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PRAKATA PENGUKUHAN

Bismillaahirrahmaanirrahiim.
Assaalamu’alaikum warahmatullaahi wabarakaatuh.
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sama-sama hadir pada acara orasi ilmiah Pengukuhan Profesor
Riset di Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN).

Pada kesempatan yang berbahagia ini, dengan segala ke-
rendahan hati, izinkan saya menyampaikan orasi ilmiah dengan
judul:

“DIVERSITAS KHAMIR INDONESIA UNTUK
PENGEMBANGAN BIOFUEL DAN BIOINDUSTRI”
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I. PENDAHULUAN

Khamir atau yeast adalah organisme uniseluler (bersel tunggal)
eukariotik diklasifikasikan sebagai anggota kerajaan jamur.
Khamir memegang peran penting dalam berbagai aspek
kehidupan manusia'. Khamir berperan sangat sentral pada
bioindustri, namun penelitian tentang taksonomi, keragaman
jenis, dan pengembangannya untuk kesejahteraan masih perlu
ditingkatkan. Sampai sekarang dikenal sekitar 2000 jenis
khamir. Belum banyak laporan mengungkapkan keragaman
khamir dan penggunaannya dalam pengembangan bioprospeksi
di Indonesia. Penelitian khamir diharapkan mampu memberikan
dampak signifikan terhadap kehidupan manusia. Kegiatan
bioprospeksi yang makin signifikan pada awal abad ke-20 tidak
terlepas dari hasil penelitian mikroorganisme, terutama khamir
yang sudah dimulai sejak beberapa ratus tahun lalu®.

Bukti arkeologi keberhasilan pengembangan bioindustri
berbasis khamir dalam proses pembuatan minuman beralkohol
dimulai dari tahun 6000-5800 SM?. Awal pemanfaatan khamir
secara modern adalah untuk produksi minuman anggur dari
buah anggur. Selanjutnya berkembang budaya viticulture, yaitu
pembukaan perladangan anggur di wilayah Southern Caucasus
(meliputi Armenia, Georgia, dan Azerbaijan) yang kemudian
menyebar ke Asia Barat, terutama Turki dan Iran bagian utara®.
Teknologi fermentasi untuk produksi anggur terus berkembang
ditandai dengan variasi bahan dasar berupa beras yang dicampur
dengan anggur sudah dilakukan di Tiongkok pada awal abad
ke-7°. Saat ini pemanfaatan khamir tidak hanya terbatas
pada memfermentasi makanan dan minuman, tetapi mulai
dikembangkan untuk produksi obat, biopestisida, biofungisida,
dan bahkan untuk pembuatan biofuel, seperti etanol dan




biodiesel®. Bioindustri tersebut memerlukan variasi jenis khamir
atau mikroorganisme lain sebagai kultur campuran sesuai target
produk yang akan dikembangkan.

Peneliti dalam bidang bioindustri berbasis bioresources
selalu berlomba mendapatkan variasi jenis mikroorganisme
termasuk khamir yang mempunyai sifat fisiologi dan ketahanan
hidup sehingga dapat dikembangkan untuk berbagai keperluan
industri. Saat ini kontribusi bioindustri berbasis pemanfaatan
mikroorganisme mencapai 15% dari total global market’.
Sebagai negara kepulauan, Indonesia memiliki keragaman
jenis mikroorganisme yang sangat penting dipelajari dan
dikembangkan untuk menunjang kegiatan bioprospeksi demi
kesejahteraan bangsa. Namun, hanya sebagian kecil (< 1%)
dari jutaan jenis telah berhasil diisolasi dan dimanfaatkan untuk
bioindustri. Dalam hal ini, taksonom mempunyai peran penting
dalam melakukan proses seleksi awal terhadap takson-takson
potensial untuk produk tertentu, misalnya marga Saccharomyces
yang berperan dalam produksi etanol.

Pusat Penelitian Biologi LIPI yang sekarang menjadi Pusat
Riset dan Biosistematika BRIN berkontribusi besar terhadap
telaah kekayaan jenis dan kajian taksonomi flora®®, fauna, dan
mikroorganisme'®. Upaya tersebut perlu dilanjutkan secara
optimal untuk mendukung pembangunan nasional berbasis
pemanfaatan keanekaragaman hayati''-'>. Orasi ini memberikan
argumen tentang pentingnya telaah taksonomi kekayaan hayati
khamir Indonesia untuk dapat dimanfaatkan secara lebih optimal,
terencana, dan terorganisasi dengan baik. Di samping itu,
memberikan solusi dalam penyediaan sumber energi terbarukan




yang ramah lingkungan dan menstimulasi perkembangan
bioindustri nasional berbasis mikroorganisme unggul.

Fokus orasi ini akan menguraikan telaah taksonomi
keragaman jenis khamir Indonesia untuk mendukung kegiatan
bioprospeksi berbasis mikroorganisme. Telaah meliputi 4
bagian, yaitu (1) pengungkapan keragaman dan keunikan
fisiologi jenis khamir Indonesia termasuk pengungkapan taksa
baru, (2) perlunya depositori mikroorganisme untuk menjamin
viabilitas yang tinggi, (3) pentingnya distribusi khamir untuk
mendukung kegiatan penelitian dan pengembangan biofuel dan
bioindustri, dan (4) kerjasama kultur koleksi dalam pengelolaan
mikroorganisme dan peluang pemanfaatannya untuk keuntungan
ekonomi.

Orasi diakhiri dengan peluang dan tantangan dalam pengelo-
laan berbasis khamir untuk mendukung pengembangan kegiatan
penelitian biofuel dan bioindustri.




II. PERKEMBANGAN PENELITIAN KHAMIR

Khamir telah ditemukan sejak ratusan juta tahun lalu. Saat ini
telah diidentifikasi sekitar 1.500 jenis dari 149 marga khamir
atau 1% dari semua jenis jamur yang telah dideskripsikan!3.
Khamir berevolusi dari nenek moyang multisel, beberapa je-
nis di antaranya memiliki kemampuan untuk mengembangkan
karakteristik multiseluler dengan membentuk sel tunas yang ter-
hubung dikenal sebagai hifa palsu. Ukuran khamir sangat ber-
variasi tergantung pada jenis dan habitatnya biasanya antara 3—4
pm, namun ada beberapa khamir yang dapat tumbuh hingga 40
um. Sebagian besar jenis khamir berkembang biak secara asek-
sual melalui mitosis dan sebagian melakukannya dengan proses
pembelahan asimetris yang dikenal sebagai tunas?®.

