhodosporidium paludigenum (11,5%). Screening on carboxymethyl cellulose medium, there are 43 isolates within 22 yeasts
species have cellulolytic activity. Four species of Basidiomycetous have high activity which includes Pseudozyma antartica Y15Eg001;
Pseudozyma hubeiensis Y15Eg015; Anthracocystis chrysopogonis Y1SEg072; Cryptococcus laurentii Y1SEg017 and two from
Ascomycetous are Sarocladium bactrocephalum Y 15Eg226, Y15Eg227. Some of cellulolytic yeast isolates are indicated as new species
candidate and required to reconfirm in another conserve regions to ensure its taxonomic position. Various yeasts isolated from Enggano
Island with its cellulolytic potency should contribute to scientific information regarding microbial genetic resources of outer islands of
Indonesia.

Keywords: Enggano Island, cellulolytic yeast, carboxymethyl cellulose, D1/D2 LSU 26S rDNA

ABSTRAK

Penelitian ini mengungkapkan keberadaan dan keanekaragaman khamir dari sumber daya alam Pulau Enggano. Khamir diisolasi dari sampel
tanah, sedimen, daun, serasah, buah dan bunga. Sampel diisolasi menggunakan metode kultur langsung, filtrasi membran, ballistospore-
falling, dan dikultur dengan media pengayaan dari glukosa, xilosa dan xilan sebagai sumber karbon. Setelah isolasi, dilakukan penapisan
untuk melihat kemampuan selulolitiknya. Teknik isolasi yang berbeda sangat jelas berpengaruh terhadap jenis khamir yang diisolasi.
Sebanyak 87 isolat khamir berhasil diisolasi terutama dari sampel daun, tanah, dan sedimen. Berdasarkan analisis daerah D1/D2 LSU 26S
rDNA, 87 isolat tersebut dikelompokkan ke dalam 32 jenis dimana anggota dari marga Candida paling mendominasi (33%). Sementara jenis
khamir yang paling mendominasi yaitu Candida tropicalis (16,1%), Cyberlindnera saturnus (16,1%), dan Rhodosporidium paludigenum
(11,5%). Penapisan kemampuan khamir dalam mendegradasi selulosa dilakukan pada media carboxymethyl cellulose. Diperoleh 43 isolat
dalam 22 jenis khamir yang memiliki aktivitas selulolitik. Empat jenis khamir kelompok Basidiomycetes memiliki aktivitas tinggi yaitu
Pseudozyma antartica YISEg001; Pseudozyma hubeiensis YISEg015; Anthracocystis chrysopogonis Y15Eg072; Cryptococcus laurentii
Y15Eg017 dan dua dari kelompok Ascomycetes yaitu Sarocladium bactrocephalum Y15Eg226, Y15Eg227. Beberapa isolat khamir yang
berpotensi mendegradasi selulosa terindikasi kandidat spesies baru dan dibutuhkan konfirmasi ulang pada region lain untuk memastikan
posisi taksonominya. Berbagai jenis khamir dari Pulau Enggano dengan potensi selulolitiknya dapat menambah informasi ilmiah terkait
sumber daya genetik mikroorganisme pulau terluar Indonesia.

Kata Kunci : Pulau Enggano, khamir pendegradasi selulosa, carboxymethyl cellulose, D1/D2 LSU 26S rDNA

PENDAHULUAN hutan hujan tropis.Hal tersebut berkontribusi dalam

Indonesia merupakan salah satu negara
tropis di  dunia yang memiliki tingkat
keaneka-ragaman hayati yang tinggi. Selain
keanekaragaman flora dan fauna, dewasa ini
keanekaragaman mikroorganisme juga menjadi
perhatian. Daya tarik tersebut datang dari bentang
alam dan iklim di Indonesia yang sangat mendukung
bagi kehidupan mikroorganisme seperti khamir atau
fungi bersel satu. Di Indonesia, khamir sangat
dominan ditemukan pada hutan hujan tropis
(Sjamzuridzal et al, 2010). Khamir memiliki peran
ekologis yang penting dalam siklus bahan organik

perbaikan struktur tanah, rantai makanan dan
pertumbuhan tanaman. Walaupun khamir bukan
pendegradasi utama bahan organik, namun bentuk
interaksi khamir dengan organisme lain penting bagi
mikrohabitat suatu substrat (Botha, 2011). Khamir
berasosiasi dengan mikroorganisme lain dalam
optimalisasi proses degradasi material organik
seperti selulosa (Blanchette dan Shaw, 1978).
Khamir mendegradasi material organik melalui
enzim-enzim seperti selulase, inulinase, xilanase,
proteinase, dan lipase yang dimilikinya (Juszczyk et
al., 2005; Kurtzman et al., 2011; Johnson dan

