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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi enzim
fitase dihasilkan oleh bakteri yang diisolasi dari sumber air panas Rimbo Panti
Pasaman. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Teknologi Industri Pakan
dan Mikrobiologi FMIPA. Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan tiga kali ulangan pada setiap perlakuan.
Hasil penelitian diperoleh 4 isolat bakteri dan 3 isolat bakteri yang mempunyai
kemampuan mendegradasi asam fitat yaitu N1, N3, dan N4. Namun setelah
dilakukan skrining isolat N4 mempunyai kemampuan mendegradasi asam fitat
dengan aktivitas enzim tertinggi (39.8 mL/mnt).

Bakteri isolat N4 adalah gram-positif, berspora dan berbentuk batang.
Selanjutnya isolat N4 ditumbuhkan pada medium cair untuk memproduksi enzim
fitase. Enzim fitase yang dihasilkan kemudian dikarakterisasi berdasarkan pH dan
temperatur optimum serta stabilitas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim
fitase yang dihasilkan mempunyai pH optimum 6-7.5, sedan§kan temperatur
optimum diperoleh 90°C dan temperatur stabilitasnya 30-90°C. Berdasarkan
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa enzim fitase yang dihasilkan isolat N4
adalah termostabil yang dapat diaplikasikan pada industri pakan ternak.
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1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Gandum dan biji-bijian merupakan bahan pakan asal tanaman dimana
lebih dari 90% hasil panen dunia merupakan bahan pakan utama bagi ternak
monogastrik. Pada umumnya biji-bijian mengandung senyawa fitat (Myo-
inositol Hexakisphospat) yang dapat mengikat mineral fosfor sehingga tidak
dapat dimanfaatkan oleh ternak terutama ternak monogastrik.

Ternak monogastrik seperti babi dan unggas serta ikan tidak mampu
mendegradasi senyawa fitat yang mengikat fospor karena tidak ada enzim
fitase pada alat pencernaan menyebabkan rendahnya ketersediaan unsur fospat
bagi ternak. Untuk memenuhi kebutuhan fosfor ternak maka kedalam ransum
perlu ditambahkan mineral fospat inorganik. Fospat yang tidak dicerna oleh
ternak akan dikeluarkan melalui feces sehingga dapat menyebabkan terjadinya
pencemaran air sungai, danau, dan tanah. Kelebihan konsentrasi fospat pada
lingkungan dapat menyebabkan eutrophication yaitu terjadinya pencemaran
perairan yang akan menyuburkan alga beracun dan dapat membunuh ikan.

Beberapa peneliti telah mengisolasi thermo fitase dari bakteri dan
kapang yang berasal dari luar Indonesia. Jenis kapang penghasil thermoenzim
fitase adalah Aspergillus ficuum (Ullah, 1988), Neurospora crassa (Xiao-Ling
et al., 2006). Enzim fitase yang ditemukan pada bakteri seperti Pseudomonas
sp (Irving dan Cosgrove, 1971), Bacillus sublitis (Powar dan Jagannathan,
1982), Klebsiella sp (Shah ;ian Parekh, 1990), B. sublitis(natto) (Shimizu,

1992 ), Esherichia coli ( Greiner et al., 1993), Enterobacter sp 4 (Yoon et al.,



1996 ) dan Bacillus sp (Choi et al., 2001; Kerovuo et al., 1998; Kim et al.,
1998). Namun dalam penggunaan enzim ini terkendala pada tidak tahannya
enzim fitase terhadap pemanasan selama proses pelleting ransum yang dapat
mencapai suhu >85°C (Kirkpinar dan Basmacioglu, 2006). Peningkatan
temperatur pada proses pelleting ini dapat mengakibatkan kerusakan aktivitas
enzim fitase yang dicampurkan ke dalam ransum.

Untuk mendapatkan enzim yang stabil terhadap suhu tinggi perlu
diisolasi mikroorganisme penghasil enzim fitase seperti pada sumber air
panas. Oleh karena belum adanya informasi mengenai bakteri termofilik
penghasil enzim fitase pada sumber air panas di Rimbo Panti Kabupaten
Pasaman Timur Propinsi Sumatra Barat maka dilakukan penelitian untuk
mengisolasi dan karakteristik bakteri termofilik lokal baru penghasil enzim
fitase yang berasal dari sumber air panas. Selanjutnya diharapkan dapat lebih
sesuai digunakan terutama pada industri pakan ternak non-ruminansia.

B. Perumusan Masalah

Permasalahan dalam penelitian ini ialah belum ditemukan adanya
mikroorganisme lokal penghasil enzim fitase yang stabil pada pH rendah dan
temperatur tinggi sebagai feed aditif.

C. Tujuan dan Manfaat Penelitian

1. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan karakteristik bakteri
penghasil enzim fitase baru yang stabil pada temperatur tinggi dari sumber

air panas.



2. Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi kepada
peneliti untuk penelitian selanjutnya dalam memproduksi enzim fitase yang
stabil pada temperatur tinggi untuk meningkatkan produksi ternak dan
pengembangan industri pakan ternak.

D. Hipotesis Penelitian

Hipotesis Penelitian ini adalah mengisolasi dan karakterisasi bakteri
penghasil enzim fitase dari sumber air panas akan memperoleh isolat bakteri

penghasil enzim fitase yang tahan terhadap temperatur tinggi dan pH rendah.



1I. TINJAUAN PUSTAKA

A. Asam Fitat

Asam fitat ( mio-inositol- 1, 2, 3, 4, 5, 6-heksakisfosfat) adalah
senyawa cadangan utama fosfor pada tanaman yang terikat dalam bentuk asam
fitat ( Konietzny dan Greiner, 2004 ; Cao et al., 2007). Dan senyawa anti
nutrisi didalam biji-bijian, legum dan minyak biji-bijian ( Pallauf dan Rimbach,
1996; Martin et al., 2005). Delapan puluh persen kandungan total fospor pada
tanaman disimpan dalam bentuk asam fitat ( Cao ef al., 2007). Asam fitat
didalam biji-bijian berfungsi. 1). Sebagai gadangan Fospor, 2). Sebagai
simpanan energi ; 3). Sebagai sumber kation ; 4) sebagai sumber mio-inositol;
5). Sebagai inisiasi dormasi ( Redyy et al., 1989).

Asam fitat dapat berikatan dengan protein pada kisaran pH yang luas
membentuk komplek asam fitat-protein-mineral. Asam fitat mempunyai
muatan negatif yang kuat pada pH asam. Pada kondisi ini asam fitat sangat
mudah berikatan dengan protein karena titik isoelektrik protein tanaman
umumnya pH 4,0-5,0. Pada pH intermediet ( pH 6,0-8,0) baik asam fitat
maupun protein tanaman mempunyai muatan negatif ( Selle et al., 2000).

lkatan protein tanaman dengan asam fitat menurunkan kelarutan dan
daya cerna protein sehingga menurunkan nilai nutrisinya. Komplek asam fitat
dengan protein seperti enzim tripsin, pepsin, a-amylase, dan [-galaktosidase
juga menyebabkan penurunan aktivitas enzim pencernaan

( Sing dan Krikorian, 1982).



Pembentukan komplek asam fitat pada mineral dalam usus juga dapat
menghambat penyerapan mineral seperti Ca, Fe, Zn, dan Mg
( Selle et al., 2000) sehingga dapat menurunkan bioavailabilitasnya sangat
dipengaruhi oleh asam fitat. Penambahan asam fitat dalam ransum tikus dapat
menurunkan bioavalabilitas mineral tersebut ( Pallauf dan Rimbach, 1996).

