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Abstrak


Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh mikroba endofitik penghasil phytase dari tanaman kedelai dan mengkarakterisasi enzim yang dihasilkan  serta mengidentifikasi mikroba tersebut.  Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dimana tiap perlakuan diulang 4 kali. Hasil penelitian menemukan 34 isolat mikroba endopitik yang dapat tumbuh dalam medium selektif mengandung asam Phytat, dimana 11 isolat diisolasi dari akar, 9 isolat dari batang dan 14 isolat dari daun, kesemua isolat adalah berjenis kapang dan tidak ditemukan satu bacillus pun. Setelah dilakukan screening secara kualitatif dan kuantitatif  dari ke 34 isolat hanya 2 isolat yang mempunyai kemampuan tinggi penghasil phytase (isolat Y2 dan Y4) dengan besar daerah terang masing masing adalah 0.3 dan 0.7 cm dengan aktivitas 0.78 U/ml dan 0.46 U/ml untuk isolat Y2 dan Y4. Kedua enzim ini di karakterisasi dimana phytase yang dihasilkan isolat Y2 adalah optimum pada pH 4.0, suhu 500C dan lama reaksi 15 menit, sedangkan phytase dari isolat Y4 bekerja optimum pada pH 5.0, suhu 500C dan lama reaksi optimum 15 menit. Identifikasi kedua isolat menunjukan bahwa isolat Y2 adalah Rhizoctonia sp dan isolat Y4 adalah Fusarium verticillioides.
Kata kunci:  mikroba endopitik, Fusarium verticillioides, Rhizoctonia sp.
PENDAHULUAN
Asam phytat (mio-inositol-1,2,3,4,5,6, heksakisfosfat) adalah cadangan fosfor terbesar di dalam biji-bijian, minyak biji-bijian dan polen (Konietzny dan Greiner, 2002; Cao et al., 2005). Asam phytat bersifat anti-nutrisi dan mudah berikatan dengan protein dan mineral-mineral bervalensi dua dan tiga seperti Zn++, Ca++, Mg++, Fe++, Fe+++ (Pallauf dan Rimbach, 1996; Martin, Murphy dan Power, 2005; Cao et al., 2007; Liu et al., 2007). Pada hewan monogastrik (itik, ayam, ikan dan babi), asam phytat tidak bisa dimanfaatkan karena keterbatasan enzim yang mampu menguraikan asam phytat di dalam saluran pencernaan, akibatnya fosfor anorganik harus ditambahkan ke dalam pakan untuk memenuhi kebutuhan fosfor anorganik.

Untuk memanfaatkan sumber fosfor dan menghilangkan sifat anti-nutrisi dari asam phytat ini dibutuhkan phytase, sehingga phytase akan menjadi enzim yang sangat penting. Banyak penelitian menunjukkan bahwa suplementasi phytase pada pakan mampu meningkatkan penggunaan fosfor yang berikatan dengan asam phytat (Walz dan Pallauf, 2002). Schafer dan Koppe (1995) melaporkan bahwa penambahan phytase 500 U/kg dalam pakan ikan berbahan dasar tepung kedelai mampu melepaskan fosfor yang berikatan dengan asam phytat mencapai 20%. Suplementasi phytase pada pakan juga menurunkan ekskresi fosfor dalam feses mencapai 50% (Konietzny dan Greiner, 2004). Aplikasi phytase ini bisa meningkatkan bioavailabilitas protein dan mineral-mineral melalui hidrolisis asam phytat dalam saluran pencernaan atau selama proses pembuatan pakan (Reddy et al., 1989). Penambahan phytase 1000 FTU/Kg pada pakan broiler mampu meningkatkan bioavailabilitas asam amino arginin 3,7% dan 4,2 % mineral N (Selle et al., 2000) serta 16,6% mineral Ca (Lan et al., 2002).

