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Marga Candida, Khamir Tanah Pelarut Posfat yang Diisolasi dari
Tanah Kebun Biologi Wamena, Papua

Candida sp. yeast solubilizing phosphate isolated from soil in Wamena Biological
Garden, Papua
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ABSTRACT

Twenty isolates of yeast were isolated from soil of Wamena Biological Garden. Out of 20 isolates tested, 3 isolates were able to increase
solubility of Ca3(POs).), as indicated by formation of clearing zone surrounding growing colonies. Nutrient of media, which was mainly
contained of glucose (20%), were metabolically converted into of either biomass or and metabolic product that may have cause a change of
pH profile, and biomass during cell cultivation. Conversely, pH of media decreased during cell cultivation, and that may have cause
acceleration of Ca3(PO,),) dissolution, which have resulted in an increased of ortho-fosfat in the bulk solution during cell growth. The three
isolates having ability of accelerating Ca3(PQO,),) dissolution belonging to genera of Candida. The three isolates have ability to solubilize
about 5-6 mg/L-P, with phosphomonoesterase activity of about 0.10-0.65 unit. Ecological incentive of Fosfat solubilizing yeasts in soil
ecosystem are enormous, among other is provision of available P for plant growth and for other soil microorganism.
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PENDAHULUAN

Isolasi dan identifikasi khamir terus menerus dilakukan
oleh Kelompok Taksonomi, Bidang Mikrobiologi Pusat
Penelitian Biologi LIPI, Bogor sehingga berhasil menambah
koleksi isolat-isolat mikroba dari berbagai ekosistem di
Indonesia. Salah satu area kajian penelitian diversitas
khamir adalah Kebun Biologi Wamena (KBW). KBW
merupakan salah satu kawasan ekosistem yang dilindungi
karena memiliki kekayaan biodiversitas yang tinggi. Pada
areal ini dilakukan kegiatan penelitian biodiversitas
berlanjut, salah satunya adalah eksplorasi dan inventarisasi
mikroba dataran tinggi. Isolasi khamir tanah merupakan
rangkaian dari kegiatan tersebut, dan ditujukan untuk
mengetahui kekayaan jenis mikroba tanah yang berpotensi
untuk meningkatkan kesuburan tanah atau sumber genetika
untuk penelitian bidang ilmu lain. Khamir dikenal memiliki
rentang ekologi cukup luas dan mampu hidup pada daerah
ekstrem (Spencer, 1997), dan biasanya banyak ditemukan
pada lingkungan yang memiliki bahan organik tinggi
(Kurtzman dan Fell, 1998 ).

Telah banyak dilakukan penelitian tentang metabolisme
mikroba tanah, terutama bakteri dan jamur yang mampu
menginduksi proses biotransformasi senyawa fosfat di
dalam tanah. Mikroba tanah menghasilkan kompleks enzim
fosfatase yang berperan dalam membantu mineralisasi
fosfat (Tabatai 1982; Adams dan Pate, 1992). Fosfatase
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tanah digolongkan ke dalam dua kelompok utama
berdasarkan pH optimum reaksi mineraliasi fosfat, yaitu
kelompok fosfatase asam yang optimum mengkatalisis
mineralisi organik fosfat di bawah pH netral, dan fosfatase
alkalin yang bekerja optimum di atas pH netral. Beberapa
marga jamur seperti Aspergillus (Vassilev et al., 1996), dan
bakteri seperti Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, dan
Rhizobium (Yanai et al., 1995) dilaporkan mampu memacu
mineraliasasi fosfat di dalam tanah (Abd-Alla, 1994;
Vassilev et al., 1996; Toro et al., 1997; Rao et al., 1998).
Beberapa jenis khamir mempunyai aktivitas fosfatase dan
ligninase seperti Trichosporon pullulans (Slavikova et al.,
2002).

Penelitian ini bertujuan untuk menginventarisasi dan
mengidentifikasi khamir tanah KBW yang berperan dalam
siklus fosfat diharapkan dapat menambah informasi
mengenai peran ekologi khamir tanah.

