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Abstract
The research was conducted to measurement of capability of phytase from Fusarium verticilliodes  endophytic fungus to hydrolyses phytate phosphorus (P-phytate) in various feed such as rice bran, corn,  soybean meal, coconut meal and broiler rations 511 in differences temperatures and pHs. The results showed that the phytase could hydrolyzed all the substrates and produced in organic phosphate. The highest in organic phosphate released was used rice bran following by soybean meal, rations 511, corn and coconut meal respectively. The time  reaction of the enzyme significantly effected the in organic phosphate released, whereas the time 4.5 h was the optimal about 60.12 nmol/ml Pi released by rice bran. The optimal pH was 4-5 and temperature optimal was 55◦C. The enzyme is significantly more thermostable at 55◦C for 6.5 h, this may render it of industrial interest.
PENDAHULUAN

     Biji-bijian, legum dan minyak biji-bijian adalah tanaman yang lebih 90% tumbuh di dunia yang dapat dijadikan sebagai cadangan utama zat-zat makanan untuk ternak.  Salah satu senyawa yang terpenting  dalam tanaman adalah asam phytat (myo-inositol hexakisphosphat).  Dalam bentuk garam, asam phytat disimpan dalam bentuk senyawa pospor yang tidak dapat larut, sekitar  lebih dari 80% dari total pospor yang terdapat pada biji-bijian dan legum.  Asam phytat mempunyai struktur kimia  yang sangat stabil, sangat berbeda dari molekul organopospat  yang dipunyai oleh senyawa pospat lainya, dimana menghasilkan muatan negatif (negative charge) yang tinggi pada perubahan pH yang luas. Di bawah kondisi fisiologi yang normal, asam phytat dapat mengkelat mineral essensial seperti Ca, Mg, Fe dan Zn.  Asam phytat juga dapat mengikat asam amino dan protein dan menghambat pencernaan oleh enzim pencernaan (Pallauf and Rimbach, 1996).  Selanjutnya asam phytat adalah komponen antinutrisi dalam tanaman untuk pangan maupun untuk pakan, karena itu enzimatik hidrolisis asam phytat sangat diperlukan sebelum dikonsumsi baik sebagai pangan maupun pakan. 


Enzim phytase dapat mengkalisis hidrolisis ikatan pospat dari asam phytat yang dapat menghilangan kemampuan asam phytat untuk berikat dengan ion metal.  Suplementasi pakan dengan enzim phytase akan meningkatkan bioavailability mineral P dan menurunkan polusi P pada lingkungan terutama polusi pada air danau yang mengelola perikanan kramba yang diberi pellet seperti yang terjadi di danau maninjau baru-baru ini, dimana terjadi kematian mendadak ikan karena terjadinya polusi lingkungan. Walau sejumlah besar enzim phytase telah dilaporkan, namun belum ada yang melaporkan phytase yang bersifat termostabil, acid stabil, dengan substrat spesifisitas yang luas, serta aktivitas spesifik tinggi untuk tujuan diaplikasikan dalam pakan ternak.


Pada penelitian ini, phytase yang dihasilkan oleh Fusarium verticillioides diharapkan mampu menghidrolisis pospor yang berikatan dengan asam phytat dari berbagai pakan komersial, maupun pakan konvensional tanpa kehilangan aktivitasnya.Menurut Vats and Banerjee, 2006) menyatakan bahwa enzim yang sangat termostabil, dan acid stabil dengan spesifisitas yang luas serta aktivitas spesipik tinggi adalah enzim yang berpotensi dapat dijadikan kandidat enzim yang dapat diaplikasikan dalam pakan ternak unggas. Untuk itu pengujian in vitro dan in vivo pakan yang telah disuplementasi dengan enzim phytase yang dihasilkan Fusarium verticillioides sangat perlu dilakukan.
METODE PENELITIAN