*Diterima: 2 Mei 2016 -Diperbaiki: 5 November 2016 -Disetujui: 29 November 2016
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Echavarii-Erasun, 2011). Karakteristik yang dimiliki
oleh khamir tersebut dapat dimanfaatkan pada
bidang sosial ekonomi untuk pembuatan makanan
fermentasi (Saono et al, 1974; Kuriyama et al.,
1997), minuman beralkohol (Limtong et al., 2005;
Steensels et al., 2014), pengembang rasa, produksi
enzim dan vitamin (Aidoo et al., 2006).

Potensi ekologis khamir menjadi salah satu
jawaban dari permasalahan material organik yang
sulit terurai. Material organik seperti selulosa
cenderung lebih mudah didegradasi oleh kelompok
fungi dibandingkan dengan mikroorganisme lainnya
(Duncan et al, 2008). Fungi dapat hidup pada
substrat yang sebagian besar berupa selulosa dan
menggunakan selulosa sebagai sumber nutrisi kedua
setelah glukosa (Duncan et al, 2008; Reddy et al.,
2014). Hal ini disebabkan, kelompok fungi memiliki
enzim-enzim selulolitik yang bekerja secara sinergi
sehingga mampu mendegradasi selulosa dengan
optimal (Zhang et al., 2009; Goyal dan Soni, 2011).
Enzim-enzim tersebut seperti f-1,4 endoglucanase,
B-1,4 exoglucanase, dan B-1,4 glucosidase juga di-
miliki oleh khamir (de Souza et al.,, 2013). Beberapa
jenis khamir yang telah dilaporkan memiliki
kemampuan mendegradasi selulosa, antara lain:
Cryptococcus macerans (Dennis, 1972), Candida
cellulolytica, Candida fukuyamanensis, Candida
krusei, Williopsis saturnus (Nakase et al, 1994);
Cryptococcus laurentii (de Souza et al, 2013).
Beberapa penelitian melaporkan khamir-khamir yang
mampu mendegradasi selulosa dari Indonesia

termasuk ke dalam  jenis  Sporobolomyces
poonsookiae, Rhodosporidium paludigenum,
Cryptococcus flaves-cens, Debaryomyces,

Yamadazyma aff. mexicana, Pichia, Pseudozyma,
Sporodiobolus (Kanti dan Sudiana, 2002; Kanti et
al., 2012; Kanti, 2015). Peran mikroorganisme
pendegradasi selulosa di bidang industri bermanfaat
dalam pengembangan industri kertas (Peciulyte,
2007), deterjen, tekstil, industri makanan, (Ram et
al., 2014), fermentasi dan energi terbarukan
bioetanol (Spindler et al, 1989; de Souza et al,
2013). Seperti di Brazil, bioetanol yang dihasilkan
oleh khamir melalui fermentasi selulosa tebu telah
sukses dikembangkan dan bahkan mampu memasok
30% kebutuhan energi negara tersebut (Dorfler dan
Amorim 2007; Kurtzman ef al., 2011).
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Informasi  mengenai  keanekaragaman
khamir di Indonesia masih terbatas dan sangat
diperlukan. Selain dari segi kebermanfaatannya
untuk masyarakat, bentang alam Indonesia menjadi
tantangan dalam eksplorasi khamir indigenous di
Indonesia. Menurut Sjamzuridzal et al (2010),
sekitar 41% khamir yang ada di Indonesia
merupakan kandidat taksa baru yang tersebar di
pulau-pulau besar seperti Jawa, Sulawesi, Sumatera,
Kalimantan, dan Nusa Tenggara. Namun, eksplorasi
keanekaragaman khamir belum menyentuh pulau
terluar Indonesia, misalnya Pulau Enggano salah
satu pulau terluar Indonesia yang berada di sebelah
barat daya dan berbatasan langsung dengan
Samudera Hindia. Data yang terkait dengan
keanekaragaman mikroorganisme di daerah ini
belum pernah dilaporkan. Sejauh ini, penelitian di
Pulau Enggano masih berkaitan dengan kehidupan
sosio-kultur masyarakat adatnya (Blench, 2014).
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengungkapkan keanekaragaman jenis khamir dari
Pulau Enggano dan melakukan penapisan potensinya
sebagai pendegradasi selulosa untuk memperkuat
informasi ilmiah serta menambah khasanah sumber
daya genetik khamir berpotensi di Indonesia. Melalui
penelitian ini diharapkan diperoleh jenis-jenis khamir
yang berpotensi sebagai pendegradasi selulosa
sehingga dapat digunakan pada penelitian-penelitian
selanjutnya.