BAHAN DAN METODE

Isolasi khamir pelarut fosfat

Untuk mendapatkan khamir pelarut fosfat dilakukan dua
tahapan isolasi, yaitu pengkayaan kultur khamir dengan
menggunakan media cair YNB 20% glukosa, dan media
pikovskaya padat selektif untuk pertumbuhan khamir
pelarut fosfat. Media pikovskaya terdiri dari 5x107" %
Cas(PO4)2, 1 g glukosa, 2x102 g NaCl, 2x107 g KCI, 1x10°
g MgS0..7 H20, 2,5x10* g MnS04.H20, 2,5x10* g FeS04.7
H.0, 5x‘|0'zg ekstrak ragi, ditambah 100 mL air destilata.
Media YNB 20% glukosa terdiri dari 1,7 g YNB ditambah 5
g (NH4)2SO4, dalam 1 L akuades, dan ditambah dengan
glukosa, sehingga didapatkan 20% kadar glukosa di dalam
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media. Sebanyak 1 g sampel tanah ditimbang dan
dimasukkan ke dalam 5 mL media cair YNB 20% glukosa
yang telah disterilisasi. Larutan tersebut dikocok selama 3
hari dengan menggunakan shaker (160 rpm). Setelah 3
hari, dari larutan tersebut diambil 0,1 mL dan ditanam pada
media pikovskaya, diinkubasi selama 24 jam atau lebih,
selanjutnya khamir diamati morfologinya.

Seleksi Isolat khamir

Isolat khamir dimurnikan dengan metode cawan gores
pada media pikovskaya . Khamir yang dapat melarutkan
fosfat adalah isolat yang menghasilkan zona bening
disekeliling koloni yang tumbuh setelah 3 hari inkubasi.
Perbandingan luas zona bening dengan luas koloni
dijadikan kriteria untuk pemilihan isolat yang akan diuji
aktivitas enzim fosfomonoesterase (PMEase).

Pengukuran pH dan rapat optis (OD)

Sebanyak 20 mL sampel diukur nilai pH-nya. Sebanyak
500 uL sampel diencerkan dengan 7 mL akuades, dan
diukur nilai OD dengan spektrofotometer (Thermo
Spectronic Type Genesys 20) pada panjang gelombang
600 nm. Sisa sampel disentrifugasi selama 30 menit
dengan kecepatan 6000 rpm. Supernatan yang dihasilkan
diambil untuk pengukuran lebih lanjut.

Pengukuran konsentrasi glukosa

Sampel diambil 1 mL dan ditambahkan 1 mL DNS
setelah itu dipanaskan di atas pemanas air selama 7 menit
kemudian diukur nilai OD pada panjang gelombang 540
nm. Nilai OD sampel dikonversi menjadi konsentrasi
glukosa berdasarkan persamaan larutan glukosa standar.

Pengukuran fosfat terlarut

Sampel diambil 3 mL dan ditambahkan 500 pL reagen
campuran, setelah itu didiamkan selama 15-30 menit.
Konsentrasi fosfat diukur dengan panjang gelombang 880
nm. Nilai OD dikonversi menjadi konsentrasi fosfat terlarut
berdasarkan persamaan larutan KH,PO4 standar. Larutan
campuran terdiri dari 10 mL H»SOs 5 N ditambahkan
dengan 1 mL larutan potassium antimonil tartrat, kemudian
ditambahkan dengan 3 mL larutan ammonium molibdat dan
6 mL larutan asam askorbat.

Aktivitas enzim fosfomonoesterase (PMEase)

Sebanyak 1 mL supernatan sampel dan kontrol (CaCl,
0,5 M) ditambah 1 mL p- nitrofenil fosfat 115 mM + 4 mL
bufer asetat) pH 6,5, kemudian diinkubasi selamal jam
pada suhu 38°C. Setelah ditambah 1 mL CaCl, 0,5 M dan 4
mL NaOH 0,5 M lalu dikocok dengan vortex selama 1
menit. Sampel dan kontrol diukur nilai OD pada panjang
gelombang 400 nm. Nilai OD sampel dan kontrol dikonversi
menjadi aktivitas enzim fosfomonoesterase berdasarkan
persamaan larutan p-nitrofenil standar (Tabatabai, dan
Bremner, 1969; Darrah dan Harris, 1986).