Penelitian ini di rencanakan untuk 2 tahun, dimana penelitian tahun I akan dilakukan uji bahan-bahan pakan maupun pakan baik pakan komersial maupun konvensional yang telah disuplementasi dengan berbagai konsentrasi enzim phytase yang telah di produksi pada skala industri menggunakan biofermentor 50 liter. Enzim phytase  yang  dihasilkan Fusarium verticillioides (Yetti et al., 2008) dan produksi pada skala industri oleh Gita yang dilakukan di laboratorium Institut Bio Sains Universiti Putra Malaysia, Malaysia.  
Phytase assay
Kapang endopitik yang mempunyai kemampuan menghasilkan phytase tinggi adalah Fusarium verticillioides dan diproduksi enzim phytasenya dalam fermentor (Vats and Banerjee, 2006) and (Yetti et al., 2008). Aktivitas phytase ditentukan dengan calorimeter dengan memonitoring pospor an organic yang di bebaskan dari asam phytat pada suhu 55 °C menggunakan  100 mM Glycine-HCl buffer (pH 2.5) Pospat yang dibebaskan dari hidrolisis secara enzimatik diukur dengan calorimeter pada panjang gelombang 355 nm. Satu unit aktivitas phytase di ekspresikan sebagai nanomoles pospor yang dibebaskan enzim per ml per s (nKat/ml).Adapun sistematika penelitian dapat dilihat pada Gambar dibawah ini
Pengukuran pospat yang dibebaskan dari berbagai pakan komersial

Penelitian untuk mempelajari efek enzim phytase dalam menghidrolisis asam phytat dalam pakan, bahan pakan komersial 511. Pakan diperkecil ukuranya untuk menguji tingkat hidrolisis asam phytatnya. Semua sample pakan diperoleh dari Charoen Pokpan Medan. Semua pakan kemudian di autoklaf. Sebanyak 5 g sample di suspensikan kedalam  25 ml sterile 0.1 M Glycine-HCl buffer (pH 2.5) dalam 100 ml conical flask dan disuplementasi dengan enzim phytase (140 nkat/ml). Sebagai control pakan yang telah diautoklaf tanpa penambahan enzim phytase. Flasks kemudian diinkubasi pada  55 °C dalam  rotary shaker (200 rpm) dan sample kemudian diambil pada interval waktu tertentu dari tabung perlakuan dan control.  Sample kemudian disentrifius pada kecepatan  10,000 g selama 10 minute dan supernatant digunakan untuk pengukuran pospat yang dibebaskan secara kuantitatif dengan calorimeter pada absorban  355 nm. Aktivitas phytase juga diukur untuk mengetahui profil deaktivasi phytase dengan adanya pakan pada  suhu 55 °C, pH 2.5.

Pengukuran Hidrolisis pakan pada temperature yang berbeda 
Kemampuan enzim phytase dalam menghidrolisis pakan pada suhu yang berbeda juga diukur (30, 37, 45, 55 dan 65 °C). Sebanyak (5 g) pakan yang telah di autoklaf di suspensikan ke dalam 20 ml sterile 0.1M Glycine-HCl buffer (pH 2.5) dalam 100 ml conical flask dan di suplementasi dengan enzim phytase pada konsentrasi optimum Semua tabung diinkubasi pada  suhu yang berbeda dalam rotary shaker (200 rpm) dan sample diambil pada interval waktu yang berbeda dan pospat yang dibebaskan diukur pada absorban 355 nm.
Pengukuran Hidrolisis pakan pada berbagai pH
Kemampuan enzim menghidrolisis ikatan pospat dari asam phytat dalam pakan juga diuji pada kondisi pH yang berbeda. Buffer yang berbeda digunakan yaitu: pH (2.5–5.5) viz., 0.1 M Acetate and 0.1 M Glycine-HCl disiapkan. Optimal konsentrasi pakan dan enzim disuspensikan  dalam 20 ml sterile buffer pada pH yang berbeda dalam  100 ml flasks dan diinkubasi pada suhu optimal. Pospat yang dibebaskan diukur pada absorban  355 nm. 
HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh suplementasi phytase terhadap pospat an organik yag di bebaskan