BAHAN DAN CARA KERJA
Isolasi Sampel

Pengambilan sampel dilakukan pada bulan
April 2015 di empat wilayah yaitu Malakoni (E102°
16'512",S7°20'855"), Meok (E102°13'406", S5°
19'412"), Taman Buru (E102°10'450", S5°18'105"),
dan Banjar Sari (E102°10'550", S5°18'72"). Sampel
yang dikoleksi antara lain tanah, sedimen dasar
perairan, serasah, daun, bunga, dan buah. Media
sampel adalah Rose Bengal
Chlorampenicol ~Agar/RBCA 32 g/ (Oxoid
CMO0549) atau Pottato Dextrose Agar/PDA 40 g/L
(Oxoid CMO139) + chlorampenicol 1 g/L. Media
isolasi tersebut merupakan media umum untuk
mengisolasi berbagai jenis khamir atau filamentus
fungi. Sementara media pengayaan memiliki
komposisi Yeast Nitrogen Base (Difco 239210) 26,8

untuk isolasi
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g/L, sodium propionate 2g/L. (Sigma 1001924056),
chloramphenicol 1,2 g/L (Sigma C-0378), dan bahan
pengaya berupa glukosa 10 g/L atau xilosa 20 g/L
atau xilan 10 g/L.

Isolasi sampel menggunakan berbagai
teknik untuk memperoleh berbagai jenis khamir.
Sampel diisolasi menggunakan metode penanaman
langsung, ballistospore-falling, filtrasi membran, dan
dikultur pada media pengayaan. Pada isolasi dengan
penanaman langsung, sampel serasah, daun, dan
bunga diletakkan langsung di atas media isolasi.
Berbeda halnya dengan filtrasi, sebanyak 1 gram
sampel (daun, serasah, tanah, sedimen) ditambah
dengan 50 mL akuades steril kemudian divortex
selama 5 menit dan disaring menggunakan filter
paper (Whatman 1003110). Hasil saringan sebanyak
0,1 mL, disebar pada media isolasi. Sementara cairan
hasil saring divakum menggunakan cellulose nitrat
filter  (Biotech 11406-47-ACN) pada
Millipore. Kertas cellulose nitrat filter hasil vakum
diletakkan di atas media isolasi. Metode
ballistospore-falling hanya dilakukan untuk sampel

mesin

serasah dan daun seperti yang dijelaskan oleh
Boundy-Mills  (2006). Teknik
pengayaan dilakukan dengan inkubasi 1 gram sampel
pada 5 mL media pengayaan selama 5 hari kemudian
disebar pada media setelah melalui
pengenceran. Khamir yang tumbuh pada masing-
masing metode tersebut diisolasi dan dipurifikasi.
Isolat khamir yang sudah murni, dipreservasi pada
penyimpanan  deep  freezing  suhu  -80°C.
Penyimpanan menggunakan tabung cryoprotectan
yang berisi gliserol 10% ditambah dengan trehalose
5% untuk menjaga viabilitas.