Phytase tersebar luas di alam karena bisa ditemukan pada mikroorganisme (Shieh dan Ware, 1968; Hawson dan Davis, 1983), tanaman (Lolas dan Markakis, 1977) dan beberapa jaringan hewan (Sandberg dan Anderson, 1988 cit. Konietzny dan Greiner, 2004). Aktivitas phytase pada hewan sangat rendah dibanding aktivitas phytase pada tumbuhan dan mikroorganisme (Weremko et al., 1997 cit. Cao et al., 2005). Walaupun beberapa tumbuhan mempunyai phytase seperti gandum tetapi kurang efektif karena mempunyai kisaran pH yang sempit 
apioca
ng phytase dari mikroorganisme. Aktivitas phytase dari tumbuhan rendah pada pH kecil dari 4 dan besar dari 8 serta tidak aktif pada suhu tinggi (di atas 700C) (Greiner dan Konietzny, 2006), sebaliknya phytase dari mikroorganisme mempunyai kisaran pH optimum yang luas, tahan suhu tinggi dan aktivitas spesifiknya lebih tinggi sehingga menjanjikan untuk diaplikasikan dalam pembuatan pakan ternak (Cao et al., 2006). Beberapa phytase dari mikroorganisme telah dikarakterisasi seperti phytase dari Escherichia coli (Greiner, Konietzny dan Jany, 1993), Bacillus subtilis (Keovuo, 2000) dan Aspergillus (Stefan et al., 2005),

Mikroba endofitik adalah mikroba yang diisolasi dari dalam tanaman yang sehat baik dari akar, batang atau daun. Marlida (2001) menemukan bahwa Acremonium sp. Jamur endofitik yang dapat menghasilkan enzim 
apioca pendegradasi pati yang berasal dari sagu, kentang, beras, gandum, 
apioca dan jagung. Marlida (2003) juga menemukan jamur endofitik penghasil enzim selulase yang dapat mendegradasi selulosa pada limbah pertanian/industri (sabut sawit, sabut kelapa dan serbuk gergaji). Pada daun dan batang tanaman kedelai (Glycine max) juga telah dilaporkan 13 jenis jamur endofitik yaitu Alternaria, Cladosporium, Chaetomium, Curvularia, Drechslera, Scopulariopsis, Acremonium sp, Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. Dan Mycelia sterilia (Pimentel et al., 2006). Namun, informasi tentang mikroba endofitik tanaman kedelai ini dalam menghasilkan phytase masih kurang, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mendapatkan mikroba endofitik penghasil phytase dan mengkarakterisasi enzim yang dihasilkan mikroba tersebut.
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A  

MATERI DAN METODE

Materi. 

Materi yang dipergunakan adalah tanaman kedelai varietas merapi, medium seleksi, medium fermentasi, PDA, buffer asetat, buffer Glisin-HCl dan Buffer Tris, asam Phytat, amonium molibdat, asam askorbat, asam sulfat, natrium karbonat, TCA 10%, aluminium foil, tisu dan kapas.
Metodologi. 


Penelitian ini memakai metode deskriptif dan dilakukan dalam dua tahap. Penelitian tahap I, mengisolasi dan menyeleksi mikroba endofitik dari akar, batang dan daun tanaman kedelai. Penelitian tahap II, melakukan produksi, ekstraksi dan uji aktivitas phytase yang dihasilkan mikroba endofitik tersebut.
Isolasi  Mikroba Endofitik



Sampel akar, batang dan daun dicuci dengan akuades dua kali, kemudian dilakukan sterilisasi permukaan dengan cara melakukan perendaman dalam lautan etanol 70 % selama satu menit, kemudian dipindahkan kedalam larutan hipoklorit 3 % selama empat menit, selajutnya dimasukkan kedalam larutan etanol 70% selama 30 detik dan terakhir direndam dengan akuades steril selama satu menit. Setelah sterilisasi permukaan, sampel dipotong 1 cm dan ditanam ke dalam cawan petri berisi medium seleksi dan diinkubasi selama 2-5 hari pada suhu ruangan. Mikroba yang tumbuh membentuk daerah bening dinyatakan aktif menghasilkan phytase.  





Mikroba yang tumbuh pada medium seleksi diinokulasi kembali ke dalam cawan petri steril berisi medium seleksi yang baru secara penggoresan dengan metoda kuadran, selanjutnya diinkubasi pada suhu ruangan selama 2-5 hari, sampai terlihat koloni-koloni tunggal yang tumbuh. Mikroba tunggal kemudian ditumbuhkan dalam medium PDA untuk identifikasi dan sebagai stok.