B. Enzim Fitase dan Mikroorganisme Penghasil Fitase

Enzim adalah senyawa organik yang terdiri atas asam amino yang
membentuk struktur tiga dimensi yang komplek yang dihasilkan oleh setiap sel
hidup dan berfungsi sebagai biokatalis (Pelczer dan Chan, 1986). Walaupun
dalam tubuh ternak enzim dapat diproduksi sendiri sesuai dengan kebutuhan
namun penambahan enzim pada ransum kadang kala masih dibutuhkan. Hal ini
disebabkan beberapa faktor seperti adanya anti-nutrisi pada bahan pakan
rendahnya efisiensi kecernaan bahan pakan dan ketidak tersediaannya enzim
tertentu dalam tubuh ternak.

Bahan-bahan pakan yang kaya karbohidrat seperti gandum, barley,
jagung, bungkil kedela, dan lainnya mengandung unsur fosfor yang terikat
dalam bentuk asam fitat (myo-inositol hexa dihidrogen phospat) sehingga
ternak tidak dapat memanfa'atkan fospat yang berasal dari fitat. Grup fospat
yang bermuatan negatif mengikat kuat kation seperti Ca™, Mg #Zn?, Cu”,
Mn'?, Fe? dan K'?* membentuk garam-garam yang tidak larut sehingga
mempengaruhi kecernaan dan penyerapan mineral ini oleh ternak dan
menurunkan ketersediaannya (Gargova et al., 1997). Grup fospat yang terdapat
pada fitat dapat juga berintegrasi dengan protein, pati, dan lemak dalam bahan

makanan sehingga mempengaruhi kecernaannya oleh ternak unggas.



Fitase adalah salah satu contoh enzim yang digunakan pada ternak
monogastrik untuk meningkatkan ketersediaan mineral bagi ternak  (Edwards,
1993) dan dapat meningkatkan performan ayam petelur (Van der Klis et al.,
1996), karena mineral pada bahan pakan diikat oleh senyawa asam fitat.
Rendahnya ketersediaan mineral pada ternak monogastrik dapat diatasi dengan
penambahan enzim fitase. Dengan mensuplai fitase dalam ransum ternak akan
dapat meningkatkan ketersediaan fospor, Ca, Zn, dan asam amino bagi ternak.
Pemberian enzim fitase pada ternak non-ruminansia dapat dilakukan dalam
bentuk tepung atau cairan pasca pelleting(Garrett et al., 2004).

Fitase ( Mio-inosol-heksafosfat fosfohidrolase) tersebar luas dialam
karena bisa ditemukan pada mikroorganisme (kapang, bakteri, dan Ragi),
tumbuhan dan beberapa jaringan hewan (Konietzny dan Greiner, 2004 ; Cao et
al., 2007). Enzim fitase dapat dibagi dua kategori yaitu 3-fitase (EC.3.1.38)
yang berasal dari mikroorganisme dan 6 fitase (EC. 3. 1. 3. 26) berasal dari
tanaman (IUPAC-IUB, 1977). Klasifikasi ini berdasarkan pada grup fospor
pertama pada cincin myo-inositol hexaphosphate yang diserang oleh enzim.
Posisi grup fosfor yang diserang oleh enzim fitase pada asam fitat dapat dilihat
pada Gambar 1.

o
]
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|
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Gambar 1. Skema aksi enzim fitase terhadap senyawa fitat.




Enzim fitase yang berasal dari tanaman kurang efektif di dalam usus

ternak karena mempunyai spektrum pH yang sempit jika dibandingkan dengan
fitase yang berasal dari mikroba (Simons et al, 1990) dan pada pH rendah
enzim fitase yang berasal dari tanaman dapat mengalami denaturasi. Stabilitas
enzim fitase dari tanaman menurun pada pH dibawah 4 dan diatas 7.5,
sedangkan enzim fitase dari mikroba lebih stabil walaupun pada pH diatas 8
dan dibawah 3 (Greiner dan Konietzny, 2006). Selain itu enzim fitase dari
tanaman tidak tahan terhadap peningkatan temperatur dan aktifitasnya menurun
bahkan hilang selama proses pelleting (Jongbloed and Kemme, 1990).

Beberapa jenis enzim fitase yang berasal dari mikroorganisme tersedia
secara komersil yaitu 3-fitase yang berasal dari Aspergillus niger dan 6 -fitase
yang berasal dari Peniophora lycii dan Escherichia coli. Enzim fitase lebih
banyak ditemukan pada kapang, terutama pada jenis Aspergillus. Shieh dan
Ware (1968 ) melaporkén lebih dari 2000 mikroorganisme yang diisolasi dari
tanah untuk memproduksi enzim fitase. Sebagian besar isolat yang didapat
adalah penghasil enzim fitase intraselluler. Enzim fitase yang dihasilkan dari
berbagai sumber dapat dilihat pada pada Tabel 1.

Enzim fitase ditemukan pada bakteri seperti Aerobacter aerogenes
(Greaves et al., 1967), Pseudomonas sp (Irving dan Cosgrove, 1971), Bacillus
sublitis (Powar dan Jagannathan, 1982), Klebsiella sp (Shah dan Parekh, 1990),
B. sublitis (natto) (Shimizu, 1992), Esherichia coli ( Greiner et al., 1993),
Enterobacter sp 4. (Yoon et al., 1996 ) dan Bacillus sp DSII (bentuk dari B.

amyloliquefacien ) (Kim et al., 1998a).




Tabel 1. Jenis Organisme dan Lokasi Penghasil Enzim Fitase

Paramecium

Jenis Organisme Lokasi Acuan
1. Jenis Kapang
A.. niger NRRL 3135 EX (Shieh er al., 1969)
A.. flavus EX (Shich dan Ware, 1968)
A.. terrus EX (Yamada et al., 1968)
A.. carneus EX (Ghareib, 1990)
A.. oryzae EX (Shimizu, 1993)
A.. fumigatus EX (Pasamaontes, 1997)
Mucor sp EX (Shieh dan Ware, 1968)
Penicillum sp EX (Shieh dan Ware, 1968)
Penicillum caseoicolum EX (Amano Pharmaceutical, 1995)
Rhizopus oligosporus IN dan EX (Sutardi dan Buckle, 1988)
II. Ragi
Sacrharomyces cerevisiae EX (Nayini dan markakis, 1984)
Sacrharomyces castelii EX (Lambrechts et al., 1992)
Kluyveromyces fragilis EX (Lambrechts et al., 1992)
Candida tropicalis 25,4 (Lambrechts ef al., 1992)
Torulopsis candida EX (Lambrechts et al., 1992)
Debaryomyces castelii EX (Lambrechts et al., 1992)
II1. Bakteri
Bacillus subtilis EX (Powar dan jagannathan, 1982)
B subtilis (natto ) EX (Shimizu, 1992)
B. amyloliquefacies EX (Kim et al., 1998a, b)
Echerichia coli IN (Greiner et al., 1993)
Klebsiella aerogenes IN (Tambe et al., 1994)
K terrigena IN (Greiner et al.,, 1997)
K. oxytoca IN® (Jareonkitmongkol ef al., 1997)
Pseudomonas sp EX (Irving dan Cosgrove, 1971)
Enterobacter sp EX (Yoon et al., 1996)
Citrobacter freundii IN (Delucca et al., 1992)
V1. Tanaman.
Maize, germinanted IN (Laboure et al., 1993)
Soybaen seed IN (Gibson dan Ullah 1988)
Legume seed IN (Scott, 1991)
Typha latifolia, pollen IN (Hara et al., 1985)
IV. Binatang IN (Yang et al., 1991a, b)
Tikus, mucosa usus IN® (Craxton et al., 1997)
Tikus, dihati IN® (Freund et al., 1992)

EX = exra sellular

TN = intra sellular

® = periplasmic space

® = endoplasmic reticulum




C. Bakteri Termofilik

Mikroorganisme yang mampu tumbuh pada suhu diatas 40°C disebut
mikroorganisme termofilik. Mikroorganisme ini banyak ditemukan ditempat-
tempat tertentu misalnya tanah-tanah selalu terkena sinar matahari, bahan-
bahan yang sedang mengalami fermentasi seperti kompos dan di sumber air
panas (Brock, 1974).