isolasi melalui

isolasi

Identifikasi Khamir

Khamir diidentifikasi secara molekuler
dengan pemetaan daerah D1/D2 LSU 26S rDNA
mengikuti metode Hamby et al (2012) dengan
beberapa modifikasi. Sebanyak 1 puL koloni khamir
dihomogenisasi pada PCR fube yang berisi 50 puL
NFW (nuclease free water) dan 20 pL reagen SNET
(0,3% SDS; 400 mM NaCl; 5 mM EDTA; 20 mM
Tris-HCI). Ekstraksi dilakukan dengan metode
pemanasan pada suhu 98° C selama 10 menit.
Amplifikasi DNA dilakukan dalam 25 pL. campuran
reagen PCR yang terdiri dari primer NL1 5’-

CATATCAATAAGCGAAAAG-3" dan NL4 5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3" (Kurtzman and
Robnett, 1998) masing-masing 0,5 pL dengan
konsentrasi 10 pmol; 12,5 pL. GoTag Green Master
Mix (Promega); 10,5 pl NFW; serta 1 pL cetakan
DNA. Identifikasi taksonomi khamir dengan
komparasi data sekuen pada DNA Data Bank of
Japan (DDBJ) menggunakan program Basic Local
Search Tool (BLAST).

Analisis Pohon Filogenetik

Pohon filogenetik  dikonstruksi
melihat kekerabatan jenis khamir yang memiliki
potensi sebagai pendegradasi selulosa. Hasil
pemetaan daerah D1/D2 LSU 26S rDNA isolat
khamir disejajarkan menggunakan metode MUSCLE

untuk

(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation)
(Edgar, 2004). Jarak filogenetik ditentukan
menggunakan  model  Maximum  Composite
Likelihood pada progam MEGA 6.0 dengan nilai
bootstrap 1.000 replikasi. Sementara itu, pohon

filogenetik  dikonstruksi menggunakan metode
Neighbour Joining (Saitou dan Nei, 1987).
Penapisan Aktivitas Selulolitik

Setelah  isolat khamir teridentifikasi,
dilakukan penapisan menggunakan CMC
(Carboxy-methyl — Cellulose) untuk mengetahui

kemampuan degradasi selulosanya (Kanti, 2015).
Media CMC terdiri dari 3 g/L Yeast Extract (Oxoid
LP0021); 5 g/L peptone; 10 g/L CMC (Sigma 9004-
32-4); 5 g/L K,HPOy; 0,5 g/ (NH4),SO,; 0,2 g/L
MgS0O4.H,0; 0,01 g/L FeCl;.6H20; 0,001 g/L
MnSO4; 20 g/L agar (pH 6,2 + 0,2). Khamir
ditumbuhkan pada CMC agar selama 5 hari pada
suhu kamar. Aktivitas selulolitik khamir diamati
dengan menuangkan 2 mL Congo Red ke atas
permukaan media selama 10 menit. Selanjutnya
Congo Red dibilas dengan larutan NaCl 0,1 N.
Khamir pendegradasi selulosa ditentukan oleh
terbentuknya zona bening di sekitar koloni yang
tumbuh. Rasio diameter zona bening tergantung dari
aktivitas selulolitik yang dimiliki setiap isolat.

HASIL
Diperoleh sebanyak 87 isolat khamir dari
isolasi berbagai sampel sumber daya alam Pulau
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Enggano (Tabel 1). Teknik isolasi yang digunakan
menentukan jumlah dan jenis khamir yang diperoleh.
Sampel serasah dan daun diisolasi menggunakan
empat teknik. Namun pada sampel serasah hanya
teknik filtrasi membran yang terisolasi khamir dan
selebihnya terisolasi filamentus fungi. Teknik isolasi
serasah, daun, tanah dan sedimen dengan millipore
vacuum, dominan terisolasi filamentus fungi.
Menariknya hanya pada sampel daun yang berhasil
diisolasi 12 isolat khamir. Pada sampel bunga

dilakukan teknik balistospore-falling dan penanaman
langsung. Isolasi sampel bunga tidak diperoleh
khamir yang memiliki balistospore.