Dedak padi


Pada Gambar 2 dapat dilihat besarnya pospat an organik yag di bebaskan oleh enzim phytase pada berbagai bahan pakan (jagung, bugkil kedelai, dedak, dan bugkil kelapa) serta pakan komersial 511. Pada Gambar 2.1 dapat dilihat pospat an orgaik yang dibebaskan oleh enzim phytase pada dedal padi, dimana semakin lama enzim bereaksi dengan substrate dedak padi semakin tinggi pospat yang dibebaskan, namun hanya sampai 4.5 jam diperoleh pospat tertinggi yaitu  50.76 nmol/ml phytase pada suhu 55◦C. Sementara pada lama reaksi 0.5 jam pospat yang dibebaskan hanya 39.48 mol/ml phytase meningkat menjadi 41.94 nmol/ml phytase estela 2.5 jam. Hasil yang diperoleh pada penelitian jauh lebih tinggi dibadingkan dengan hasil penelitian yang diperoleh oleh Vats et al., (2008) menggunakan phytase yang dihasilkan oleh Aspergillus niger van Teighem hanya 31.33 nmol Pi/ml setelah 48 jam reaksi enzim. 
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Gambar 2.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 

                   Fusarium verticillioides dengan berbagai lama reaksi (nmol/ml phytase)  

                   menggunakan substrat dedak padi
Bungkil kedelai


Besarnya pospat an organik yang dibebaskan oleh enzim phytase menggunakan bungkil kedelai sebagai substrat dapat dilihat pada Gambar 3.  Pada Gambar 3 dapat dilihat jumlah pospat yang dibebas berkisar antara 21.2 sampai 24 nmol/ml phytase pada lama reaksi 0.5 jam sampai 6.5 jam. Enzim phyatase yang digunakan hanya mampu mendegradasi asam phytat yang ada didalam kedelai setengah dari asam phytat yang ada di dalam dedak padi. Pada penelitian ini lama reaksi terbaik juga 4.5 jam, apabila lama reaksi dilanjutkan pada 6.5 jam maka pospat yang dibebaskan sudah mulai menurun. 

 
Perbedaan  pospat yang dibebaskan dalam suatu reaksi enzimatik  dipengaruhi oleh jenis substrat (tipe bijian), kemampuan phytase, perlakuan awal yang diberikan dan pengaruh pH reaksi. Hal yang sama juga dilaporkan oleh Calson and Poulsen (2002) yang menyatakan bahwa degradasi asam phytat dalam suatu reaksi tergantung pada beberapa factor seperti tipe bijian, perlakuan panas pada bijian, dan kemampuan phytase.
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Gambar 3.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 

                   Fusarium verticillioides dengan berbagai lama reaksi (nmol/ml phytase)  

                   menggunakan substrat bungkil kedelai
Bungkil Kelapa


Degradasi asam phytat yang terdapat di dalam bungkil kelapa dapat dilihat pada Gambar 4. Pada Gambar 4 dapat dilihat bahwa pospat an organik yang dibebaskan hanya berkisar antara 12.8 -14.9 nmol/ml pada lama reaksi 0.5 jam sampai 6.5 jam. Rendahnya pospat yang dibebaskan pada bungkil kelapa dibandingkan dengan bungkil kedelai dan dedak padi disebabkan oleh adanya bantuan phytase endogenus dalam dedak dan kedelai untuk mendegradasi asam phytat. Hal yang sama juga dilaporkan oleh Weremko et al., (1997) bahwa phytase asal tanaman juga Berbera penting dalam mendegradasi phytat.
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Gambar 4.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 

                   Fusarium verticillioides dengan berbagai lama reaksi (nmol/ml phytase)  

                   menggunakan substrat bungkil kelapa

Jagung


Aktivitas enzim phytase dalam mendegradasi asam phytat di dalam biji jagung berkisar antara 13.2 sampai 19.3 nmol/ml pada lama reaksi 0.5 samapai 6.5 jam yang dapat dilihat pada Gambar 5 dibawah ini. Pada lama reaksi 0.5 jam ádalah dimana proses pencernaan zat makanan di dalam tembolok  unggas sedang berlangsung pada penelitian ini proses degradasi asam phytat pada tembolok sedikit agak rendah dibandingkan dengan dedak padi. Optimal hidrólisis asam phytat pada jagung adalah pada lama reaksi 4.5 jam, dimana pada saat itu pakan sudah sampai di venticulus unggas,namun semakin lama waktu reaksi pospat yang dibebaskan semakin menurun. 
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Gambar 5.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 