Bakteri termofilik dapat dibagi menjadi 3 kelompok berdasarkan suhu
pertumbuhannya yaitu :

1. Termofilik fakultatif, memiliki suhu maksimal antara 50°C-65°C dan dapat
tumbuh dibawah suhu 30°C contohnya Bacillus coagulan dan juga Bacillus
stearotherophilus. |

2. Termofilik obligat, tidak dapat tumbuh dibawah suhu 40°C-42°C dan
memiliki suhu optimum antara 65°C-70°C. Contohnya kebanyakan dari strain
Bacillus stearotherophilus.

3. Termofilik Ekstrim, memiliki suhu maksimal diatas 70°C, suhu optimum
diatas 65°C dan suhu minimum diatas 40°C contohnya Thermus thermophilus,
bakteri gram positif yang diisolasi dari sumber air panas mineral Jepang dan
Bacillus caldolyticus ( friedman, 1992 ).

Secara fisiologis bakteri termofilik memberikan pengaruh untuk
mensistensis enzim yang bersifat tahan panas pada suhu tinggi. Bakteri
termofilik mempunyai protein yang stabil pada suhu tinggi dan tahan terhadap
proses denaturasi dan proteolisis (Kumar and Nussinov, 2001). Selain itu
komponen-komponen pembentuk protein seperti ribosom dan struktur pada

membran sel bersifat tahan panas hal ini disebabkan karena bakteri termofilik




mempunyai membran yang kandungan lipidnya lebih kaya akan asam lemak
jenuh sehingga memungkinkan membran untuk tetap stabil pada suhu tinggi
( Friedman, 1992 ).

Enzim yang diproduksi dari bakteri termofilik tidak hanya mempercepat
reaksi pad# temperatur yang relevan, tapi bakteri termofilik juga lebih stabil
dibandingkan yang lain seperti mesofilik dan psikrofilik. Enzim yang
dihasilkan oleh bakteri ini dapat disimpan dalam waktu yang cukup lama dan
dapat juga membantu peneliti untuk memanipulasi protein pada kondisi-kondisi
eksperimental yang dapat menonaktifkan suatu molekul yang lebih labil.
Akhir-akhir ini enzim termostabil banyak digunakan sebagai zat tambahan
pada deterjen untuk memproduksi pemanis alami dan digunakan pada pabrik
fermentasi (Friedman, 1992).

Aplikasi enzim dalam bioteknologi semakin menuntut enzim yang
bersifat tahan lingkungan. Karena faktor yang paling merusak enzim adalah
temperatur maka bioteknologi mengarahkan usahanya kedua arah, usaha
pertama adalah mencari mikroba penghasil enzim-enzim termofilik dari sumber
alam, kedua para ahli bergerak dalam usaha rekayasa enzim yaitu dengan
melakukan imobilisasi enzim dan yang lebih canggih lagi dengan rekayasa
genetika mikroba penghasil enzim (Suhartono, 1989 ).

D. Faktor-faktor Yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim
1. pH (kosentrasi ion hidrogen)

Kosentrasi ion hidroécn (pH) ialah larutan yang sangat mempengaruhi

aktifitas suatu enzim. Setiap enzim mempunyai pH optimum tertentu dimana

pada pH tersebut keaktifan enzim paling tinggi. Pengaruh pH terhadap aktivitas
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enzim ditentukan oleh beberapa faktor, antara lain denaturasi dari enzim pada
pH yang sangat rendah atau pada pH yang sangat tinggi dan pengaruh terhadap
keadaan muatan listrik pada substrat enzim. Perubahan pada muatan enzim
mempengaruhi aktivitas enzim (Lehninger, 1995).

pH optimum enzim ﬁtasé bervariasi dari 2,2- 8,0 (Scott, 1991).
Sebagian besar fitase yang c!ihasilkan oleh mikroorganisme khususnya yang
berasal dari kapang mempunyai pH optimum antara 4,5 dan 5,6. Sedangkan
enzim fitase yang dihasilkan oleh 4. Fumigatus mempunyai pH optimum yang
luas yaitu 4,0 dan 7,3. Beberapa enzim fitase yang dihasilkan bakteri
khususnya yang dihasilkan oleh Bacillus mempunyai pH optimum pada pH
6,5-7,5. pH optimum fitase yang dihasilkan dari biji-bijian berkisar dari 4,0-
7,5. Dua alkalin fitase yang dihasilkan dari tanaman mempunyai pH sekitar 8,0
(Scott, 1991).

2. Temperatur

Temperatur sangat berperan terhadap aktivitas enzim. Laju reaksi enzim
meningkat sampai temperatur optimum kemudian berkurang dengan
meningkatnya temperatur diatas temperatur optimum. Pada temperatur dibawah
temperatur optimum laju reaksi enzim menurun karena belum semua enzim
teraktivasi (Lehninger, 1988). Kebanyakkan enzim mempunyai aktivitas
optimum pada temperatur antara 30 dan 40°C (Volk dan Wheeler, 1993).

Temperatur optimum dari beberapa organisme dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. pH dan Temperatur Optimum dari Jenis Enzim Fitase

Sumber fitase pH Temperatur Acuan
(hc)

Aspergillus oryzae 3.5 50 Shimizu (1993)
A. niger NRRL 3135 | 2.2; 58 Ullah and Gibson (1987)
A. terrus 5.0-5.5 70 Yamada et al. (1968)
A. carneus 4.5 40 Ghareib (1990)
A. carbonarius 5.6 53 Al Asheh and Duvnjak (1994)
Rhizopus oligosporus | 4.7 55 Sutardi and Buckle (1988)
Schwanniomyces 4.5 77 Sequeilha et al. (1992)
castelii 4.4 45 AmanoPharmaceuticals
Penicillium caseoicolum | 3 (1995)
Kiebsiella sp. 3 45 Shah and Parekh (1990)
K.- terrigena ; 6 2 Greiner et al. (1997)
Citrobacter freundii | 5 58 Delucca et al. (1992)
ESC’?‘-’"“’“" coli 2.7; 5.0 52 Greiner er al. (1993)
Bac:?{us sp. DS 11 4.5 55 Kim et al. (1998a)
subtilis (natto) 75 70 Shimizu (1992)
Typha latifolia, pollen | 6 -5 ND Hara et al. (1985)
Soybean seeds 4.5-4.8 55 Gibson and Ullah (1988)
Legume seeds) 8 ND Scott (1991)
Maize, germinated | 4.8 55 Laboure ef al. (1993)
Rat, intestinal mucosa | 7 5 75 Yang et al. (1991a)