Secara keseluruhan, khamir paling dominan
diisolasi pada sampel daun, tanah dan serasah.
Berdasarkan teknik isolasi, sampel yang diisolasi
melalui media pengayaan lebih dominan diperoleh
khamir dibandingkan teknik isolasi lainnya. Semua
isolat khamir dari isolasi sampel sumber daya alam

Pulau  Enggano tersimpan di Laboratorium

Table 1. Jumlah isolat khamir yang terisolasi dari sampel berdasarkan metode isolasi (Number of yeast

isolates occurred based on isolation methods)

Metode isolasi

Tipe Sampel (Type of sample)

No. (Isolation met- Serasah Bunga Buah Daun  Tanah  Sedimen Total
hods) l(lif% (Flower)y  (Fruity  (Leaf)  (Soil) (Sediment)
1 Balistospore falling 2 2
2 Penanaman  lang- 7 1 ]
sung

3 Filtrasi membran 3 9 12

Millipore vacuum 12 12
Media pengayaan

- Glukosa 2 4 7 13

: - Xilosa 11 5 19

- Xilan 1 9 8 21

Total 9 7 3 24 24 20 87

Gambar 1. Persentase kelompok khamir yang diisolasi dari sumber daya alam Pulau Enggano
(Percentage of yeast group isolated from Enggano Island natural resources)
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Biosistematik - [Indonesian Culture Collection
(InaCC), Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian
Biologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia.
Berdasarkan  hasil  identifikasi  data
pemetaan daerah D1/D2 LSU rDNA diperoleh
indeks kemiripan dengan type strain jenis khamir
sebesar 97-100%. Delapan puluh tujuh isolat tersebut
teridentifikasi menjadi 32 jenis khamir. Hasil
tersebut kemudian dikelompokkan hingga diperoleh
16 kelompok khamir dari sumber daya alam Pulau
Enggano (Gambar 1). Jenis khamir didominasi oleh
kelompok marga Candida yaitu sebanyak 33%
kemudian diikuti oleh jenis Cyberlindnera saturnus

16% dan Rhodosporidium paludigenum sebanyak
11%. Sementara jenis khamir yang paling
mendominasi antara lain Candida tropicalis (16,1%),
Cy. saturnus (16,1%), Rh. paludigenum (11,5%),
Pseudozyma hubeiensis dan Saturnispora silvae
masing-masing 6,9%. Distribusi jenis khamir pada
masing-masing sampel dan teknik isolasi yang
dilakukan dapat dilihat pada Tabel 2. Jenis khamir
yang mendominasi seperti Rh. paludigenum hanya
terisolasi pada sampel bunga dan daun sedangkan
Cy. saturnus serta C. tropicalis terisolasi dari
sampel tanah, serasah, sedimen. Dominasi Cy.
saturnus dan C. tropicalis sangat jelas terlihat

Table 2. Jenis khamir yang terisolasi pada berbagai sampel (Yeasts species isolated from different samples)

No. Sampel Metode isolasi Jenis khamir
(Sample) (Isolation method) (Yeast species)
1 Serasah Filtrasi membran (Membrane Sarocladium bactrocephalum, Sporisorium elionuri
(Leaf filtration)
litter) Media diperkaya glukosa Cy. saturnus, C. intermedia, C. yuanshanica
(Enriched with glucose)
Media diperkaya xilan (Enriched C. tropicalis, C. metapsilosis
with xylan)
2 Bunga Penanaman langsung (Direct Pseudozyma parantarctica, C. natalensis,
(Flower) plating) Pucciniomycotina sp., Cryptococcus laurentii, Rh.
paludigenum, Anthracocystis chrysopogonis
3 Buah Media diperkaya glukosa Pichia burtonii, Debaryomyces hansenii
(Fruits) (Enriched with glucose)
Media diperkaya xilan (Enriched Saturnispora silvae
with xylan)
4 Daun Balistospore falling Rh. paludigenum, Pseudozyma hubeiensis
(Leaf) Penanaman langsung (Direct Pseudozyma siamensis
plating)
Filtrasi membrane (Membrane Pseudozyma antarctica, Rh. paludigenum, Pseudozyma
filtration) hubeiensis, Cryptococcus laurentii, Kodamaea
ohmeri
Millipore vacuum Rh. paludigenum, Cryptococcus flavescens,
Cryptococcus nemorosus, C. tropicalis, Pseudozyma
aphidis, Sporidiobolus ruineniae,
5 Tanah Media diperkaya glukosa Cy. saturnus, C. tropicalis, Pichia manshurica
(Soil) (Enriched with glucose)
Media diperkaya xilosa Candida sp., C. insectorum, Cy. saturnus, C. tropicalis,
(Enriched with xylose) Saturnispora silvae, Galactomyces sp., Sporobolo-
myces poonsookiae.
Media diperkaya xilan (Enriched Cy.saturnus, Cryptococcus laurentii, C. quercitrusa,
with xylan) Saturnispora silvae, C. tropicalis, C. pseudolambica,
C. intermedia.
6 Sedimen Media diperkaya glukosa C. tropicalis, C. albicans, Kluyveromyces hubeiensis,
(Sediment) (Enriched with glucose) Cyberlindnera saturnus, Saturnispora silvae
Media diperkaya xilosa C. yuanshanica, C. tropicalis, Saturnispora silvae, Cy.
(Enriched with xylose) saturnus