Khamir merupakan jamur bersel tunggal, dapat dikontraskan
dengan jamur multisel, yang membentuk hifa. Khamir tidak
membentuk pengelompokan taksonomi atau filogenetik
tunggal. Istilah "yeast" sering digunakan sebagai sinonim dari
Saccharomyces cerevisiae, tetapi keragaman filogenetik khamir
ditunjukkan oleh penempatannya dalam dua filum terpisah, yaitu
Ascomycota dan Basidiomycota®.

Perkembangan penelitian taksonomi khamir dimulai sekitar
tahun 1836, yaitu pada saat Charles Cagniard-Latour, Friedrich
Ku ‘tzing, dan Theodor Schwann melaporkan untuk pertama
kalinya bahwa khamir merupakan organisme hidup®. Pada
saat itu telah dikenal penamaan nama jenis mengikuti aturan
bionomial (Latinized binomial system of Carolus Linnaeus).
Selanjutnya pada tahun 1838 Julius Meyen menemukan tiga
jenis Saccharomyces (a Latin form of Schwann’s Zuckerpilz),
yaitu S. cerevisiae, S. pomorum, dan S. vini. Nama yang diberikan
mewakili sampel yang diisolasi dari bir, fermentasi jus apel, serta




wine (anggur). Penemuan ini merupakan titik awal verifikasi
pentingnya S. cerevisiae untuk mengubah karbohidrat menjadi
karbon dioksida dan alkohol yang telah mengakar selama
ratusan tahun. S. cerevisiae juga merupakan model organisme
sentral dan penting dalam penelitian biologi sel modern, dan
merupakan salah satu mikroorganisme eukariotik yang paling
banyak diteliti.

Kufzin  sebenarnya telah  mendeskripsikan marga
Cryptococcus pada tahun 1833 untuk jasad renik dengan
ciri bentuk globular, mikroskopik, tidak berwarna, hyaline
sebagai fungi dan memberikan nama 16 jenis Cryptococcus
pada tahun 1849. Namun, penelitian lebih lanjut membuktikan
bahwa sebagian dari jenis tersebut merupakan mikroalga®*>.
Selanjutnya, empat tahun berikutnya Jacomina Lodder
melakukan revisi penamaan terhadap Crypfococcus karena tidak
dibenarkan secara taksonomi, karena termasuk nomen dubium
(nama tidak pasti) dan nomen confusum (nama tidak jelas).
Setelah itu, penelitian tentang taksonomi marga Cryptococcus
banyak dilakukan oleh peneliti barat, seperti Charles Skinner,
Nelly Kreger-van Rij, dan Jules de Seynes. Pada tahun
1836—1899 ada sekitar 205 khamir yang berhasil diisolasi, tetapi
hanya 94 jenis saja yang masih bisa ditelusuri’. Di antaranya
Zygosaccharomyces rouxii diisolasi dari jahe tahun 1901; S.
capsularis diisolasi dari tanah pegunungan Alpen di Swiss
tahun 1903; Pichia membranifaciens dari eksudat tanaman dan
P. anomala diisolasi dari brewer di Bavaria tahun 1904; S.
selenospora diisolasi dari eksudat tanaman Oak tahun 1928; dan
Scistobalastoporion starkeyi-henrichii diisolasi dari tanah tahun
1930. Pada tahun 1990-an Kurtzman mulai mengintroduksi
analisis filogeni molekuler yang akhirnya mengubah diversitas




dan kedudukan takson khamir dan polanya masih diikuti sampai
sekarang'.

Para peneliti juga telah menggunakan khamir untuk
mengumpulkan informasi tentang biologi sel eukariotik. Secara
medis Candida albicans adalah salah satu khamir patogen
oportunistik dan dapat menyebabkan infeksi pada manusia'.

Teknologi pemanfaatan khamir dalam industri mulai
diperkenalkan pada tahun 1867, yaitu awal pemanfaatan
produksi inokulan khamir untuk mempercepat laju fermentasi
alkohol dan menghasilkan aroma dengan teknologi filter
press. Kemudian pada tahun 1872, Baron Max de Springer
mengembangkan proses khamir granul untuk pembuatan roti,
proses ini digunakan hingga Perang Dunia I°. Bahkan baru-baru
ini khamir juga digunakan untuk menghasilkan listrik dalam sel
bahan bakar mikroorganisme, dan menghasilkan etanol untuk
industri biofuel'.

Rangkaian penelitian taksonomi telah memberikan kontribusi
nyata dari para peneliti taksonomi, sebagai suatu ilmu dasar,
terhadap awal perkembangan penelitian khamir untuk telaah
kajian diversitas dan ekplorasi potensinya untuk kesejahteraan
umat manusia®. Tanpa ilmu dasar tersebut, tidak akan ada
industri berbasis khamir yang berkembang pesat seperti saat ini.
Penelitian khamir secara intensif telah dilakukan oleh Dr. Susono
Saono dan Dr. Jenny Kristiaty, di Laboratorium Mikrobiologi,
Puslitbang Biologi. Mereka menggunakan ragi dan makanan
fermentasi sebagai sumber utama sampel'®. Kemudian isolat
tersebut dipelajari karakter fisiologinya oleh penulis.

Secara umum berdasarkan karakter fisiologinya, khamir
pada ragi dibagi menjadi tiga kelompok besar, yaitu khamir
dengan kemampuan daya fermentasi menghasilkan etanol,




khamir amilolitik, dan khamir yang mempunyai kemampuan
amilolitik dengan daya fermentasi yang rendah'.

Diversitas khamir pada ragi di Indonesia sangat beragam,
berdasarkan hasil penelitian penulis terkait microflora yang
terkandung dalam ragi, kualitas produk sangat tergantung
kepada pengrajin ragi di masing-masing daerah. Standardisasi
pembuatan ragi di Indonesia belum dilakukan sehingga kualitas
produk fermentasi berbasis ragi sangat dipengaruhi oleh kualitas
ragi. Penelitian diversitas khamir pada ragi dapat menjadi basis
pengembangan industri ragi yang terstandar sehingga dapat
memacu perkembangan industri makanan tradisional Indonesia.

