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ABSTRACT

Cellulalytic Activity of Candida sp and Debaryomyces sp Isolated from Peat Soil of
Bukit Duabelas Natural Park, Jambi. Candida sp. and Debaryomyces sp. Yeast
Degrading cellulose Isolated from Peat Soil in Bukit Duabelas National Park, Jambi. The
objective of study was to investigate the characteristic of yeast that are able to solubilize
cellulose. The yeast was isolated from soil of Taman Nasional Bukit Duabelas Jambi.
Out of 21 ioslates tested 2 isolates Candida sp. (Isolate J1) and Debaryomyces sp. (Isolate
J2) were able to solubilize Carboxymethy! cellulose. Other isolated soil yeasts were
Rhodotorula sp, and Cryptococcus sp. Medium acidity during cell cultivation varied
between 5.8 to 7.2. The CMC-ase activity was 5.9 unit and 5.4 unit for isolate J1 and
isolate J2 respectively. The Km of isolate J1 and isolate J2 were 7.7 x 102and 8.4 x 10?2
(% b/v) respectively. Vmaks of isolate J1 and J2 was 8.28 x10 dan 30.66 x 10° pg
glukosa/ml enzyme /minute, respectively.

Key words: Cellulolytic Yeasts, Candida sp., Debaryomyces sp., Enzymes Activity,
Taman Nasional Bukit Duabelas

PENDAHULUAN

Luas lahan gambut di Taman
Nasional Bukit Duabelas, semakin
berkurang. Hal tersebut diantaranya
disebabkan oleh adanya konversi lahan
gambut menjadi lahan pertanian. Adanya
kegiatan eksploitasi tersebut dikhawatirkan
akan menyebabkan punahnya banyak
mikroba potential yang berfungsi
menjaga kelangsungan dan keseimbangan
ekosistem. Salah satu mikroba potensial
tersebut adalah kelompok khamir.

Penelitian keragaman khamir pada
ekosistem lahan gambut belum banyak
dilakukan, khususnya khamir yang
berperan pada proses perombakan bahan
organik. Di samping bakteri, dan jamur
khamir memegang peran penting dalam
proses perombakan material organik
(Stevens & Payne. 1977; Hatano et al.,
1991; Alexander, 1997). Hasil penelitian
Nakase et al., (1994), Stevens & Payne.
(1977) menemukan beberapa khamir
selulolitik. Isolat khamir tersebut
diantaranya: Candida, Williopsis, dan
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Trichosporon. Ketiga isolat khamir
tersebut diketahui mempunyai peranan
dalam siklus karbon di dalam tanah.
Senyawa selulosa adalah unsur karbon
terbesar dari material tanaman yang
mendominasi lahan gambut. Adanya
populasi mikroba yang mampu memecah
‘senyawa komplek selulosa di lahan
gambut akan membantu kesuburan tanah
(Deng et al., 1994). Tujuan penelitian ini
adalah mengiisolasi khamir yang
mempunyai kemampuan merombak
selulosa serta mempelajari karakteristik
fisiologinya.

BAHAN DAN CARA KERJA

Pengambilan Sampel Tanah
Sebanyak 1 kg tanah tanah diambil
dari 10 titik lapisan atas tanah dengan
kedalaman 0-15 cm di lahan Gambut
Taman Nasional Bukit Dua Belas.
Sampel dimasukkan kedalam kantong
plastik steril, dan ditempatkan didalam
bok steril, untuk dikirim ke laboratorium.

Isolasi dan Pengamatan Khamir
Untuk mendapatkan khamir
selulolitik dilakukan melalui dua tahap
isolasi. Tahap pertama isolasi dilakukan
dengan menggunakan medium cair YNB
(yeast nitrogen base) yang ditambah
dengan 20 % (b/v) glukosa. Sebanyak
1g sampel tanah gambut hasil pengayakan
dimasukkan secara aseptik ke dalam
tabung berisi 5 mL media YNB 20 %
glukosa cair steril. Senyawa tersebut
dilarutkan dalam 100 mL akuades sambil
diaduk diatas magnetic stirer. Setelah itu,
di ambil sebanyak 5 mL ke dalam tabung
reaksi untuk membuat media YNB,
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sisanya di tambah dengan 2,4 g agar
untuk pembuatan media YNB agar.
Isolasi dilakukan dengan metoda cawan
sebar. Inkubasi dilakukan pada suhu
30°C selama 3 hari atau lebih sampai
koloni khamir tumbuh. Setelah tumbuh,
koloni yang terpisah dan memiliki
penampakan berbeda diambil sebanyak
satu mata ose, diinokulasikan ke dalam
tabung reaksi berisi 5 mL media YNB
agar untuk pengujian selanjutnya.