Media diperkaya xilan (Enriched

with xylan)

C. pseudolambica, Cy. saturnus, C. intermedia, C.
tropicalis, C. albicans,C. phangngensis,
Saturnispora silvae
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melalui teknik isolasi dengan media pengayaan
sedangkan RA. paludigenum serta Pseudozyma spp.
tidak terisolasi. Hasil dari 87 isolat khamir yang
ditapis, diperoleh sebanyak 43 (49,4%) isolat yang
positif membentuk zona bening dan artinya
berpotensi mendegradasi selulosa (CMC). Hal
tersebut dapat dilihat dari zona bening disekitar
koloni khamir saat media CMC diwarnai Congo Red
(Gambar 2). Diperoleh 6 isolat yang memiliki rasio
zona bening/selulolitik tertinggi (>2), sebanyak 12
isolat yang terkatagorikan rasio sedang (1,5>x<2),
dan 25 rasio selulolitik rendah (<1,5). Empat puluh
tiga isolat yang positif pendegradasi selulosa terdiri
dari 16 jenis khamir. Jenis khamir memiliki aktivitas

selulolitik kategori tinggi yaitu Pseudozyma antartica
Y15Eg001, Pseudozyma hubeiensis Y15Eg015,
chrysopogonis Y15Eg072,
Cryptococcus laurentii  Y15Eg017, Sarocladium
bactrocephalum Y15Eg226; Y15Eg227 (Tabel 3).
Tinjauan dari konstruksi pohon filogenetik
menunjukkan hubungan kekerabatan secara kladistik
antar jenis khamir pendegradasi selulosa (Gambar 3).
Hasil kladistik menggambarkan khamir yang

Anthracocystis

berpotensi pendegradasi selulosa tergabung kedalam
kelompok Ascomycetes dan Basidiomycetes. Jenis
khamir yang memiliki aktivitas katergori tinggi
didominasi oleh kelompok Basidiomycetes.

Tabel 3. Jenis khamir yang memiliki aktivitas selulolitik (yeasts species that have cellulolytic activity)

Kategori aktivitas Jenis khamir Jumlah
selulolitik (Yeast species) (Amount)
(Cellulolytic activity
category)
Tinggi (High) Ps. antartica YISEg001; Ps. hubeiensis YISEg015; Anthracocystis 6
(rasio zona bening >2) chrysopogonis Y1SEg072; Cry. laurentii YISEg017; Sarocladi- (5 jenis/
(Clear zone ratio >2) um bactrocephalum Y15Eg226, YISEg227. species)

Sedang (Medium) Ps. siamensis Y15Eg010; Ps. hubeiensis Y15Eg021, Y15Eg193; 12
(rasio zona bening Rh. paludigenum Y15Eg023; Y15Eg065; YISEg083; C. albicans (8 jenis/
1,5>x<2) Y 15Eg266; C. intermedia Y15Eg264, Y15Eg303; Ps. parantarcti- species)
(Clear zone ratio ca Y15Eg053; C. tropicalis Y15Eg148; Kodamaea ohmeri

1,5>x<2) Y15Eg086.