ND = not determined

Kisaran temperatur aktivitas enzim fitase tergantung sumber enzimnya
beberapa temperatur optimum enzim fitase dari berbagai mikroba telah
dilaporkan. Mikio (1992) mendapatkan temperatur optimum enzim fitase yang
berasal dari B. subtillis (natto) N-77 adalah 60°C, sedangkan dari Enterobacter
sp, optimum pada temperatur 50°C. Enzim fitase yang diproduksi oleh
Aspergillus niger optimum pada temperatur 58°C, Schwanniomiyces castellii
optimum pada temperatur 7,7°C, dan Klebsiella aerogenes optimum pada
temperatur 45°C. Pandey et al.( 2001) menambahkan aktivitas enzim fitase dari

Bacillus sp optimum pada temperatur 55-60 °C.
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III. MATERI DAN METODA PENELITIAN

A. Materi penelitian
1. Bahan penelitian

Sampel air panas diambil di sumber air panas Rimbo Panti Kabupaten
Pasaman. Sampel diambil secara acak, sampel air dan Lumpur dimasukkan ke
dalam botol steril kemudian dibawa kelaboratorium disimpan pada suhu -20°C.
Bahan- bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Nutrient agar (NA),
Nutrient Broth (NB), Buffer karbonat, buffer acetat, buffer Tris-HCI,
Trichlorida acid (TCA), NaOH, spritus, air suling, kapas, tisu, Ekstrak yeast,
lugol, safranin, kain kasa, alkohol, kristal violet, soluble starch, asam fitat,
kertas whatman no 1, medium seleksi I, medium seleksi 1l (medium basal),
Amonium molibdat, asam askorbat, alumunium foil, NH4Cl, CaCO; ZnSO,,
FeS04.7H;0, CoCl,, H2SO4.

2. Peralatan Penelitian

Alat- alat gelas, mikropipet, botol universal, jarum ose, batang
pengaduk, corong, lampu spritus, timbangan analitik, autoclaf, termometer,
inkubator, lemari es, magnet stirer, hot plate, orbital shaker, pH meter,
sentrifugar, mikroskop, spektrometer, aluminium foil, penghitung jumlah

koloni, vortek, cawan petri, tabung reaksi, gelas piala.
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B. Metoda Penelitian

1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dua tahap yaitu tahap pertama mengisolasi dan
menyeleksi bakteri termofilik pengurai asam fitat yang hidup disumber air
panas Rimbo Panti Pasaman. Penelitian tahap dua yaitu melakukan produksi
enzim fitase dan meneliti pengaruh pH, temperatur dan stabilitas terhadap
aktivitas enzim fitase (karakterisasi). Metoda yang digunakan dalam penelitian

ini adalah metode deskriptif dengan tiga kali ulangan pada setiap perlakuan.

2. Isolasi dan Seleksi Bakteri Penghasil Fitase Tahap 1

Sampel 100 uL berupa air dan lumpur yang berasal dari Rimbo Panti
Pasaman diinokulasi kedalam nutricn broth (NB) dengan pengenceran 10,7 air
dimasukkan kedalam botol universal yang berisi 10 ml NB, diinkubasi pada
temperatur 50 “C selama 24 jam. Selanjutnya apabila terdapat kekeruhan dalam
NB berarti terjadi pertumbuhan bakteri, jika tidak berarti tidak terdapat
bakteri. Kemudian dilakukan pengeceran berseri dan diinokulasi kedalam
nutrien agar (NA) dan diinkubasi pada temperatur 50°C selama 48 jam
sehingga tumbuh koloni-koloni bakteri. Bakteri yang tumbuh dimurnikan
ditumbuhkan pada medium seleksi padat diinkubasi selama 48 jam (Fardiaz,
1989). Isolat-isolat yang tumbuh membentuk zona bening dinyatakan aktif
menghasilkan enzim fitase. Isolat-isolat kemudian ditumbuhkan pada NA

miring, sebagai stok bakteri Untuk lebih jelasnya dapat lihat pada Gambar 2.
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Seleksi Bakteni penghasil
enzim fitase

Medium Seleksi (0.05 %)

Asam Fitat

Aktivitas Enzim Fitase
(Kuantifatif) s

Zona Bening (Kualitat)

Pengaruh pH, Suhu dan Stabilitas
Aktivitas Enzim Fitase

Gambar 2. Skema Isolasi dan Karakteristik Bakteri Penghasil Enzim Fitase

3. Penentuan Diameter Zona Bening Bakteri Penghasil Enzim Fitase
Penentuan diameter zona bening sesuai dengan metoda Sasramiharja
(1998) isolat-isolat murni tersebut diinokulasi pada medium basal diareal petak
kurang lebih 2 cm dengan bantuan jarum ose dan diinkubasi selam 24 jam pada
suhu 50°C. Apabila bakteri tersebut merupakan galur yang baik diperoleh

diameter daerah bening disekitar koloni bakteri.
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4. Identifikasi Bakteri Isolat Penghasil Enzim Fitase

a. Pewarnaan Gram ( Fardiaz, 1989)

Kaca objek dibersihkan dari lemak dengan alkohol 96 % kemudian
teteskan aquades steril dipermukaan kaca preparat oleskan bakteri, kaca
preparat dipanaskan diatas nyala lampu spritus diratakan dan difiksasi setelah
dingin warnai dengan kristal violet sebanyak dua tetes selama 1 menit bilas
dengan air dan kering-anginkan. Hilangkan warna dengan penambahan alkohol
96 % selama 20 detik bilas dengan air dan dikering-anginkan, warnai kembali
dengan lugol sclama satu menit bilas dengan air, warnai kembali dengan
safranin selama 20 detik bilas dengan air dan kering-anginkan. Hilangkan
kelebihan air dengan dikering-anginkan kemudian amati dimikroskop
perbesaran 100 X 100 pm. Dari data pengamatan yang didapatkan diperoleh
apabila bakteri berwarna merah berarti bakteri negatif dan apabila warna
bakteri biru berarti bakteri gram positif. Selanjutnya uji bentuk morfologi
bakteri penghasil enzim fitase.

b. Pewarnaan Spora

Dibuat preparat oles, kemudian diberi larutan hijau malakit,
dipanaskan preparat selama 5 menit sehingga terlihat uap. Setelah preparat
dingin dicuci dengan air yang mengalir, diwarnai dengan safranin selama 1

menit. Dikering-anginkan dengan kertas saring dan diamati (Lay, 1994 5
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5. Seleksi Bakteri Penghasil Enzim Fitase Tahap I

a. Produksi enzim fitase

Dimasukkan 1 % biakan murni dari NB kedalam erlenmeyer yang
berukuran satu liter medium seleksi I, kemudian diletakkan pada water bath
pada suhu 60 °C, yang sebelumnya dimodifikasi dengan menambahkan pump
aquarium kedalam erlemeyer sehingga terjadi gelembung-gelembung udara
diinkubasi selama 96 jam.