Ditinjau dari sejarah taksonominya, khamir tidak hanya
berasal dari minuman dan makanan tradisional, tetapi juga dari
alam. Oleh karena itu, dilakukan eksplorasi khamir tidak hanya
dari makanan fermentasi tetapi juga yang berasal dari alam.
Hasil-hasil penelitian khamir sudah mulai banyak ditinjau dari
sudut keragaman jenis, taksonomi, dan keperluan bioindustri
untuk menunjang penelitian biofuel masa depan ¢ 1715,

Baru-baru ini para peneliti juga mengkaji diversitas khamir
yang hidup dilautuntuk dipelajari sifat-sifatunggulnya agar dapat
digunakan untuk berbagai keperluan'®. Misalnya, untuk produksi
senyawa bioaktif, seperti glutathione, enzim, dan phytase yang
diaplikasikan dalam industri makanan, farmasi, dan kimia serta
untuk budidaya laut dan perlindungan lingkungan. Kegiatan
penggunaan khamir untuk pengembangan produk harus diawali
dengan pemahaman karakter fisiologi, kelanggengan genetik,
tingkat viabilitas, dan validitas identifikasi***!-?2,

Khamir merupakan organisme chemoorganotrophs yang
pertumbuhannya menggunakan senyawa organik, seperti
glukosa dan fruktosa, atau disakarida, seperti sukrosa dan
maltosa sebagai sumber energi. Beberapa jenis khamir dapat




melakukan metabolisme gula pentosa, seperti ribosa, alkohol,
dan asam organik. Namun, beberapa jenis lainnya membutuhkan
oksigen untuk respirasi seluler aerob (aerob obligat) atau bersifat
anaerob, tetapi juga memiliki metode aerobik dalam produksi
energi (anaerob fakultatif). Sebagian besar khamir tumbuh
paling baik di lingkungan pH 7,0 atau sedikit asam 13232425,

Khamir dapat tumbuh pada rentang suhu cukup luas,
misalnya Leucosporidium frigidum tumbuh pada —2-20°C,
S. telluris pada 5-35°C, dan C. slooffi pada 28—45°C. Sel-sel
dapat bertahan beku pada kondisi tertentu namun viabilitas akan
menurun dari waktu ke waktu. Dengan demikian, pemahaman
terhadap karakter fisiologis khamir sangat diperlukan untuk
menunjang kegiatan bioprospeksi yang efektif !31423,




II1. KERAGAMAN KHAMIR INDONESIA

Indonesia sebagai negara tropis diperkirakan mempunyai
keragaman jenis khamir dengan variasi tinggi '>2%?"2%, Namun,
telaah kekayaan jenis khamir yang berasal dari makanan
fermentasi dan lingkungan alami masih terbatas'®*°3°. Identifikasi
kekayaan jenis khamir berdasarkan karakter morfologi dan
khemo taksonomi digunakan sebagai dasar untuk mengulas
keragaman jenisnya. Adapun kriteria pengelompokan taksa
meliputi (a) ukuran dan bentuk dari sel; (b) struktur dinding sel;
(c) cara perkembangan vegetatif; (d) kemampuan berkembang
secara seksual; dan (e) kemampuan menggunakan variasi
sumber karbon dan nitrogen. Namun, sejak tahun 1970-an
karakteristik dari DNA dan RNA juga menjadi salah satu kriteria
untuk identifikasi yang akurat'>*!3.

Khamir mempunyai distribusi ekologi yang sangat luas dan
dapat tumbuh pada berbagai jenis substrat. Sangat sulit untuk
menjawab apakah khamir bersifat endofitik!'® atau tidak. Oleh
karena itu, untuk memahami rentang hidup khamir, sumber sam-
pel yang diperkirakan mengandung khamir harus diambil dari
berbagai jenis material hidup atau mati (tanah, serasah, kayu,
tanaman, tumbuhan, serangga, dll)'**'. Jenis khamir yang hidup
pada masing-masing sumber sampel sangat bervariasi®?**34,
Seperti diketahui banyak mikroorganisme hidup di tanah, tetapi
jumlah jenis khamir yang dapat diisolasi dari tanah lebih sedikit
dari serasah. Marga Candida adalah khamir yang dominan di
isolasi tanah, sedangkan khamir yang diisolasi dari tanaman,
seperti sirih sangat beragam jenisnya?®*-%-7,

Distribusi dan keragaman jenis khamir dari setiap jenis
sampel sulit diungkapkan karena pengungkapannya tergantung
pada teknik isolasi yang digunakan. Teknik pengembangan pe-




nelitian khamir telah dilakukan secara sangat intensif pada tahun
2003-2016. Dari penelitian berhasil diungkapkan kekayaan jenis
khamir asal Liwa (Sumatera), Kutai (Kalimantan), Enrekang
(Sulawesi), Bali, Kupang (NTT), Cibodas, dan Cibinong (Jawa
Barat). Dari 515 isolat dapat diverifikasi 306 isolat dari 48 jenis
dari 18 marga, sedangkan 209 di antaranya merupakan isolat
yang belum terdeskripsi sehingga merupakan kandidat taksa
baru dan diperlukan verifikasi lebih dalam?*. Pada umumnya,
marga khamir yang ditemukan dari semua jenis sampel adalah
Aureobasidium, Cryptococcus, Pseudozyma, Rhodotorula, dan
Sporodiobolus.

Proses identifikasi telah mengalami proses perkembangan
dengan menggunakan kit-kit yang mampu secara cepat meng-
identifikasi kelompok dari khamir yang sedang diteliti. Sebagai
contoh, beberapa perusahaan telah mengembangkan teknik
analyses profile index (API). Kelebihan teknik ini adalah dapat
digunakan dengan cepat untuk proses identifikasi khamir, tetapi
diperlukan latihan secara berulang kali dan ulangan yang me-
madai untuk mendapatkan hasil akurat. Pada akhirnya, peneliti
memilih mengembangkan analisis molekuler, yaitu analisis D1/
D2, 18S rDNA, dan 26S rDNA".