Pengujian kemampuan selulolitik
Media CMC yang digunakan untuk
pengujian kemampuan selulolitik terdiri
dari dua macam media yaitu media padat
dan cair (Enari, 1983). Media padat
digunakan untuk mengisolasi khamir,
sedangkan media cair digunakan untuk
propagasi dan uji biomassa serta uji
aktivitas enzim. Sebanyak 0,1 g
(NH,),SO,, 0,1 g MgSO, TH,0, 0,1 g
MnSO, , 0,1 g FeCl, 0,01 g glukosa,
0,1 g yeast extract, dan 1 g CMC
ditimbang. Setelah larut, pH media
dibuat menjadi 6,8-7,5 dengan penam-
bahan larutan HCI atau NaOH. Setelah
itu biomassa khamir di pindahkan ke
dalam media CMC padat menggunakan
metode gores. Inkubasi dilakukan pada
suhu 30°C selama 2 hari. Tahapan ini
diperlukan untuk memurnikan koloni
khamir . Setelah itu dilakukan pengujian
ada atau tidaknya zona bening yang
terbentuk pada medium CMC. Hal ini
dilakukan untuk mengetahui ada atau
tidaknya aktivitas enzim dari khamir.
Pengujian zona bening dilakukan dengan
menggunakan larutan congo red 1 M
sebagai larutan penguji dan NaCl 0,1 N
sebagai larutan pencuci. Pertama-tama



sekitar 2 mL larutan congo red
dituangkan ke dalam media yang berisi
isolat, kemudian didiamkan selama 10
menit. Setelah itu, larutan dibuang
kemudian dibilas dengan menggunakan
larutan NaCl 0,1 N. Setelah itu diamati
keberadaan zona beningnya. Kemudian
isolat tersebut dipindahkan ke dalam
media CMC padat yang baru untuk
digunakan sebagai stok. Kemurnian
khamir selanjutnya diamati di bawah
mikroskop. Analisis kemurnian isolat
khamir yang diperoleh dapat dilihat
berdasarkan karakter morfologi
koloninya.

Parameter Karakteristik Enzim
Selulolitik yang Diamati

Parameter yang diamati untuk
mengetahui karakteristik enzim CMC-
ase meliputi; pengukuran biomassa, pH,
dan aktivitas enzim. Aktivitas enzim
dinyatakan dalam unit yaitu jumlah
mikromol gula pereduksi yang terbentuk/
ml enzim/menit, dan penentuan Km
(konstanta michaelis), V_, . (kecepatan
maksimum reaksi enzim).

Pengukuran Biomassa

Biomassa khamir yang telah
diukur pH-nya, diukur biomassanya
berdasarkan metode kerapatan optik
(optical density). Pengukuran tersebut
dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang
gelombang 600 nm dengan 5 kali
ulangan. Hal tersebut dilakukan setiap
pengambilan sampel biomasa khamir.

Pengukuran pH

Pengukuran pH kultur khamir
selulolitik dilakukan untuk mengetahui
besarnya pH yang dapat menghasilkan

Aktivitas Enzim Selulosa

aktivitas enzim tertinggi (maksimum).
Besaran pH ini disebut pH optimum
kerja enzim yang diperlukan untuk
mengukur Km dan Vmaks. Pengukuran
pH dilakukan pada saat pengambilan
sampel yang berisi biomassa khamir,
yaitu setiap 24 jam sampai diperoleh pH
optimum, dengan 5 ulangan.

Pengukuran Aktivitas Enzim

Aktivitas enzim dinyatakan dalam
satuan unit yaitu jumlah glukosa (mMol)
yang terbentuk oleh 1ml larutan enzim
permenit, yang diukur setiap 24 jam,
dengan 5 kali ulangan. Penentuan
aktivitas enzim CMC-ase diawali dengan
sentrifugasi biomassa khamir pada
kecepatan 6000 rpm selama 30 menit.
Setelah itu, larutan enzim hasil sentifuse
diambil sebanyak 1 mL ke dalam tabung
reaksi bertutup, lalu di tambah 1mL
substrat CMC 1%. Untuk pengukuran
gula reduksi awal (Go), 1 mL supernatan
langsung ditambah 1 mL substrat dan 1
mL pereaksi DNS, lalu dipanaskan.
Sedangkan pada penentuan gula
pereduksi akhir (Gt), sebelum ditambah
pereaksi DNS larutan enzim ditambah 1
mL substrat lalu diinkubasi selama dua
jam. Setelah itu ditambah 1ml DNS,
dipanaskan selama 7 menit pada air
mendidih. Setelah dingin setiap larutan
pada tabung diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 540 nm. Perlakuan untuk
blanko sama dengan gula reduksi hanya
sampel diganti dengan akuades.