Sampel diambil tiap hari untuk diukur aktivitas enzim fitase dan
pertumbuhan bakteria (CFU/mL). Enzim diisolasi dengan cara media
disentrifuse dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit, setelah itu ambil
supernatan. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim fitase.

b. Pengukuran Aktivitas Enzim Fitase (Chen et al, 2005 dimodifikasi)

Kedalam tabung reaksi dimasukkan 100 ul supernatan enzim kasar,
100 ul Na-fitat (1 mM) dan 300 ul bufferTris pH 7 diinkubasi pada suhu 50 y
selama 30 menit. Kemudian tambahkan 2 ml air dan 2,5 ml reagen ( 2 volume
air, 1 volume 6N asam sulfat, 1 volume 2,5 % amonium molibdat dan 1
volume asam askorbat), kemudian diukur absorban masing-masing sampel
pada spektrometer dengan panjang gelombang 630 nm. Pengujian dilakukan
dengan tiga kali ulangan pada temperatur 50 °C selama 30 menit. Prosedur
yang sama dilakukan untuk larutan standar pospat dan blangko berupa air
suling. Standar dibuat dari larutan 10 mM KH,PO4 dengan kosentrasi 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 100, 120, 140, 160, 180, 200 uM. Data pengukuran absorban

tiap-tiap kosentrasi fospat dapat dilihat pada Lampiran 4.
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Pada blangko inaktif enzim diganti buffer lalu ukur aktivitas enzim
berdasarkan serapan dengan spektrometer pada panjang gelombang 630 nm
(Hayward, 2007). Satu unit aktivitas enzim fitase didefinisikan sebagai jumlah
enzim yang dapat menghidrolisis 1 umol P; per/mL/ menit berdasarkan kurva
standar yang dapat Lampiran 4. Aktivitas enzim diukur dengan rumus

dibahwabh ini.

(Absorban— 0.022)

X10):30 menit
0.004

Aktivitas enzim = (

c. Pengukuran Kadar Protein Kasar Enzim fitase
Pengukuran enzim kasar dilakukan menurut metoda Bradford (1976).
Kadar protein terlarut ditentukan dengan kalibrasi kurva standar bovin serum
albumin (BSA) dengan kosentrasi 0, 6.25, 1.25,1.85, 2.5, 3.125, 3.75, 4.375, 5
mg/ml data pengukuran absorban tiap-tiap kosentrasi BSA dapat dilihat pada
Lampiran 3.
d. Sonicate membran sel bakteri
Mensonikasi membran sel bakteri dalam penelitian ini bertujuan
untuk menentukan enzim yang diperoleh apakah enzim ekstraseluler atau
intraseluler. Hal ini berdasarkan pada hasil penelitian dimana tiap-tiap isolat
diuji aktivitas enzimnya. Dalam pengujian aktivitas enzim fitase pada tiap-tiap
isolat terdapat aktivitas namun pada waktu pengukuran kadar protein enzim
kasar tidak ditemukan protein yang dikeluarkan oleh tiap-tiap isolat. Untuk itu
penelitian ini mencoba melakukan sonifikasi pellet pada salah satu isolat yaitu
isolat N 4.
Mensonikasi membran sel bakteri diperoleh dari produksi enzim fitase

dimana pellet dari produksi ini diambil selanjutnya pellet dicuci dengan buffer
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Tris-HC! 50 uM pH 7 sebanyak dua kali kemudian disentrifuse dibuang
supernatannya, setelah itu pellet dicuci lagi dengan buffer Tri-HCI sebanyak
dua kali, pencucian ini bertujuan untuk menghilangkan nutrien-nutrien yang
terikat pada membran yang akan mempengaruhi pengukuran aktivitas enzim
fitase ( Gusmanizar, 2004). Setelah itu pellet disonikasi selama 15 menit
kemudian disentrifuse untuk dipisahkan antara pellet dengan supernatan setelah
itu baru diukur aktivitas enzim fitase pada pellet dan supernatan.
6. Pengaruh pH, temperatur dan stabilitas terhadap aktifitas enzim fitase
a. Penentuan temperatur Optimum (Chen ef al, 2005 dimodifikasi)
Penentuan temperatur optimum untuk pengukuran aktivitas enzim
fitase dilakukan dengan mencampurkan enzim fitase sebanyak 100 ul, 300 ul
Tris-buffer pH optimum yang didapat scbelumnya, enzim dircaksikan dengan
substrat yaitu Na-fitat dengan kosentrasi fitat 1 mM sebanyak 100 ul.
Campuran reaksi diinkubasi pada temperatur berbeda selama 30 menit.
Kemudian ditambahkan 2 mL aquades dan 2,5 mL reagen phospat diinkubasi
pada temperatur 50°C selama 30 menit. Setelah itu diukur phospat yang
dibebaskan menggunakan spektrometer pada panjang gelombang 630 nm
(Hayward, 2007). Sebagai blangko digunakan buffer Tris-HCI untuk pengganti
inaktif-enzim.

b. Penentuan pH optimum terhadap Aktivitas Enzim Fitase
(Chen et al., 2005 dimodifikasi )

Penentuan pH optimum untuk pengukuran aktivitas enzim fitase
dilakukan dengan mencampurkan enzim fitase sebanyak 100 ul, 300 ul buffer
yang berbeda, enzim direaksikan dengan dengan substrat yaitu asam fitat

dengan kosentrasi fitat 1 mM sebanyak 100 ul campuran reaksi diinkubasi
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pada temperatur 50°C selama 30 menit. Kemudian ditambahkan 2 ml aquades
dan 2,5 reagen phospat diinkubasi pada temperatur 50°C selama 30 menit.
Setelah itu diukur phospat yang dibebaskan menggunakan spektrometer pada
panjang gelombang 630 nm (Hayward, 2007). Scbagai blangko digunakan
buffer Tris-HCI untuk pengganti inaktif-enzim.

c. Pengaruh Temperatur Terhadap Stabilitas Aktivitas Enzim Fitas:
(Chen et al., 2005 dimodifikasi )

Pengujian stabilitas temperatur enzim fitase dilakukan dengan
menggunakan 1 ml enzim dalam test tube pada temperatur yang berbeda yaitu
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C, diinkubasi selama satu jam, kemudian diukur
aktivitas enzim fitase seperti prosedur diatas. Sebagai blangko digunakan

buffer Tris-HCI untuk pengganti inaktif-enzim.

C. Prosedur Kerja Pembuatan Medium dan Reagen
1. Pembuatan medium nutrient agar
Ambil sebanyak 23 gram NA powder dilarutkan 1000 ml aquades
dihomogenkan dengan magnc;tic stirrer dan dimasukkan kedalam tabung reaksi
kemudian diautoclaf pada suhu 121°C tekanan 15 Ibs selamal5-20 menit.

2. Medium Seleksi I
Formulasi medium untuk menseleksi bakteri penghasil fitase adalah
modifikasi dari Gulati ef al. (2007) mengandung (g/L.): 1% glukosa, 0.5%
NHNOs, 0.05% KCl, 0.05% MgSO; .7H,0, 0.001% FeSOs .7H; O, 0.001%

MnSO 4.7H , O, 0.05%, Na-phytat, 2.0% agar, dibuat pada pH 5.5.
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3. Medium seleksi II (Medium basal )

Pada penelitian ini digunakan basal medium modifikasi dari Lan ef al.
(2002) mengandung (g/L): 10 gram glukosa, 4 gram soluble starch, 10 gram
trypticase pepton, 4 g Yeast extract, 0.5 g MgS04.7 H,0, 2 g (NH4);S0, dan
10 mL trace element pH 5.5 Komposisi trace element adalah (g/L): 0.003 g
CoCl;.6H,0, 0.05 g H3BO;, and 0.002 g FeCl,. 6H,0, 0.2g MgSO;-7H,0,
0.05g MnSO,4-H,0 ( Gusmanizar, 2004). Kultur diinkubasi selama 2 hari pada
suhu 50 °C (Elsorra et al., 2002).