3.1 Keragaman Khamir Ascomycetous

Khamir yang tergolong dalam kelas Ascomycetous merupa-
kan khamir yang membentuk askospora sehingga pengenalan-
nya didahului dengan analisis morfologi, yaitu pembentukan
askospora. Pengamatan dapat diketahui dengan observasi spora
menggunakan beberapa jenis media khusus untuk memacu pem-
bentukan spora®*'3. Identifikasi lebih lanjut dilakukan dengan
analisis asimilasi dan fermentasi sumber karbon tertentu, seperti
glukosa, fruktosa, dan lain-lain. Selanjutnya, untuk karakteria-
sasi jenis dan anak jenis digunakan sekitar 42 sumber karbon.




Penggunaan sumber nitrogen dan aseptor elektron menjadi pa-
tokan dasar untuk identifikasi jenis.

Seperti telah disebutkan, khamir mempunyai distribusi
ekologi yang luas. Khamir Ascomycetes termasuk dalam
kelompok monofiletik dengan satu urutan ansestor dari sekitar
1.000 jenis yang telah diketahui. Khamir hidup sebagai saprob,
sering hidup dalam hubungan dengan tanaman maupun hewan,
dan terkandung dalam makanan fermentasi. Khamir sangat
terkait dengan proses industri dan rekayasa bioteknologi penting.
Khamir yang populer adalah ragi pembuat roti, bir, dan sintesis
protein rekombinan .

Khamir biasanya bereproduksi secara aseksual dengan
tunas, dan secara seksual menggunakan tubuh buah?. Khamir
dari kelompok Ascomycetes diisolasi dari berbagai jenis sampel,
seperti makanan fermentasi, tanah, serasah, bunga, daun, serta
telah diidentifikasi secara molekuler. Isolat khamir yang berhasil
dikoleksi oleh penulis berasal dari Bengkulu, Sumatera Barat,
Lampung, Kalimantan Timur, Bali, Jawa Barat, Sulawesi
Tenggara, Nusa Tenggara Timur, dan Papua. Hasil dari kegiatan
tersebut adalah terseleksinya 1.198 isolat yang terdiri dari 85 jenis
yang termasuk dalam 51 marga yang didominasi oleh Pichia,
Candida, Saccharomyces, Sprobolomyces, dan Debaryomyces,
22.262131-34.39 gedangkan beberapa isolat merupakan kandidat jenis
baru (Gambar 1).

3.2 Keragaman Khamir Basidiomycetes

Secara taksonomi, khamir Basidiomycetous dibagi dalam tiga
kelas Basidiomycota, yaitu Ustilaginomycetes, Urediniomycetes,
dan Hymenomycetes'. Khamir Basidiomycetous memiliki nilai
ekonomi tinggi untuk bidang pertanian dan medis. Kelompok ini
mewakili sekitar 1% hingga 5% dari jenis khamir di alam. Pros-




es eksplorasi terhadap khamir dari kelompok ini banyak dilaku-
kan untuk kepentingan pengembangan agroindustri biokontrol
sehingga banyak dilakukan kajian diversitas dari distribusi
ekologinya.

Khamir Basidiomycetous banyak diisolasi dari tanaman
hidup, marga yang banyak ditemukan adalah marga
Sporobolomyces dan Phaffia. Kelompok ini beranggotakan
sekitar 250 jenis dari 50 marga. Sampai tahun 2019, Pusat
Penelitian Biologi LIPI telah berhasil mengisolasi sebanyak
901 isolat Basidiomycetes dari seluruh Indonesia yang terdiri
dari 56 jenis dari 25 marga diisolasi dari kepulauan Sumatera,
Kalimantan, Jawa, Bali, Sulawesi, Nusa Tenggara Timur, dan
Papua?628343540-42 - Beberapa jenis yang ditemukan berperan
penting dalam biokontrol penyakit tanaman, sedangkan jenis
lainnya memiliki aplikasi dalam industri berbasis agro*.
Sebagai contoh, Phaffia rhodozyma mampu memproduksi
pigmen astaxanthin dan memiliki pasar yang cukup besar
dalam industri akuakultur. Di sisi lain, beberapa jenis
menghasilkan polisakarida dan dapat menyimpan lipid dalam
jumlah yang mencapai hingga 65% dari biomassa. Beberapa
jenis Cryptococcus, Rhodotorula, Lipomyces, dan Trichosporon
(Gambar 2) telah berhasil diisolasi dari serasah dan tanah di
Papalia dan Mekongga di Sulawesi Tenggara, Kebun Raya
Cibodas, Kebun Raya FEkakarya Bali, Pulau Enggano, dan
Sulawesi Barat “-*°. Beberapa jenis dari kelompok ini dapat
mendegradasi senyawa aromatik yang bervariasi sehingga
merupakan kandidat potensial dalam bioremediasi. Identifikasi
dan penempatan filogenetik dari basidiomycetous tidak selalu
mudah karena sebagian kelompok ini bersifat polyphyletic
yang dikelompokkan bersama, tetapi tidak memiliki nenek
moyang yang sama. Karakteristik pemersatu dari khamir ini
adalah fase pertumbuhan uniseluler yang dominan. Kelompok




ini mempunyai kesamaan fisiologis, yaitu asimilasi inositol
atau asam D-glukuronat dan produksi senyawa ekstraseluler
polisakarida>'3. Beberapa isolat Basidiomycetes merupakan
kandidat jenis baru?.

3.3 Pengungkapan Taksa Baru

Sebagaimana telah dikemukakan di atas, khamir memili-
ki kemampuan tumbuh pada berbagai jenis subtrat. Selain
itu, kekayaan jenis khamir Indonesia terus meningkat melalui
pengungkapan jenis baru. Di samping memiliki keunikan gene-
tik, jenis baru tersebut juga memiliki keragaman fisiologi. Pro-
ses pengungkapan jenis baru khamir sangat rumit karena harus
menyertakan data morfologi, fisiologi, dan genetik yang diban-
dingkan taksa acuan untuk mendukung pengusulan sebagai tak-
sa baru 38,49,51-54.