Rendah (Low) Rh. paludigenum Y15Eg004, Y15Eg007, YISEg009, YISEg012; Ps. 25
(rasio zona bening hubeiensis Y15Eg024; Ps. aphidis YI15SEg076; Saturnispora sil- (16 jenis/
<1,5) vae YI5Eg138; Cy. saturnus Y15Egl41, Y15Eg254; Galactomy- species)

(Clear zone ratio <1,5)

ces sp. Y15Eg157; C. intermedia Y15Eg173; Sporobolomyces

poonsookiae YISEg186; Pucciniomycotina sp. YISEg062; C.
natalensis YISEg057, Cryp. laurentii YISEg063, YISEg064; C.
yuanshanica Y15Eg199, Y15Eg252; Sporisorium elionuri
Y15Eg211; C. tropicalis Y15Eg257, Y15Eg258, Y15Eg263,
Y15Eg281; C. albicans Y15Eg265; C. metapsilosis Y15Eg225.

Gambar 2. Penapisan khamir pada media CMC agar setelah diwarnai Congo Red. Zona bening menunjukkan
adanya aktivitas selulolitik. (Screening yeast in CMC media colored with Congo Red. Clear zone

reveal its cellulolytic activity)
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Gambar 3. Filogram filogenetik jenis khamir yang memiliki potensi pendegradasi selulos berdasarkan
pemetaan daerah D1/D LSU rDNA. (Phylogram of yeasts which have cellulolytic potency based

on D1/D2 region LSU rDNA sequences)

PEMBAHASAN

Khamir yang diperoleh dari isolasi berbagai
sampel sumber daya Enggano
menggambarkan kemampuan khamir untuk hidup
pada berbagai substrat. Pada penelitian ini, sebagian
besar khamir diisolasi pada sampel tanah, daun, dan
sedimen. Daya dukung yang ada pada setiap sampel
dapat menjadi nutrisi untuk khamir, misalnya sampel
tanah dan sedimen yang kaya bahan organik serta
mineral sehingga mendukung kehidupan khamir
(Botha, 2006; 2011). Berbeda halnya dengan khamir
yang diisolasi pada daun (phylloplane) menggunakan
cairan yang dikeluarkan oleh tumbuhan seperti gula,
asam organik, asam amino, dan mineral sebagai
sumber nutrisi utama (Fonseca dan Inacio, 2006).

Selain variasi sampel, teknik isolasi juga
berpengaruh terhadap jenis khamir yang terisolasi.
Teknik isolasi yang diterapkan pada sampel

alam Pulau

tergantung dari tipe sampel dan tujuan yang ingin
dicapai (Steensels et al., 2014). Hasil teknik isolasi
konvensional cenderung didominasi oleh filamentus
fungi sehingga sulit diperoleh khamir. Hasil tersebut
berbeda dengan isolasi menggunakan media
pengayaan yang sudah dikondisikan menggunakan
bahan kimia tertentu untuk meminimalisir
pertumbuhan mikroorganisme selain khamir. Melalui
penggunaan teknik isolasi media pengayaan glukosa,
xilan, dan xilosa dapat diperoleh khamir yang bisa
meng-gunakan sumber karbon tersebut sehingga
bioprospeksi khamir lebih mudah diketahui dan
dikembangkan.

Keanekaragaman  khamir  dapat  di-
gambarkan melalui 32 jenis yang teridentifikasi.
Tingkat kemiripan 98-100% dapat dianggap identik
sampai tingkat jenis, sedangkan kemiripan 97%
dapat diindikasikan sebagai kandidat jenis baru yaitu
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isolat Y15Eg062 dan Y15Egl57. Tampilan pohon
filogenetik pada Gambar 3 menjelaskan waktu
evolusi isolat Y15Eg157 perbedaannya sangat jauh
dengan clade Galactomyces sedangkan pada isolat
Y15Eg062 membentuk percabangan lain namun
lebih dekat dengan clade Pucciniomycotina atau
Rhodosporidium. Untuk sementara kedua isolat
tersebut ditempatkan pada takson Galactomyces sp.
dan  Pucciniomycotina sp., sedangkan dalam
memastikan posisi filogenetik isolat tersebut perlu
dilakukan konfirmasi lebih lanjut pada region yang
berbeda.