Glukosa diautoklaf terpisah dengan bahan lain untuk menghindari
terjadinya reaksi pembentukan warna coklat. Sedangkan strelisasi Na-phytat
dilakukan dengan menggunakan 0.45 pm polytetrafluoroethylene (PTFE) filter
untuk menghindari terjadinya proses degradasi oleh pemanasan ( Gusmanizar,
2004). Medium seleksi I1 diatas dimasukan kedalam tiap-tiap botol universal
sebanyak 15 ml dan pH medium disesuaikan jadi 5,5 menggunakan 0,5 M
HCI. Kedalam medium di tambahkan 0.05 % Na-Fitat.

4. Pembuatan Reagen Fospat

Reagen fospat terdiri dari 10 % asam askorbat (10 gram dalam 100 ml
aquades), 2.5 % amonium molibdat (2.5 gram dalam100 ml aquades) dan 6 N
asam sulfat (18 ml dalam 108 ml aquades) kemudian komposisi diatas
dicampurkan menjadi satu bagian dengan perbandingan 2 bagian aquades, 1
bagian asam sulfat, 1 bagian amonium molibdat dan 1 bagian untuk asam

askorbat.
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5. Pembuatan Bradford Reagen

Bradford reagen yang mengandung (/L) 100 mg Coomassie Brilliant
Blue G-250 dalam 50 ml 95 % cthanol, kemudian ditambahkan 100 ml 85%
(v/v) HPOy, lalu volume dijadikan 1 liter dengan penambahan air suling.
Reagen ini dimasukkan pada botol yang berwarna coklat diletakkan pada suhu
kamar dan dapat disimpan selama satu bulan.

D. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan mulai dari bulan Mei 2008 sampai September

2008, dilaboratorium Teknologi Industri Pakan Fakultas Peternakan dan di

laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Andalas Padang.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Isolasi dan Seleksi Bakteri Penghasil Fitase Tahap I

Hasil isolasi terhadap bakteri sumber air panas Rimbo Panti Pasaman ini
diperoleh empat isolat (isolat N1, N2, N3 dan N4) dari keempat isolat ini hanya
tiga yang menghasilkan enzim fitase yang ditunjukkan dengan adanya zona
bening disekitar koloni (Gambar 3) yaitu isolat NI, N3 dan N4. Adanya zona
bening disekeliling koloni karena terjadinya hidrolisis asam fitat menjadi fosfor
oleh enzim fitase ekstraseluler yang dihasilkan yang berdifusi kedalam medium.
Menurut Selle et al (2006) menyatakan bahwa mikroorganisme yang
menghasilkan enzim fitase ekstraseluler mampu menghidrolisis asam fitat

menjadi fosfor sehingga wilayah disekitar lingkungan koloni terlihat bening.

Gambar 3. Isolat-isolat bakteri penghasil enzim fitase yang terlihat sebagai zona bening.S

Keterangan : N1 = luas zona beningnya 0.7 cm
N3 = luas zona beningnya 0.6 cm
N4 = luas zona beningnya 1 cm
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Adanya perbedaan antara isolat-isolat rimbo panti dalam menghasilkan
enzim fitase ekstraseluler disebabkan karena adanya perbedaan jenis isolat bakteri
tersebut dan kemampuannya dalam menghasilkan enzim juga berbeda-beda. Hal
ini sesuai dengan pendapat Fardiaz (1989) menyatakan bahwa mikroorganisme
berbeda kemampuannya dalam menghasilkan baik metabolisme sekunder maupun
primer seperti enzim.

Isolat N2 ditemukan tidak membentuk zona bening disebabkan karena
isolat ini tidak menghasilkan enzim fitase dan terlihat dari pertumbuhan koloni
yang kecil serta tidak berkembang dengan baik.

B. Identifikasi Bakteri Isolat Penghasil Enzim Fitase

Identifikasi morfologi bakteri meliputi pengamatan secara makroskopis
bentuk bakteri sedangkan mikroskopis untuk melihat bentuk sel bakteri. Hasil
yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 3, dan Gambar bentuk bakteri dan sel
bakteri dapat dilihat pada Lampiran 8.

Dari hasil penelitian didapat bahwa bakteri isolat N1 dan N3 merupakan
bakteri gram negatif ditandai dengan warna merah yang terlihat dibawah
mikroskop setelah melakukan perwarnaan gram, sel berbentuk batang dan tidak
memiliki spora. Sedangkan bakteri isolat N4 merupakan bakteri gram-positif yang
ditandai dengan berwarna lembayung/biru terlihat dibawah mikroskop setelah

melakukan perwarnaan gram, sel berbentuk batang dan memiliki spora.
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Tabel 3. Identifikasi Morfologi Bakteri Isolat Penghasil Enzim Fitase pada air
panas Rimbo Panti Pasaman

Kode Makroskopis Mikroskopis
isolat
Warna Bentuk Permukaan Pinggir koloni gram Bentuk | spora
koloni koloni sel
N1 Putih bulat cembung Bergelombang negatif batang | Tidak
susu
N3 Putih bulat ~ Rata Bergelombang | negatif | batang tidak
susu
N4 Putih bulat cembung Bergelombang positif batang Ber-
susu ] spora

Menurut Buchana dan Gibsons (1974) menyatakan bahwa semua jenis
Bacillus temasuk bakteri gram positif berbentuk batang, mempunyai endospora
yang tahan panas, beberapa species membentuk gas, menghasilkan enzim katalase,
bergerak dengan flagella, mampu memetabolisme pati.

C. Seleksi Bakteri Penghasil Enzim Fitase Tahap 11

Isolat bakteri N1, N3, dan N4 yang diperoleh dari seleksi tahap I,
dilanjutkan untuk seleksi tahap dua menggunakan medium cair (medium seleksi
1I). Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa isolat N4 mempunyai aktivitas
enzim fitase yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan isolat N1 dan N3. Hasil
yang diperoleh dapat dilihat pada Gambar 4, dan data pengukuran absorban tiap-

tiap isolat dapat dilihat pada Lampiran 6.
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Aktifitas Fitase (uM P, mt'mL")
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Gambar 4. Aktifitas enzim fitase isolat N1, N3 dan N4 pada medium basal

yang mengandung Na-fitat sebagai induser.

Aktifitas enzim fitase paling tinggi diperoleh setelah 4 hari inkubasi dan
menurun pada hari ke 5. Hal ini disebabkan karena substrat sudah berkurang
setelah didegradasi oleh bakteri dan fosfat yang dibebaskan digunakan untuk
pertumbuhannya. Hasil yang sama juga diperoleh oleh Lan ef al. (2002) yang
menginkubasi bakteri Mitsuokella jalaludinii selama 4 hari untuk menghasilkan
enzim fitase. Pada Gambar 4, terlihat bahwa aktivitas enzim fitase yang dihasilkan
isolat N1 adalah 29.27 pM P/mL/menit ; isolat N3 dan N4 dengan aktivitas
masing-masing  berturut-turut adalah 30.6 pM P/mL/menit dan 39.8 pM

P/mL/menit. Dari Gambar 4 terlihat bahwa aktivitas tertinggi dihasilkan oleh
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isolat N4, sehingga untuk memproduksi dan karakterisasi enzim dilanjutkan
menggunakan isolat N4. Hasil penelitian ini memperlihatkan bahwa isolat yang
berbeda bila ditumbuhkan pada medium yang sama akan menghasilkan
kemampuan memproduksi fitase berbeda. Hal ini disebabkan oleh jenis bakteri
yang diuji juga berbeda. Hal yang sama juga dilaporkan oleh (Delfita, 2008)
menyatakan kapang endopitik yang diisolasi dari dalam tanaman kedelai dengan
isolat berbeda dan ditumbuhkan pada medium yang sama menghasilkan
kemampuan menghasilkan fitase berbeda.