Analisis  taksonomi dilakukan menggunakan metode
profil penggunaan senyawa karbon, asimilasi, dan fermentasi;
penggunaan sumber nitrogen; kemampuan oksidasi reduksi;
kemampuan tumbuh pada berbagai tingkat salinitas; tipe
pertumbuhan di samping karakter genetik D1/D2 region atau
analisis pada level cluster; internal transcribed spacer (ITS)
termasuk 5.8S rDNA; mitochondrial small-subunit rRNA gene
(MtSm), dan translation elongation factor-1o. (EF-1a). Hasil
analisis menunjukkan bahwa sekitar 41% dari 964 khamir yang
dipelajari merupakan kandidat taksa baru?*****. Di antara 385
kandidat taksa baru, sembilan jenis khamir berhasil dideskripsi
sebagai jenis baru, misalnya Citeromyces cibodasensis NBRC
110244 (= CBS 14272" = InaCCY 703" = AKO1). Khamir pada
Gambar 2 diisolasi dari daun tanaman Macropanax dispermus di
Kebun Raya (KR) Cibodas, Jawa Barat. Dua kandidat isolat baru
terdeteksi memiliki sekuen D1/D2 dari subunit (LSU) rDNA,
ITS termasuk 5.8S rDNA, MtSm, dan EF-la yang berbeda




dengan marga Citeromyces. Keunikan fisiologi dari jenis ini
adalah kemampuannya untuk tumbuh pada konsentrasi glukosa
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kerabat dekatnya ',

Jenis baru dari lokasi yang sama adalah Pichia
chibodasensis sp. nov. sebanyak tiga isolat (InaCCY260",
InaCCY268 dan InaCCY276) diisolasi dari kayu lapuk dan
tanah. Keunikan fisiologi dari khamir ini adalah kemampuannya
menggunakan xilosa dengan baik. Ketiga isolat tersebut juga
memiliki keunikan urutan sekuen D1/D2 dari domain LSU, SSU
dan EF-10a, dan termasuk dalam marga Pichia .

Sebanyak delapan isolat Metschnikowia cibodasensis sp.nov.
(ID03- 0093T, ID03-0094, ID03-0095, ID03-0096, ID03-0097,
1D03-0098, 1D03-0099, dan ID03-0109) dari bunga Saurauia
pendula, Berberis nepalensis, dan Brunfelsia americana juga
berhasil diisolasi dari KR Cibodas. Data-data di atas mampu
merepresentasikan bahwa KR Cibodas merupakan salah satu
pusat jenis khamir baru®$>!-32,

Kegiatan eksplorasi pada KR Eka Karya Bali KR Bung
Hatta Sumatera Barat, dan KR Cibodas berhasil mengisolasi
tiga jenis baru khamir dari serasah yang mampu menggunakan
xilosa®. Ketiganya termasuk dalam marga Barnettozyma atau
Wickerhamomyces. Dua jenis baru dari marga Lipomyces,
yaitu L. tropicalis (type strain. NBRC 110265" ; InaCC
Y7307 ; JSAT12-2-Y012T; MycoBank no. MB 816186) dan L.
kalimantanensis f.a. (type strain: NBRC 1102677 ; InaCC Y7217
; JSAT12-2-Y0297; Myco Bank no. MB 816187) dari Kalimantan
mempunyai fisiologi unik, yaitu mampu mengakumulasi lipid
lebih dari 20% berat kering sel.

Hasil tersebut memacu untuk melakukan ekplorasi khamir
dengan kemampuan memfermentasi xilosa. Khamir ini banyak
dicari karena potensinya untuk produksi biofuel, terutama




etanol menggunakan substrat hemiselulosa. Jenis sampel tanah,
serasah, kayu lapuk, dan sedimen Pulau Enggano merupakan
sumber 200 isolat khamir dan 38% di antaranya mampu
mengasimilasi xilosa. Kebanyakan khamir dari P. Enggano
adalah dari marga Candida, seperti C. insectorum, C. tropicalis,
C. boidinii, C. pseudolambica, C. yuanshanica, C. sylvae; jenis
lain, seperti Cyberlindnera saturnus, Williopsis saturnus; dan
Sporobolomyces poonsookiae (Gambar 3). Satu isolat dari
marga Candida diduga sebagai jenis baru®. Pengungkapan jenis
baru sangat penting sebagai sumber daya genetik baru karena
memiliki sifat fisiologi dan karakter genetik berbeda dengan jenis
yang telah diungkap. Juga akan menjadi landasan awal dalam
pengembangan potensinya di kemudian hari yang menunjukkan
asal suatu negara.




IV. KHAMIR UNTUK BIOPROSPEKSI

Pertambahan penduduk dan berkembangnya industri dan gaya
hidup memerlukan sumber energi yang berkelanjutan. Ter-
batasnya ketersediaan minyak bumi dan dampak negatif akibat
penggunaanya menyebabkan Indonesia sudah tidak mampu ber-
gantung pada hasil alamnya sendiri. Kajian awal terkait potensi
mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan untuk pengembangan
pangan, kesehatan, lingkungan, dan kepentingan pengembang-
an sumber energi terus dilakukan. Fungi endofit asal Indonesia
mempunyai potensi untuk digunakan sebagai sumber bahan
obat>3%37% dan produksi enzim untuk pakan ternak, seperti en-
zim fitase’*%’. Produksi enzim hidrolisis berbasis mikroorga-
nisme perlu dikembangkan lebih lanjut®->6364 Semua masalah
ini salah satunya dapat ditanggulangi melalui pemanfaatan
khamir.

4.1 Khamir Penghasil Etanol

Para peneliti berkeyakinan bahwa khamir merupakan sumber
daya yang dapat dimanfaatkan untuk produksi energi dalam
bentuk etanol dan biodiesel. Pusat Riset Biosistematika dan
Evolusi BRIN secara rutin melakukan kegiatan eksplorasi untuk
mendapatkan khamir yang mampu memproduksi etanol tinggi.
Hasil kajian terhadap 900 isolat khamir yang mampu melakukan
fermentasi menggunakan berbagai jenis sumber karbo didapat-
kan lima isolat dengan kemampuan produksi etanol cukup ting-
gi*® (Gambar 4). Selanjutnya isolat tersebut digunakan untuk pe-
nelitian rekayasa genetika untuk menghasilkan “super microbe”
yang mampu memproduksi etanol dari bahan karbohidrat kom-
pleks*®. Dalam bidang biofuel sebenarnya ada kelompok lain
yang mampu mengakumulasi lipid melebihi yang diperlukan




untuk metabolisme kehidupan. Sel khamir tersebut dikenal se-
bagai khamir oleaginous®%.