Penentuan Km dan Vmaks

K,, (konstanta Michaelis) dan
Vmaks (kecepatan maksimum reaksi)
merupakan dua parameter kinetika
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enzim. Nilai K, tidak tergantung pada
besarnya konsentrasi enzim, sedangkan
V_ . besarnya dipengaruhi oleh besarnya
konsentrasi enzim. K,, dapat diartikan
sebagai ukuran afinitas enzim terhadap
substrat. Semakin kecil nilai K,,,
aktivitas enzim semakin tinggi dan
“afinitasnya semakin besar. Vmaks dapat
diartikan sebagai kecepatan reaksi pada
saat enzim telah jenuh oleh substrat
(Kim, 1995; Schiner et al., 1996).

Penentuan K,, dan Vmaks ini
dilakukan pada pH dan waktu inkubasi
optimum yang diperoleh pada saat
optimasi kerja enzim. Kecepatan reaksi
yang dikatalisis oleh enzim bergantung
pada konsentrasi substrat. Prosedur
pengukuran K_danV__ pada dasarnya
sama dengan prosedur pengukuran
aktivitas enzim. Perbedaannya yaitu pada
pengukuran K dan V__ konsentrasi
substrat CMC yang digunakan
bervariasi, yaitu : 0,3, 0,6, 0,9 dan 1,2%
CMC, juga pH yang digunakan pada
pengukuran adalah pH optimum dari
kerja aktivitas enzim.

Identifikasi khamir

Khamir diidentifikasi berdasarkan
pada morfologi sel, reproduksi seksual
dan aseksual, serta karakter fisiologi dan
biokomia (Kurtzman & Fell 1998).

HASIL

Khamir Selulolitik

Dari 21 isolat khamir yang diisolasi,
sebagian besar termasuk ke dalam
kelompok marga Candida. Ditemukan
satu jenis Rhodotorula sp., dan satu jenis
Cryptococcus sp. (Tabel 1). Ditemukan
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dua isolat yang membentuk zona bening
pada media CMC yaitu isolat J1 dan J2.
Berdasarkan karakter morfologi,
fisiologi dan biokimia isolat J1 -
teridentifikasi sebagai Candida sp, dan
J2 merupakan jenis Debaromyces sp.
Karakter fisologi dan morfologi khamir
selulolitk J1 dan J2 tertera pada Tabel 2.

Pertumbuhan biomassa

Hidrolisis selulosa oleh enzim
selulase menghasilkan senyawa organik
dengan molekul sederhana seperti
glukosa. Senyawa ini mudah diasimilasi
oleh kebanyakan jenis khamir tanah.
Asimilasi glukosa oleh isolat J1, dan J2
menyebabkan terjadinya pertumbuhan
biomassa sel seperti terlihat pada gambar
1. Isolat J1 dan J2 mempunyai pola
pertumbuhan yang serupa. Pertumbuhan
logaritmik terjadi pada hari ke dua
inkubasi, dan akhirnya statik pada hari
ke 4.

Profil pH .

Hasil pengukuran pH selama waktu
inkubasi dapat dilihat pada Gambar 2.
Keadaan pH meningkat pada awal
inkubasi, dan menurun pada akhir waktu
kultivasi, capaian pH maksimum dari
kedua kultur berbeda yaitu : 7,76 untuk
kultur J1 dan 7,73 untuk kultur J2. Hal
ini menunjukkan bahwa enzim selulase
yang diperoleh dari koloni khamir dapat
bekerja maksimum pada pH tersebut di
atas (Abe et al. 1979; Joson & Coronel
1986; Coughlan & Meyer 1992).

Aktivitas Enzim Selulase
Aktivitas enzim selulase berkaitan
dengan jumlah biomassa, dan pH
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Tabel 1. Jenis-jenis khamir yang diisolasi dari lahan gambut Taman Nasional Bukit
Duabelas dan kemampuan selulolitiknya

Pembentukan .

No. Isolat Zona Bening Nama Jenis

1 n + Candida sp.

2 J2 + Debaryomyces sp

3 13 - Candida sp.

4 J4 - Cadnida sp.

5 J5 - Candida sp.

6 J6 - Candida sp.

7 17 - Candida sp.

8 18 - Candida sp.