Isolat khamir dan media pemeliharaan

Dua puluh isolat yang diisolasi dari tanah Kebun Biologi
Wamena, Propinsi Papua dan 4 isolat acuan
Saccharomyces cerevisiae LIPI MC 415, Debaromyces
hansenii’ ¢ 7" JCM 5912, Rhodotorula minuta’ TUA
0960 Y, Candida catenulata’ JCM 1604 digunakan pada
penelitian ini. Untuk pemeliharaan, isolat ditumbuhkan pada
media padat YME dan disimpan pada suhu 4°C (Kirshop
dan Doyle, 1991).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Candida merupakan marga dominan khamir tanah dari
Kebun Biologi Wamena yang dapat diisolasi dengan kadar
glukosa yang tinggi (20%). Pemberian kadar glukosa yang
tinggi ini pada media merupakan cara khas yang digunakan
untuk memberikan kesempatan khamir yang diisolasi dari
tanah tumbuh lebih baik daripada khamir lain yang
kemungkinan hadir akibat kontaminasi (Yarrow, 1998).
Lima puluh isolat khamir berhasil diisolasi dari 9 jenis tanah
di KBW. Berdasarkan bentuk morfologi dan koloni yang
tumbuh selanjutnya 20 jenis isolat dipilih kemudian
ditumbuhkan pada media pivoskaya untuk mengetahui
kemampuan isolat khamir dalam melarutkan Ca3(PO4)..
Hanya tiga isolat yang membentuk zona bening cukup
besar (Tabel 1) yaitu di atas 2,1 (perbandingan antara luas
zona bening dengan luas koloni khamir), setelah dikultivasi
selama 3 hari.

Tabel 1. Seleksi isolat khamir tanah yang mampu melarutkan
kalsium fosfat Ca3(POs)s.

Marga Pembentukan zona bening

Candida +
Candida +
Candida +
Rhodotorula -
Rhodotorula
Candida

Debaryomyces -
Candida -
Candida -
Candida -
Cryptococcus -
Cryptococcus -
Candida -
Rhodotorula -
Candida -
Candida -
Candida -
Candida -
Candida -
Candida -

Candida merupakan khamir tanah yang umum
ditemukan pada tanah dengan kandungan bahan organik
tinggi. Marga Candida merupakan khamir yang mempunyai
diversitas fisiologi cukup tinggi dan mempunyai jenis cukup
tinggi (Prasad et al., 2005). Marga Candida juga banyak
dimanfaatkan untuk pembuatan pakan ternak. Kemampuan
marga ini melarutkan fosfat menambah informasi mengenai
diversitas fisiologi marga ini.

Perubahan keasaman media

Perubahan keasaman media merupakan salah satu
indikator aktivitas metabolisme sel. Penurunan pH medium
terjadi sangat cepat pada awal kultivasi kemudian perlahan
menurun pada akhir masa inkubasi. Penurunan pH
merupakan salah satu penyebab pelarutan kalsium fosfat
menjadi orthofosfat. Produksi asam organik seperti sitrat,
propionat, laktat hasil metabolisme glukosa diyakini
merupakan salah satu pendorong mineralisasi kalsium
fosfat untuk menghasilkan fosfat (Tarafdar dan Claassen,
1988; Tarafdar et al., 1988; Tarafdar dan Marschner, 1994).

Konsumsi glukosa
Glukosa merupakan sumber karbon utama yang dapat
digunakan oleh khamir, dan jenis senyawa karbon yang
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dapat digunakan oleh khamir merupakan penciri suatu
marga (Kurtzman dan Fell, 1998; Barnett dan Pankhurst,
2000). Glukosa dapat digunakan dengan mudah oleh ketiga
isolat yang diuji, absorpsi terjadi sangat cepat pada awal
kultivasi dan sedikit menurun setelah hari ke-5. Candida
merupakan khamir yang dapat menggunakan variasi
karbon cukup luas. Marga ini mempunyai rentang distribusi
ekologi yang cukup luas (Spencer, 1997).