4.2 Khamir Pengakumulasi Lipid Oleaginous

Khamir pengakumulasi lipid (oleaginous) telah dipelajari sela-
ma beberapa dekade, namun baru dalam beberapa tahun terakhir
ini pencarian strain khamir oleaginous semakin meningkat®6-¢7:68,
Hal ini disebabkan kesadaran global yang semakin meningkat
akan bahaya lingkungan, sosial, dan politik dari mengandalkan
bahan bakar fosil. Alternatif sumber energi terbarukan, seperti
biofuel sedang dalam pengembangan. Khamir oleaginous ada-
lah kandidat kuat karena beberapa di antaranya memiliki kapa-
sitas untuk mengakumulasi lipid sangat tinggi, terutama triasil-
gliserida. Penelitian penggunaan khamir oleaginous sebagai ba-
han baku biodiesel dimulai dengan isolasi mikroorganisme yang
diduga potensial dari berbagai sumber termasuk tanah, serasah,
dan biota laut. Telaah yang sangat intensif telah dilakukan ter-
hadap 439 isolat khamir asal tanah, serasah, dan sirih yang po-
tensial mengakumulasi lipid®: ¢,

Secara filogeni, khamir oleaginous bersifat polifiletik.
Sebanyak 964 isolat khamir yang dipelajari kemampuan
akumulasi lipidnya, dengan metode terbaru dan terstandar
terungkap bahwa khamir Basidiomycetous yang terdiri dari
Cryptococcus albidus, C. curvatus, C. magnus, C. terreus, Gue-
homyces pullulans, Rhodosporidium diobovatum, Rhodotorula
toruloides, R. colostri, R. glutinis, R. gramins, R. mucilaginosa,
Trichosporon guehoa, dan khamir ascomycetous yeast spesies
Lipomyces lipofer, L. starkeyi, L. tetrasporus, dan Yarrowia
lipotica merupakan khamir potensial pengakumulasi lipid”-°¢-8,
Sebanyak 34 isolat khamir dilaporkan memiliki kemampuan
untuk mengakumulasi lipid lebih dari 20% (b/b) dari berat sel
kering. Beberapa di antaranya bahkan dapat terakumulasi lebih




dari 40%. Akumulasi lipid bervariasi di antara marga dan di
antara strain dalam kelompok jenis. Kisaran akumulasi lipid
adalah dari 5,4% (Rhodosporidium paludigenum InaCC Y-249)
hingga lebih dari 42,80% untuk Cryptococcus luteolus InaCC
Y-265%.

Kandungan lipid dari strain dari jenis atau marga yang sama
cukup bervariasi. Dua dari sepuluh strain Candida mampu
mengakumulasi lipid lebih dari 40% dari berat sel kering, yaitu
C. azyma InaCC Y-296 dan C. oleophila InaCC Y-306. Di antara
13 jenis Cryptococcus hanya satu jenis, Cryptococcus luteolus
InaCC Y-265 dapat mengakumulasi lebih dari 40% lipid. Enam
dari tujuh strain Debaryomyces mampu mengakumulasi lipid
antara 27% sampai 33%®*. Produksi lipid jelas terkait dengan
pertumbuhan. Total biomassa yang dihasilkan sangat bervariasi
dari 2,5 g/L (Debaryomyces subglobosus InaCC Y-297) hingga
10,9 g/L (Candida oleophila InaCC Y-306). Produksi biomassa
dan akumulasi lipid beragam di antara jenis dari marga yang
sama dan bahkan strain dari jenis yang sama®-’.

Selain khamir oleaginous dilaporkan juga kelompok khamir
yang mampu menghidrolis selulosa dan memanfaatkannya untuk
memproduksi lipid (triasil gliserol). Kelompok ini dinamakan
selulo-oleaginous. Sebanyak 78 isolat mampu menghidrolisis
selulosa dan beberapa di antaranya merupakan kandidat untuk
jenis baru Yamadazyma aff. scolyti, Candida aff- tenuis, Candida
aff. silvatica, dan Yamadazyma aff. Mexicana®. Hal ini mene-
gaskan bahwa khamir Indonesia memiliki keunikan jenis dan
keragaman fisiologi yang tinggi. Tanaman sirih merupakan salah
satu sumber khamir. Tanaman sirih tidak hanya merupakan sum-




ber obat akan tetapi juga sebagai sumber khamir yang mampu
mengakumulasi lipid **.

Candida intermedia InaCC Y-167, C. orthosilopsis InaCC
Y-302, C. oleophila InaCC Y-306, Crytococcus flavescent InaCC
Y-306, dan Rhodotorula minuta InaCC Y-1508 dilaporkan mam-
pu mengasimilasi xilosa dan mengakumulasi lipid (Gambar 5).

Karboksimetil selulosa juga diasimilasi oleh khamir peng-
akumulasi lipid Candida intermedia InaCC Y-167, C. orthosilo-
psis InaCC Y-302, C. oleophila InaCC Y-306, dan Crytococcus
flavecent InaCC Y-161. Akumulasi lipid dan hidrolisis selulosa
yang dilakukan oleh strain terpilih apabila ditumbuhkan pada
limbah pertanian pretreated untuk sumber makanan biofuel
mengindikasikan bahwa isolat khamir adalah kandidat yang
baik untuk khamir oleaginous, hal ini menyiratkan bahwa
Candida orthopsilosis (InaCC Y-302) dapat memanfaatkan
selulosa sebagai sumber karbon untuk akumulasi lipid***’. De-
ngan demikian, penelitian yang telah dilakukan menunjukkan
bahwa selulosa dapat digunakan sebagai sumber karbon untuk
akumulasi lipid oleh khamir oleaginous dan C. orthopsilosis
InaCC Y-302 memiliki potensi untuk digunakan sebagai bahan
penelitian sistem anaerobik-aerobik dan telah didaftarkan
sebagai paten. Keunikan karakter fisiologi tersebut selanjutnya
digunakan untuk pengolahan limbah kelapa sawit dan telah
didaftarkan untuk paten dengan nomor P00201404542.