9 19 - Cryptococcus sp.
10 10 - Candida sp.
11 J1 - Candida sp.
12 J12 - Rhodotorula sp.
13 J13 - Candida sp.
14 J14 - Candida sp.
15 5 - Candida sp.
16 J16 - Candida sp.
17 7 - Candida sp.
18 J18 - Candida sp.
19 J19 - Candida sp.
20 J20 - Candida sp.
21 J21 - Candida sp.

Tabel 2. Karakter fisilogi dan morfologi isolat khamir selulolitik dari tanah Hutan Bukit
Dua belas Jambi

Isolat Morfologi Fisiologi Nama marga
Morfologi sel globose, Reaksi Diazonium Blue D dan Candida sp
ellipsoidal atau elongate. tes DNase negatif. Tidak
Reproduksi dengan memproduksi bahan stacrh.
holoblastic budding.

Pseudohypa kadang-kadang

1)1 membentuk septa. Tidak
membentuk arhtroconidia
dan ballistoconidia selama
siklus hidupnya.

Morfologi sel globose. Fermentasi negatif untuk Debaryomyces sp
Pertumbuhan vegetatif beberapa sumber karbon yang
dengan multilateral budding.  diuji. Tidak dapat
Pseudomycellium terbentuk ~ mengasimilasi nitrat sebagai
dengan baik. Askospora satu-satunya sumber nitrogen.
berbentuk globose, dengan Reaksi Diazonium Blue D dan

2 permukaan sel yang licin. tes DNase negatif.

Askospora terbentuk 2 atau 4
pada tiap askus.
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(Gambar 1,2, dan 3). Aktivitas enzim
maksimum pada hari ke-4, dan menurun
setelah hari ke 4 (Gambar 3). Keterkaitan
antara waktu inkubasi, pH, dan jumlah
biomassa, menunjukkan bahwa ketiga
proses tersebut saling mempengaruhi,
seperti dikemukakan oleh Kim, 1995.
Pada waktu inkubasi optimum,
kecepatan reaksi enzimatik maksimum
(Dees et al., 1995; Gal et al., 1997).
Setelah waktu inkubasi optimum,
aktivitas enzim kembali menurun seiring
dengan bertambahnya waktu inkubasi.
Dari hasil pengukuran didapat aktivitas
enzim selulase mencapai maksimum
pada saat pengukuran inkubasi
menginjak hari keempat, dengan
aktivitas maksimum untuk isolat J1 dan
J2 masing-masing sebesar 7,7 x 10 (ug
glukosa/ml/menit) dan 8,4 x 102 (ug
glukosa/ml/menit).

Berdasarkan data yang diperoleh
dari gambar 2 dan 4, pH optimum untuk
isolat J1 adalah 7,79 dan isolat J2 adalah
7,73. Optimasi kerja enzim ini
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diperlukan untuk menentukan besarnya
V. .. dan K_dari kerja enzim CMC-ase

maks

yang diamati.

K danV_

Pengaruh perubahan konsentrasi
substrat CMC terhadap kecepatan reaksi
enzimatik dapat dilihat pada kurva
Michaelis-Menten pada gambar 4.
Menurut Enari (1983), pada konsentasi
substrat yang rendah sampai tercapai
nilai K,,, kecepatan reaksi meningkat
secara tajam. Hal ini disebabkan substrat
telah berikatan dengan enzim
membentuk komplek enzim-substrat
(ES), tetapi masih belum jenuh dengan
substrat. Sedangkan setelah nilai K,
tercapai dan sebelum tercapainya nilai
batas kecepatan kerja enzim,
peningkatan kecepatan reaksi enzim
berjalan secara perlahan sampai tercapai
kecepatan maksimum. Setelah titik ini
peningkatan konsentrasi substrat relatif
tidak dapat meningkatkan kecepatan
reaksi. Hal ini disebabkan sisi katalitik
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enzim telah jenuh terisi oleh substrat
sehingga tidak berfungsi lebih cepat lagi.

Berdasarkan hasil yang diperoleh
dari gambar 5, besarnya kecepatan reaksi
enzimatik hampir sebanding dengan
kenaikan konsentrasi substrat. Pada
konsentrasi substrat yang rendah,
kecepatan reaksi relatif rendah dan pada
konsentrasi yang tinggi kecepatan reaksi
enzimatik pun berjalan dengan cepat.