Pertumbuhan biomassa

Konsumsi glukosa yang sangat cepat terjadi pada awal
kultivasi diikuti dengan pertumbuhan sel yang juga cukup
tinggi (Gambar 3). Ketiga isolat memperlihatkan pola
pertumbuhan yang serupa. Marga Candida mampu tumbuh
cepat dan dapat memanfaatkan glukosa secara optimum.
Hal itu mengindikasikan bahwa penggunaan glukosa yang
tinggi untuk isolasi khamir mengakibatkan kemungkinan
mendapatkan marga Candida cukup besar. Untuk
mendapatkan jenis khamir yang lain mungkin perlu
dilakukan variasi sumber karbon untuk media isolasi.
Beberapa peneliti menyarankan penggunaan sumber
karbon alternatif seperi misalnya asam propionat atau
senyawa karbohidrat yang lain untuk mendapatkan jenis-
jenis yang lebih heterogen (Lachance, 1993).

Fosfat terlarut

Kemampuan untuk melarutkan kalsium  fosfat
merupakan karakter fisiologi khamir yang paling dicari untuk
menentukan peran ekologinya di dalam ekosistem tanah.
Marga Candida yang diuji mampu melarutkan fosfat lebih
dari 5 mg/L (Gambar 4). Hal tersebut membuktikan bahwa
ketiga isolat merupakan mikroba tanah yang berperan
dalam hal mineralisasi fosfat. Selain Candida beberapa
jenis khamir seperti Pichia, dan Rhodotorula juga mampu
melarutkan fosfat (Kanti, 2005). Kemampuan Candida
melarutkan fosfat mungkin disebabkan oleh
kemampuannya melakukan fermentasi glukosa menjadi
beberapa asam organik seperti asam laktat, asam sitrat,
dan glukonat (Huang et al., 2003). Akibat pembentukan
asam organik tersebut terjadi penurunan pH medium dan
penurunan pH ini mengakibatkan kestabilan kelarutan
Caz(PO4);, berubah di dalam air yaitu lebih kepada
pembentukan orthofosfat. Ada reaksi lain yang bertanggung
jawab dalam pembentukan orthosfosfat akibat pelepasan
CO; hasil respirasi khamir.

Menurut Tate (1984) proses yang terjadi sebagai
berikut:

CO2+ H,O — HCO3 + H

Cas( POy )2+ 6 HCOs — 3 Ca (HCO3), + 2 PO,
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Gambar 1. Profil pH selama kultivasi.
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Gambar 2. Konsumsi glukosa selama kultivasi.
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Gambar 3. Profil pertumbuhan Candida.
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Gambar 4. Profil ortofosfat selama waktu kultivasi.
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Gambar 5. Aktivitas enzim phosphomonoesterase selama kultivasi.
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Aktivitas PMEase

PMEase merupakan enzim yang berperan dalam proses
pelepasan ikatan ester fosfat pada fosfat organik (Boero
dan Thien, 1979; Appiah dan Thomas, 1982; Asmar et al.,
1995). PMEase juga diproduksi oleh Candida seperti
ditunjukkan oleh Gambar 5. Produksi PMEase terjadi pada
pH yang agak asam dan ini mengindikasikan bahwa
PMEase yang dihasilkan oleh Candida merupakan PMEase
asam. Kebanyakan mikroba tanah menghasilkkan PME
asam (Torriani, 1960; Hebrien dan Neal, 1990).
Kemampuan ketiga isolat menghasilkan enzim PMEase
serta menurunkan pH membuktikan bahwa Candida
merupakan marga khamir yang memegang peran penting
dalam siklus unsur hara P di dalam tanah. Selain mikroba
tanah, tanaman seperti gandum, jagung dan pinus juga
menghasilkan enzim fosfatase dan senyawa organik yang
berperan dalam proses mineraliasi P (O’Connell dan Grove,
1985; Dinkelaker dan Marschner, 1992; Awad et al., 1994;
Asmar et al., 1995; Zoysa et al., 1997; Jones, 1998),
sehingga siklus fosfat di dalam tanah melibatkan proses
biokimia yang sangat kompleks.

KESIMPULAN

Augmentasi 20% glukosa efektif untuk mengisolasi
khamir tanah Kebun Biologi Wamena. Khamir tanah yang
diisolasi didominasi oleh Marga Candida. Marga ini mampu
menggunakan glukosa dengan cepat dan mempunyai
kemampuan melarutkan fosfat organik dan anorganik.
Dengan kemampuan tersebut marga ini mempunyai peran
yang cukup penting dalam pelarutan fosfat tanah.
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