4.3  Peluang Penggunaan Khamir Untuk Produksi Bahan
Obat

Di samping untuk fermentasi etanol dan biodiesel, khamir juga
telah dimanfaatkan untuk produksi senyawa bahan baku obat,
seperti biosurfaktan. Mannosylerythritol Lipids (MEL's) adalah
biosurfaktan glikolipid yang mengandung 4-O-B-D-mannopyra-




nosyl-meso-erythritol sebagai gugus hidrofilik dan asam lemak
sebagai gugus hidrofobik. MEL banyak diproduksi oleh bebe-
rapa jenis mikroorganisme dan merupakan salah satu biosurfak-
tan paling menjanjikan untuk diproduksi secara massal. Penca-
rian untuk produser endogen novel MEL dilakukan berdasarkan
koleksi strain khamir Indonesia yang tersedia di InaCC, teruta-
ma dari marga Pseudozyma.

P. hubeiensis InaCC Y-277 sangat potensial untuk mempro-
duksi MEL dari minyak kedelai. Asam lemak utama MEL yang
diproduksi oleh P. hubeiensis InaCC Y-277 adalah asam C-18,
sangat berbeda dengan asam MEL-C yang diproduksi oleh galur
Pseudozyma lain, seperti P. antarctica dan P. shanxiensis. Pro-
duk utama, MEL-C yang diproduksi oleh P. hubeiensis InaCC
Y-277 menunjukkan aktivitas penurunan tegangan permukaan.
Hasilnya menunjukkan bahwa P. hubeiensis InaCC Y-277 yang
baru diisolasi memberikan efisiensi tinggi dalam produksi MEL
dan karenanya akan sangat menguntungkan dalam produksi
komersial biosurfaktan yang menjanjikan>®°.

4.4  Peluang Bioprospeksi Mikroorganisme Lain

Selain khamir, kerabat dekatnya, yaitu fungi’®’' dilaporkan
mempunyai kemampuan untuk menghasilkan enzim fitase'’*,
produksi enzim amilase® produksi asam sitrat?’, produksi me-
tabolit sekunder yang digunakan untuk pengembangan industri
herbal terstandar’". Selain itu, Aktinomisetes digunakan untuk
produksi enzim selulase**.

4.5 Praperlakuan untuk Substrat Komplek

Indonesia sangat kaya akan limbah pertanian yang dapat diman-
faatkan sebagai substrat oleh khamir pengakumulasi lipid’*’.
Umumnya khamir tidak mampu menggunakan sumber kar-
bohidrat kompleks. Praperlakuan dengan cairan ionik, seperti




1-etil-3-methylimidazolium klorida dengan konsentrasi seki-
tar 4% atau asetat adalah metode efektif untuk menghidrolisis
lignoselulosa. Penelitian telah dilakukan oleh Pusat Penelitian
Biologi BRIN bekerjasama dengan University California Davis,
USA menggunakan 46 jenis khamir oleaginous dari taksa yang
beragam dengan menggunakan ionic liquid (IL) 1-ethyl-3-me-
thylimidazolium asetat hingga 4% memberikan hasil enam
strain khamir toleran terhadap senyawa purfural. Strain ini
dapat digunakan sebagai kandidat untuk penelitian biofuel ber-
basis lignoselulosa’.

Telah dilakukan pada isolat khamir yang mampu menggu-
nakan substrat karboksimetil selulosa, yaitu Candida ortopsilo-
sis InaCC Y-302, C. oleophila InaCC Y-306, dan Lipomyces sp.
InaCC Y-730. Selama masa inkubasi, aktivitas CMC-ase dipan-
tau untuk menentukan aktivitas hidrolitik ragi oleaginous®. Ha-
sil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas selulase dari semua
strain yang diuji (Y09GS34, Y09GS48, dan 10381) lebih tinggi
pada media terbatas N dengan CMC 2%, yaitu masing-masing
1,193; 0,633 dan 1,233 unit per jam. C. ortopsilosis InaCC
Y-302 menunjukkan akumulasi lipid tertinggi (63,75% per berat
kering sel). Komposisi lipid dari C. orthopsilosis (InaCC Y-302)
termasuk asam palmitat, asam stearat, asam linoleat, dan asam
oleat. Hasil ini menunjukkan khamir berpotensi sebagai sumber
lipid untuk pembentukan biodiesel.




V. KETERSEDIAAN KHAMIR UNTUK
PENGEMBANGAN BIOFUEL DAN BIOINDUSTRI

Sumber daya mikroorganisme merupakan salah satu aset ne-
gara yang sangat penting untuk pengembangan bioindustri se-
bagai penunjang perkembangan ekonomi nasional. Sebagai
perangkat pengaturan pengelolaan mikroorganisme diperlukan
payung hukum yang selaras dengan Convention on Biodiversity
(CBD) dan Protokol Nagoya. Sejalan dengan gagasan tersebut,
LIPI menginisiasi penyusunan Peraturan Pemerintah tentang
pengelolaan Mikroorganisme. Melalui kerjasama tim Peratur-
an Presiden, dukungan dari Sekretariat Negara, Kementerian
Hukum dan HAM, Kementerian Kehutanan dan Lingkungan
Hidup, Kementerian Pertanian, Kementerian Kelautan dan Per-
ikanan, Kementerian Kesehatan, dan Forum Komunikasi Ku-
rator Mikroorganisme, Peraturan Pemerintah No. 1 tahun 2021
berhasil diterbitkan. Perpres ini mengatur akses legal pengelo-
laan mikroorganisme Indonesia, yang meliputi pelindungan dan
pemanfaatannya untuk kemaslahatan bangsa. Payung hukum ini
juga memuat ketersediaan biak yang valid dan berkualitas untuk
mendukung kegiatan penelitian dan pengembangan biofuel dan
bioindustri.

5.1 Peran kultur koleksi

Kultur koleksi mikroorganisme memegang peran sangat penting
dalam menyimpan mikroorganisme Indonesia dan melakukan
proses distribusi yang dapat dijadikan sebagai acuan dan material
hidup penting untuk mendukung penelitian dan pengembangan.
Kultur koleksi InaCC (Indonesian Culture Collection-BRIN)
sampai saat ini telah menyimpan sekitar 4.500 isolat khamir
yang dapat digunakan untuk penelitian dasar, bioprospeksi da-
lam bidang pangan, energi, kesehatan, dan lingkungan. Kultur




koleksi InaCC merupakan kultur koleksi nasional dan telah
ditetapkan sebagai Pusat Unggulan IPTEK Sumberdaya Mikro-
organisme Nasional oleh Kementerian Riset dan Teknologi. In-
aCC merupakan pusat penyimpanan dan distribusi mikroorgan-
isme untuk keperluan pengembangan bioprospeksi.