Penentuan harga K_dan V__
ditentukan berdasarkan persamaan
Michaelis-Menten yang menyatakan
bahwa; Iv=K /V_  (I/[SD+1/V_,.
Karena K dan V__ suatu konstanta,
maka persamaan ini dapat dianalogikan
dengan persamaan regresi ; y = a + bx,
dimana y = 1/v, x = 1/[S], a= 1/Vmaks,
dan b = K_/V_. ., sehingga jika
dimasukkan ke dalam grafik diperoleh
persamaan garis lurus. PenentuanK_ dan
V_.. dengan kurva garis lurus ini di
kenal sebagai metode Lineweaver— Burk
seperti terlihat pada gambar 6.
Berdasarkan perhitungan menggunakan
persamaan diatas diperoleh besarnya
nilai K, untuk isolat J1 dan J2 masing-
masing adalah 6,6 x 102dan 7,5 x 107
(% b/v). Sedangkan besarnya Vmaks dari
isolat 1 dan 2 masing-masing sebesar
8,28 x10 dan 30,66 x 10 pg glukosa/
ml enzim/menit.

PEMBAHASAN

Khamir tanah Candida sp
merupakan khamir yang mempunyai
variasi jenis yang sangat luas, khamir ini
termasuk ke dalam kelompok anamor-
phic ascomycetous yang tidak melaku-
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kan reproduksi secara seksual selama
siklus hidupnya. Debaromyces ‘sp
merupakan khamir yang termasuk ke
dalam kelompok telemorphic ascomy-
cetous yang melakukan reproduksi
secara seksual dengan pembentukan
askospora. Keberadaan khamir
selulolitik di tanah seperti Candida sp.
membantu proses degradasi material
organik yang sebagian besar berasal dari
tanaman. Jenis khamir selulolitik
bervariasi seperti misalnya Williopsis,
Trichosporon juga merupakan khamir
tanah selulolotik penting yang
dilaporkan oleh Nakase et al. (1994);
Steven & Payne (1977).

Selain khamir, bakteri selulolitik
juga umum ditemukan pada lahan
gambut dengan pH rendah (Hiroki dan
Watanabe 1996). Candida sp, juga
banyak ditemukan di tanah Kebun
Biologi Wamena (Kanti dan Latupapua,
2001). Diversitas jenis khamir tanah
diantaranya ditentukan oleh; kandungan
dan jenis senyawa organik, temperatur,
pH, aerasi, kadar air, dan kandungan
senyawa alelopati (Spencer 1997).
Penelitian ini juga membuktikan bahwa
pH rendah dari lahan gambut bukan
menjadi faktor penghambat pertumbu-
han khamir. Lépez-Archilla ez al., 2004
menemukan 6 marga khamir basidio-
myectes (Rhodotorula, Cryptococcus,
Tremella, Holtermannia, Leucos-
poridium, dan Mrakia) dan 2 dari marga
ascomycetes (Candida dan Williopsis)
pada air sungai dengan pH yang sangat
rendah. Yarrow (1997) melaporkan
bahwa khamir mempunyai kemampuan
untuk hidup pada pH 3.7, akan tetapi
khamir yang merupakan kelompok



marga Schizosaccharomyces tidak dapat
tumbuh pada pH yang terlalu rendah.
Jenis marga ini hanya mampu tumbuh
pada kisaran pH sekitar 4,5-5,0.
Kemampuan Candida sp J1 menggu-
nakan selulosa mengindi-kasikan bahwa
lahan gambut Taman nasional Bukit Dua
belas mengandung banyak bahan organik
yang mengandung selulosa. Penggunaan
selulosa yang efisien oleh mikroba yang
mampu mendegradasi senyawa yang
komplek tersebut dengan aktivitas enzim
selulase merupakan strategi untuk dapat
hidup pada pH rendah. Keberadaan
Candida sp., Rhodotorula sp., dan
Crytococcus sp., ditanah menunjukkan
bahwa keragaman jenis khamir tanah
menarik untuk dipelajari. Aktivitas
enzim selulase yang diproduksi selama
pertumbuhan berfluktuasi menunjukkan
bahwa aktivitas hidrolisis selulosa
didalam tanah dipengaruhi oleh berbagai
faktor seperti variasi jenis organisma,
pH, dan status metabolisma mikroba
selulolitik.

KESIMPULAN

Khamir lahan gambut Bukit Dua
Belas Jambi, didominasi oleh Candida
sp., khamir lain yang ditemukan adalah
Crytococcus sp, dan Rhodotorula sp.
Ditemukan 2 jenis khamir selulolitik
yaitu Candida sp., dan Debaryomyces
sp. Keragaman Jenis khamir Lahan
gambut menarik untuk dipelajari lebih
lanjut, karena beberapa dari isolat yang
didapatkan mampu melakukan dekom-
posisi selulosa menjadi glukosa. Khamir

Aktivitas Enzim Selulosa

selulolitik akan sangat bermanfaat untuk
dikembangkan lebih lanjut.
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