Penentuan kemampuan isolat N4 bersifat ekstraseluler atau intraseluler
selanjutnya dilakukan dengan sonifikasi/menglisis sel membran dari bakteri N4,
kemudian diuji aktivitas enzim fitasenya. Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 5,
dan data pengukuran absorban membran sel dan fraksi sitosol dapat dilihat pada

Lampiran 5.
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Gambar 5. Perbandingan antara fraksi sitosol dengan enzim membran

Pada Gambar 5, terlihat bahwa aktivitas enzim fitase pada membran lebih
besar dari pada sitosol ( pada membran sel = 0.6 puMP; mnt/ml, dan fraksi sitosol =
-1.3 pMP; mnt/ml). Enzim fitase yang dihasilkan adalah enzim fitase yang terikat
dalam membran. Hal yang sama dilaporkan Yanke et al. (1998) menyatakan
bahwa sel bakteri dari S. ruminantium JY35 setelah disonikasi menghasilkan
aktivitas enzim fitase yang berbeda antara fraksi sitosol dengan membran sel,
aktivitas enzim fitase terukur pada membran sebesar 72 % (1.67 U) dan fraksi
sitosol  sebesar 2 % (0.05 U). Ini berarti enzim yang dihasilkan dari S.

ruminantium JY35 adalah enzim yang terikat dimembran
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D. Pengaruh pH, Temperatur dan stabilitas terhadap aktifitas enzim fitase.

Pengaruh pH, temperatur dan stabilitas temperatur terhadap aktivitas enzim

fitase diketahui melalui penentuan kondisi optimum untuk pengukuran aktivitas

enzim fitase dari isolat N4. Penelitian ini dilakukan dengan mengoptimasi pH

buffer dan temperatur inkubasi.

1. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim fitase

Kemampuan enzim dalam menghidrolis substrat diamati pada berbagai pH dengan

memvariasikan pH dari larutan buffer mulai dari pH 3-10. Hasilnya dapat dilihat

pada Gambar 6, dan data pengukuran absorban tiap-tiap pH dapat dilihat pada

Lampiran 1.

Aktifitas Fitase (uM P, mt “'mL")

12

e

pH Medium

Gambar 6. pH Aktivitas Enzim Fitase yang Dihasilkan oleh Isolat N 4

diisolasi dari Rimbo Panti Pasaman.
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Dari Gambar 6, dapat dilihat bahwa pH optimum aktivitas enzim fitase
dari bakteri isolat N4 adalah 6-7.5 . Menurut Wang et al. (1979) bahwa pH sangat
berpengaruh terhadap reaksi enzimatis dimana perubahan pH berakibat langsung
terhadap gugus ionik enzim, sehingga mempengaruhi bagian aktif dan konformasi
enzim. Pada pH optimum aktivitas kerja enzim tersebut juga maksimum.

Pada pH dibawah dan diatas 6-7.5 didapatkan aktivitas enzim fitase
menurun. Menurut Lehninger (1988) menyatakan bahwa pada pH yang rendah
enzim akan terprotonasi dan kehilangan muatan negatifnya yang selanjutnya akan
mempengaruhi pada ikatan kompleks enzim substrat dan pada akhirnya
memberikan pengaruh yang berarti dalam menentukan  aktivitas enzim.
Sedangkan pada pH yang tinggi enzim akan terionisasi dengan kehilangan muatan
positifnya. Selain itu perubahan pH yang terlalu besar diatas dan dibawah pH
optimum menyebabkan terjadinya denaturasi protein enzim.

pH optimum dalam penelitian ini adalah 6-7.5, dimana nilai ini hampir
sama dengan yang didapat Scott (1991) menyatakan bahwa beberapa enzim fitase
yang dihasilkan bakteri khususnya yang dihasilkan oleh Bacillus mempunyai pH
optimum pada pH 6,5-7,5.

2. Pengaruh Temperatur terhadap aktivitas enzim fitase
Temperatur optimum aktivitas enzim fitase dari bakteri isolat N4 ditentukan pada
kondisi pH optimum (7) . Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 7, dan data

pengukuran absorban tiap-tiap temperatur dapat dilihat pada Lampiran 2.
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Gambar 7. Temperatur aktivitas enzim fitase yang dihasilkan oleh isolat N4
diisolasi dari Rimbo Panti Pasaman

Dari Gambar 7, dapat dilihat bahwa temperatur optimum aktivitas enzim
fitase dari bakteri isolat N4 adalah 90°C. Pada temperatur dibawah dan diatas
90°C didapatkan nilai aktivitas enzim menurun. Turunnya aktivitas dibawah suhu
optimum disebabkan belum semua enzim teraktivasi. Sedangkan penurunan
aktivitas enzim fitase diatas suhu optimum adalah karena enzim mengalami

denaturasi (Lehninger, ; 1988).
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Beberapa penelitian mengenai enzim fitase yang dihasilkan bakteri,
khususnya yang dihasilkan oleh Bacillus sp mempunyai temperatur optimum
aktivitas enzim fitase adalah 55-60"C (Pandey et al.,, 2001). sedangkan aktifitas
enzim fitase yang berasal dari B. Amyloliquefaciens optimum pada temperatur
70°C (Kim ez al., 1998).

3. Stabilitas Temperatur aktivitas enzim fitase

Stabilitas temperatur aktivitas enzim fitase dari bakteri isolat N4 ditentukan pada
kondisi pH optimum (7). Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 8, dan data
pengukuran absorban tiap-tiap temperatur dapat dilihat pada Lampiran 7. Hasil
yang diperoleh menunjukkan bahwa stabilitas temperatur aktivitas enzim fitase

dari bakteri isolat N4 adalah 30-90°C.

200 -
180 -
160 -
140 -
120
100
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60 -

% Aktifitas Fitase

40 -
20 -

0 T T T T T T 1

30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatur (°C)

Gambar 8. Temperatur Stabilitas aktivitas enzim fitase yang dihasilkan oleh
isolat N4 diisolasi dari rimbo panti.
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Stabilitas aktivitas enzim fitase meningkat dengan meningkatnya temperatur.
Pada temperatur 30 s/d 90°C yang diinkubasi selama satu jam, aktivitas enzim
fitase meningkat 71%. Stabilitas aktivitas enzim fitase tertinggi diperoleh pada
temperatur 90°C dan pada temperatur 100°C aktivitasnya enzim fitase mengalami
menurun sebanyak 24.4 %. Aktivitas enzim fitase dari bakteri isolat N4 stabil
pada temperatur 30-90°C, Hasil ini lebih tinggi dari penelitian tentang
mikroorganisme penghasil enzim fitase yang stabil pada temperatur 45-60°C (Lei
et al., 2003). Kim et al. (1998a) melaporkan bahwa Bacillus sp. strain DSI1 stabil
pada temperatur 70°C yang diinkubasi selama 10 menit dengan menambahkan
mineral CaCl,. Choi ef al. (2001) melaporkan enzim fitase yang berasal dari

Bacillus sp KHU — 10 stabil pada temperatur 40°C.
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V. KESIMPULAN
A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa dari kempat isolat
yang didapat dari isolasi bakteri penghasil enzim fitase berasal dari sumber air
panas Rimbo Panti Pasaman, bakteri isolat 4 merupakan isolat terbaik yang
memiliki aktivitas enzim tertinggi.