5.2  Teknologi penapisan

Salah satu awal dari penelitian bioprospeksi adalah penapisan
biak-biak potensial sehingga dapat lebih mengefisienkan pene-
litian selanjutnya’®. Teknik kultivasi dan penapisan cepat mikro-
organisme pengakumulasi lipid telah dikembangkan dengan
menggunakan senyawa nile red sebagai titik awal pengembang-
an teknologi biofuel. Protokol determinasi cepat ini didasarkan
atas penggunaan fluorescent lipophilic dye yang mampu secara
akurat berinteraksi dengan triasilgliserol sebagai senyawa uta-
ma lipid droplet di dalam sel khamir dan optimasi pelarut yang
dapat meningkatkan permeabilitas sel sehingga lebih meng-
efisienkan penggunaan senyawa pewarna lipid”’. Sistem deteksi
lipid ini dapat melakukan deteksi sebanyak 96 isolat secara si-
multan. Teknik ini juga dapat digunakan untuk mengetahui sum-
ber karbon yang dapat mudah diubah menjadi triasilgliserol dan
dapat digunakan untuk mengetahui teknik kultivasi yang paling
cepat untuk memproduksi intraseluler lipid. Selanjutnya teknik
terus dapat dikembangkan sehingga lebih mudah dan akurat un-
tuk mendukung penelitian biofuel, terutama biodiesel berbasis
mikrorganisme.

5.3 Pentingnya kerjasama

Biodiversitas khamir di Indonesia dipastikan sangat tinggi se-
hingga diperlukan pengembangan teknik-teknik analisis yang
mumpuni secara teknologi kekinian. Hal ini memacu para pe-
neliti asing untuk mengekplor diversitas jenis dan variabilitas




fisiologinya dan banyak menawarkan alih teknologi analisis-
nya. Kekayaan mikroorganisme lain, seperti kapang juga cukup
tinggi dengan variabilitas fisiologi yang sangat penting untuk
mendukung produksi energi terbarukan, enzim hidrolisis, seperti
fitase, amilase, selulase, dan protease +>°.

Kajian diversitas dan fisiologi tersebut harus terus menerus
dilakukan melalui kerjasama antar peneliti nasional, internasi-
onal, dan antar kultur koleksi. Adanya mikroorganisme yang
telah terbukti nyata memiliki nilai ekonomi dan telah dipaten-
kan menjadi salah satu bukti bahwa mikroorganisme Indonesia
sangat potensial untuk dikembangkan. BRIN memprakarsai
kerjasama kultur koleksi mikroorganisme yang ada di Indonesia
dan dasar formal yang mengatur kerangka kerja sama sudah
didiskusikan dengan stakeholder terkait, dan pada saat ini telah
disahkan Peraturan Presiden No. 1 /2021 tentang “Pengelolaan
Mikroorganisme Nasional” yang merupakan peraturan perun-
dangan yang komprehensif terkait pengelolaan Mikroorganisme
di Indonesia.




VI. KESIMPULAN

Indonesia sebagai negara kepulauan dengan berbagai tipe eko-
sistem merupakan sumber keragaman jenis khamir yang tinggi.
Sekurang kurangnya terdapat 125 taksa dari isolasi khamir dari
alam dan pangan tradisional dan banyak di antaranya merupa-
kan jenis baru.

Pengembangan teknik isolasi memungkinkan ditemukannya
berbagai jenis khamir yang memiliki karakter fisiologi yang
dapat digunakan untuk memproduksi biofuel, seperti etanol,
lipid (biodiesel), enzim, surfaktan, asam organik, obat, dan
asam lemak yang dapat dikembangkan lebih lanjut untuk
pengembangan biofuel dan bioindustri.

Bioprospeksi khamir untuk pengembangan biofuel dan
bioindustri dapat dilakukan lebih cepat dan efisien melalui
penggunaan isolat terpilih yang telah divalidasi oleh taksonom.
Selanjutnya, taksonom memberikan rekomendasi kepada
peneliti bioprospeksi tentang karakter fisiologi khusus dari isolat
sesuai dengan produk yang akan dikembangkan.

Khamir yang telah diisolasi dan diverifikasi karakter fisiologi-
nya harus disimpan di lembaga kultur koleksi mikroorganisme
dengan standar manajemen yang baik untuk selanjutnya dapat
digunakan setiap saat dan didistribusikan untuk kegiatan peneli-
tian dan pengembangan yang selanjutnya dapat digunakan untuk
pembuatan produk yang bernilai ekonomi.




VII. PENUTUP

Indonesian culture collection memiliki sekitar 350 biak khamir
potential untuk dikembangkan pada industri biofuel. Beberapa
teknologi pendukung untuk biofuel telah dikuasai dengan baik
yaitu teknologi penapisan yang mampu dengan cepat mengeta-
hui khamir potensial sebagai pengakumulasi lipid dan teknologi
cepat untuk penapisan khamir penghasil etanol. Telah dilaku-
kan penjajakan kerja sama nasional dengan Pertamina dan kerja
sama internasional tentang pemanfaatan limbah lignoselulosa
pendukung industri green biofuel. Perlu pengembangan metoda
scale up dari pilot plan menjadi skala industri.

Kerangka pengembangan tersebut dapat dimulai dengan
pembentukan zona pengembangan industri green biofuel.Selain
itu, industri pangan fungsional dapat memanfaatkan informasi
nutrisi dan keistimewaan makanan fermentasi.

Peraturan Presiden No. 1/2021 dibuat untuk melindungi
kekayaan mikroorganisme Indonesia. BRIN telah menjadi ini-
siator Perpres tentang pengelolaan mikroorganisme. Secara garis
besar Perpres ini mengatur enam hal, yaitu (1) akses terhadap
sampel yang mengandung mikroorganisme; (2) perlindungan
mikroorganisme melalui mekanisme penyimpanan mikroorgan-
isme mengikuti standar internasional; (3) pendistribusian mikro-
organisme serta pemanfaataanya untuk kepentingan nasional;
(4) perjanjian pengalihan material; (5) pengelolaan pangkalan
data mikroorganisme; dan (6) pembinaan serta pengawasan
pengelolaan mikroorganisme.
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