Hasil identifikasi analisis daerah D1/D2
LSU 26S rDNA memperlihatkan tingkat dominasi
jenis khamir yang diperoleh berbeda berdasarkan
penggunaan teknik isolasi. Misalnya jenis khamir
Rh. paludigenum tidak terisolasi pada media
pengayaan sedangkan Cy. saturnus hanya terisolasi
pada media pengayaan. Kedua jenis khamir tersebut
adalah jenis khamir yang paling mendominasi pada
kedua model teknik isolasi tersebut. Berbeda halnya
dengan jenis khamir anggota marga Candida, yang
dapat diisolasi dari hampir keseluruhan tipe sampel.
Dari seluruh isolat yang terisolasi sebanyak 33%
didominasi oleh Candida. Hal tersebut menunjukkan
kemampuan hidup Candida mempunyai rentang
karakter fisiologis hidup diberbagai substrat. Seperti
diketahui, khamir anggota Candida merupakan jenis
khamir oportunis yang dilaporkan mendominasi
hingga 60% jenis khamir yang telah dilaporkan
(Kurtzman et al, 2011). Hamby et al. (2012) juga
melaporkan bahwa jenis khamir dari marga Candida
juga dominan pada serangga dan habitusnya.

Separuh dari total isolat khamir yang
diisolasi menunjukkan potensi sebagai pendegradasi
selulosa  (49,4%). Enzim selulolitik  khamir
menghidrolisis selulosa menjadi glukosa, asam
organik dan senyawa lainnya (Ram et al, 2014),
yang menyebabkan terbentuknya zona bening
sedangkan Congo Red tervisualisasi berikatan
dengan selulosa (Sazci et al, 1986). Total jenis
khamir yang berpotensi pendegradasi selulosa
sebanyak 22 jenis, dan 5 jenis diantaranya memiliki
aktivitas selulolitik yang relatif tinggi. Seperti halnya
jenis khamir dari Pseudozyma, Sporobolomyces, dan
Cryptococcus sudah diketahui sebagai khamir yang
dapat mendegradasi selulosa (Kanti et al, 2012;

254

Souza et al, 2013; Kanti, 2015). Hasil rekonstruksi
pohon filogenetik khamir merepresentasikan khamir
yang berpotensi sebagai pendegradasi selulosa
berasal dari dua kelompok yaitu Ascomycetes dan
Basidio-mycetes. Namun kecenderungan jenis yang
kemampuannya relatif tinggi berasal dari kelompok
Basidiomycetes selaras dengan penelitian oleh Kanti
et al. (2012) dan Kanti (2015).

Gambaran keanekaragaman khamir dan
potensi yang digali menjadi keunikan tersendiri pada
karakteristik khamir yang diisolasi dari sumber daya
alam Enggano. Hal tersebut disebabkan hasil
hidrolisis selulosa berupa glukosa yang bermanfaat
untuk bahan baku fermentasi dalam pembuatan
bioetanol generasi kedua atau lainnya (Spindler et al.,
1989). Oleh karena itu, sumber daya genetik khamir
memiliki prospeksi menjadi bagian dari penelitian di
Indonesia pada bidang pangan, industri dan bioenergi
terbarukan.

KESIMPULAN

Jenis khamir yang diisolasi dari sumber
daya alam Pulau Enggano sebanyak 32 jenis yang
didominasi oleh anggota marga Candida. Jenis
khamir C. tropicalis, Cy. saturnus, dan Rh.
paludigenum  adalah  jenis  khamir  yang
mendominasi. Sementara 22 jenis khamir berpotensi
sebagai pendegradasi selulosa. Dua isolat khamir
yang mampu mendegradasi selulosa yaitu Y15Eg062
dan Y15Egl57 terindikasi sebagai kandidat jenis
baru yang perlu dikonfirmasi lebih lanjut secara
molekuler maupun kimia untuk menentukan posisi
taksonominya.
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