Bakteri isolat 4 merupakan bakteri gram-positif, berspora dan berbentuk
batang. Kondisi optimum untuk aktivitas enzim fitase bakteri isolat 4 adalah
pada temperatur 90°C, sedangkan pH optimum untuk aktivitas enzim sesuai
adalah pH 6-7.5 dan stabil pada temperatur 30-90 o
B. Saran

Untuk penelitian selanjutnya agar dilakukan karakterisasi dan pemurnian

enzim fitase dari bakteri isolat 4.
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Lampiran 1. Data Rataan Aktivitas Enzim Fitase Pada pH Yang Berbeda.

Abeodtian Aktivitas enzim fitase
pH uM P/mL/menit Total Rataan
Ulangan Ulangan
1 2 3 I o 2 3
3 0.05 | 0.059 | 0.065 | 2.33 | 3.08 3.58 9.00 3.00
4 0.06 | 0.06 | 0.07 | 3.17 | 3.17 4.00 10.33 3.44
5 0.07 | 0.075 | 0.085 | 4.00 | 4.42 5.25 13.67 4.56
55 0.1 | 0.10 |0.095| 650/ 650 | 6.08 19.08 6.36
6 0.14 | 0.13 | 0.125 | 9.83 | 9.00 8.58 27.42 9.12
013 014 | 015 |'9.00] 9.33 10.67 29.50 9.83
7.5 0.13 | 0.13 | 0.125 | 9.00 | 9.00 8.58 26.58 8.86
8 032 0| 0. 3254081 | 733 8.58 24.08 8.03
8.5 0.2 011 | 0A2 {-847 | 7.33 8.12 23.67 7.89
9 0.11 | 0.10 | O.11 | 7.33 | 6.50 7.33 4 | 7.06
10 0.11 | 010 [ 610 § 733 | 6.50 6.50 20.33 6.78
Total 224.79
Rataan 6.81313

Lampiran 2. Data Rataan Aktivitas Enzim Fitase Pada Temperatur Yang Berbeda.

Aktivitas enzim fitase
Temperatur e pM P/mL/menit Total Rataan
Ulangan Ulangan
1 2 3 I 2 3

30 024 |024 [023 [18.17 [18.17 |1733 |53.67 17.89
40 025 | 0245 | 026 |19.00 | 18.58 | 19.83 | 57.42 19.14

50 0265 | 0265 | 026 |20.25 |2025 | 19.83 | 60.33 20.11
60 028 | 028 |0295 |21.50 [21.50 | 2275 | 65.75 21.92
70 029 [029 |030 |2233 {2233 [23.17 |67.83 22.61

80 031 |030 [032 |24.00 |23.17 |24.83 |72.00 24.00

90 031 |032 |034 |24.00 |2483 | 2650 |7533 25.11
100 027 |026 [025 |2067 |19.83 |19.00 |59.50 19.83
Total 511.508

Rataan 21.32639




Lampiran 3. Kurva Standar BSA

mg/ml BSA

Absorbans( 595 nm) blank Rataan
BSA
ma/mi
Ulangan Ulangan
1 2 3 1 2 3
0 0.023 0.003 0.024 0 0 0 0
0.625 0.081 0.092 0.09 0.058 0.089 | 0.066 0.071
1.25 0.116 0.112 0.104 0.093 0.109 0.08 0.094
1.875 0.16 0.143 0.144 0.137 0.14 0.12 |0.132333
2.5 0.191 0.171 0.162 0.168 0.168 | 0.138 0.158
3.125 0.214 0217 . | 0.229 0.191 0.214 | 0.205 | 0.203333
3.75 0.265 0.231 0.256 0.242 0.228 | 0.232 0.234
4.375 0.302 0.285 0.276 0.279 0.282 | 0.252 0.271
5 0.345 0.296 0.299 0.322 0.293 | 0.275 | 0.296667
|
6
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Lampiran 4. Kurva Standar Fospat

Kosentrasi Ulangan data Absorban 630 nm Jumlah Rataan
Phospat 1 2 3
0
10 0.04 0.041 0.05 0.131 0.0437
20 0.085 0.090 0.09 0.265 0.0883
30 0.14 0.14 0.149 0.429 0.143
40 0.18 0.19 0.19 0.56 0.187
50 0.23 0.231 0.24 0.701 0.2337
60 0.28 0.285 0.29 0.855 0.285
100 0.46 0.46 0.48 1.4 0.467
120 0.505 051 0.52 1.535 0.5117
140 0.61 0.61 0.61 1.83 0.61
160 0.7 0.7 0.7 2.1 0.71
180 0.75 0.76 0.79 23 0.767
200 0.80 0.8 1.6 0.8
14 y = 0.004x
R = 0.996
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Lampiran 5. Data pellet disonikasi

Perlakuan Absorban Aktivitas enzim Total | Rataan
M P/mL/menit
Ulangan Ulangan
3 | 2 3
Membran | 0.028 | 0.03 0.035 [ 0.6667 | 1.08 | 0.222| 1.97 0.66
sel
Fraksi 0.002 | 0.0015 | 0.0015 | -1.708 | -1.71 | -0.57 | -3.99 -1.3
Sitosol

Lampiran 6. Data Aktivitas Enzim Fitase Dari Isolat N1, N3, dan N4 Selama 5 hari

Isolat Absorban Aktivitas enzim P (uM)/1 mL enzim/min
Hari Hari

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

N1 -0.01 [0.07 (032|037 (036 |0 4 2483 | 29 28.16
-0.02 |0.12 (032|037 {037]|0 8.16 |2483 |29 29
0.02 |007 |0.34|038 |034|-017 | 4 26.5 29.83 | 26.5

Rataan -0.06 | 538 | 25.39 |29.27 | 27.88

N3 0.07 |024 |032|038 |035|4 18.16 | 22.58 | 29.83 | 27.33
0.12 |0.21 [0.34|0.39 | 0.39|8.167 | 15.66 | 24.09 | 30.66 | 30.66
008 |027 |0.35]|04 0.37 | 4.833 | 20.66 | 24.85 | 31.5 29

Rataan 5667 | 18.16 | 23.84 | 30.66 |29

N4 < 0 16.5 | 33.17 | 40.66 | 37.33
-0.03 (022 |042 051 |047| -1 20.66 | 30.67 | 37.33 | 37.33
0.01 0.27 [0.39 | 0.47 | 047 | -0.17 | 20.66 | 29 41.5 41.5

Rataan | 0.02 | 027 |0.37|0.52 |0.52|-0.39 |{19.27 | 30.94 | 39.83 | 38.72
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Lampiran 7. Data dan Rataan Stabilitas Aktivitas Enzim Fitase

Temperatur Absorban % Aktivitas enzim fitase Total Rataan
Ulangan Ulangan
1 2 3 1 2 3

30 0.2 0.2 0.24 100 100 100 300 100
40 0.23 026 | 0.25 | 116.85 133.70 | 104.58 | 355.14 118.38
50 ~0.26 8.26 11 027 || 133570 133570 113.76 | 381.17 127.05
60 0.27 0.3 0.3 139.32 116.80 127.52 | 383.65 127.88
70 0.29 031 | 033 | 150.56 161.79 110.79 | 423.15 141.05
80 0.32 032 | 033 | 167.41 167.41 141.28 | 476.11 158.70
90 0.35 034 | 035 | 184.26 | 178.65 150.45 | 513.38 171.12
100 0.31 0.29 0.3 161.79 | 150.56 | 127.52 | 439.88 146.62

Lampiran 8. Foto-foto Pewarnan Gram dan Pewarnaan Spora Bakteri Isolate N1, N3 dan

N4

Bakteri Isolat N1 gram-negatif
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Bakteri Isolate N4 Berspora
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