                   Fusarium verticillioides dengan berbagai lama reaksi (nmol/ml phytase)  

                   menggunakan substrat jagung

Ransum 511

Kemanpuan enzim phytase yang dihasilkan pada penelitian ini ternyata juga mampu menghidrolisis asam phytat yang terdapat di dalam ransum tanpa adanya penghambatan aktivitas karena di dalam ransum terdapat antibiotik, vitamin, mineral dan zat aditive lainya. Pada Gambar 6 dapat dilihat bahwa 0.5 jam pertama reaksi enzim dengan ransum 511 pospat an organik yang di bebaskan hanya 6 nmol/ml jauh lebih rendah dibandingkan dengan substrat dedak, jagung, bungkil kedelai dan bungkil kelapa.Pada penelitian ini hidrolisis asam phytat yang terdapat didalam ransum bekerja baik pada lama reaksi 2.5 jam dan optimal hidrolisis pada 4.5 jam setelah itu terjadi penurunan hidrolisis.
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Gambar 6.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 
                   Fusarium verticillioides dengan berbagai lama reaksi (nmol/ml phytase)      menggunakan substrat ransum broiler 511
Pengaruh yang sangat menguntungkan dari enzim phytase bila disuplementasikan pada bahan pakan atau ransum adalah  karena pembebasan mineral dan trace elemen lainya dari ikatan komplek asam phytat akan meningkatkan kecernaan pati seperti dilaporkan oleh Knuckles and Betschsrt (1987), atau dapat meningkatkan ketersediaan protein  (Selle et al., 2000).
Pengukuran HidrolisisAsam phytat pada pakan pada berbagai pH


Pengukuran hidrolisis pakan pada berbagai pH (2.5, 4.0; 5.0 dan 6.0) pada suhu 55◦C selama 60 menit dapat dilihat pada Gambar 7. Pada Gambar 7 dapat dilihat pospat an organic yang tertinggi di bebaskan pada bahan pakan kedelai dengan optimal hidrolisis pada pH 4 - 5 yang membebas pospat sekitar 60 nmol/ml diikuti dengan bungkil kedelai dengan pH optimum 4.0, ransom 511, bungkil kelapa dan jagung.Pada penelitian ini pH optimal reaksi adalah pada pH 4 – 5, dimana pada pH dibawah maupun diatas pH optimal terjadi penurunan pospat yang dibebaskan sekitar 50% untuk semua bahan pakan dan ransum 511 yang di ujikan.


Pada penelitian ini memperlihatkan bahwa enzim phytase yang dihasilkan dari kapang Fusarium verticillioides sangat memungkinkan untuk diaplikasikan pada bahan pakan maupun ransum. Kemampuan phytase pada substrat yang luas, suhu yang cukup tinggi dan pH reaksi yang luas sangat berpotensi diaplikasikan secara komersial pada berbagai industri, baik industri pakan, pangan maupun industri lainya. Adapun urutan  kekuatan enzim ini dalam mendegradasi asam phytat adalah: dedak padi>bugkil kedelai> ransum 511> bungkil kelapa > jagung.
KESIMPULAN


Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa phytase yang dihasilkan oleh kapang                   Fusarium verticillioides yang diisolasi dari tanaman kedelai dapat menghidrolisis asam phytat dari berbagai sumber dengan pH optimal 4-5 dan suhu optimal 55◦C 
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Gambar 7.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh phytase yang dihasilkan oleh 

                   Fusarium verticillioides dengan berbagai pH  (nmol/ml phytase)  

                   menggunakan berbagai substrat
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