Seleksi Mikroba endopitik secara kualitatif (Quan et al., 2001)



Medium Seleksi digunakan untuk menskrining mikroba endofitik adalah dibuat dengan cara memasukkan 1,5 g glukosa, 0,2 g NH4NO3, 0,05 g KCl, 0,05 g MgSO4, 0,03 g FeSO4, 0,03 g  MnSO4, 0,05 g asam Phytat dan 2 g agar ke dalam gelas piala yang berisi 100 ml akuades (pH 5,5). Dipanaskan sambil diaduk sampai homogen dengan menggunakan magnetik stirer. Kemudian disterilkan di dalam otoklaf pada suhu 1210C dengan tekanan 15 lbs selama 15 menit. 
Seleksi Mikroba endopitik secara kuantitatif (Wodzinski dan Ullah, 1996)


Medium fermentasi dipergunakan untuk memproduksi phytase. Dimasukkan 1,5 g glukosa, 0,2 g NH4NO3, 0,05 g KCl, 0,05 g MgSO4, 0,03 g FeSO4 dan 0,03 g  MnSO4  dan 0,05 g asam Phytat dalam gelas piala yang berisi 100 ml akuades (pH 5,5). Dipanaskan sambil diaduk sampai homogen dengan menggunakan magnetik stirer. Kemudian disterilkan di dalam otoklaf pada suhu 1210C dengan tekanan 15 lbs selama 15 menit. 

Identifikasi Mikroba Endofitik (Samson dan van Reenen-Hoekstra (1988) dan Barnett dan Hunter (1972).


Mikroba endofitik yang didapatkan diidentifikasi dengan mengamati secara makrologi terhadap bentuk dan warna koloni dan secara mikrologi di bawah mikroskop dan dibandingkan dengan deskripsi berdasarkan 
Produksi dan Ekstraksi 



Dimasukkan 5 ml akuades steril ke dalam tabung reaksi berisi biakan murni, lalu di vorteks. Sebanyak 2,5% biakan murni dimasukkan ke dalam 47,5 ml medium fermentasi, kemudian di shaker dengan kecepatan 200 rpm selama tiga hari. Enzim diisolasi dengan cara media disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40C, setelah itu diambil supernatan. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas phytase.

Pengukuran Aktivitas Enzim (Kim dan Lei, 2005)



Ke dalam tabung reaksi dimasukkan 0,2 ml supernatan enzim inkubasi pada suhu 370C selama 5 menit. Tambahkan 0,2 ml asam Phytat dalam buffer asetat pH 5,5. Setelah itu diinkubasikan pada suhu 370C selama 15 menit dan kemudian dihentikan reaksi dengan menambahkan 0,4 ml TCA 10%. Sentrifus campuran enzim substrat pada 2000 rpm selama 10 menit. Pindahkan supernatan ke dalam tabung reaksi baru.  0,2 ml supernatan dicampurkan dengan akuades sebanyak 1,8 ml. Kemudian ditambahkan 2 ml regen (1 M asam sulfat dan 2,5% amonium molibdat dan 10 % asam akorbat dengan perbandingan 3:1:1) lalu homogenkan. Inkubasi campuran pada suhu 500C selama 15 menit dan dinginkan lalu ukur absorban masing-masing sampel pada 420 nm. Pengujian dilakukan dengan empat kali ulangan. Prosedur yang sama dilakukan untuk larutan standar kalium fosfat dan blanko. Pengukuran blanko caranya sama dengan perlakuan sampel, hanya pada blanko ekstrak kasar enzim 0,2 ml yang digunakan terlebih dahulu dinonaktifkan dengan cara menambahkan 0,4 ml TCA 10%. Standar dibuat dari larutan 0,3834 g KH2PO4 dalam 100 ml akuades dan diencerkan 100 kali, sehingga tiap mililiter larutan mengandung 0,03834 mg  KH2PO4. Seri standar dibuat dengan mengambil 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3 dan 4 ml larutan standar dan ditambahkan dengan 2 ml regen. Aktivitas enzim dinyatakan dalam unit/ml, yang merupakan μmol PO4-3 yang dilepas per menit per mililiter enzim.Aktivitas enzim ditentukan dengan rumus :

AE  =    MG x 1000
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A  

             BM x MI

Keterangan: 
AE = Aktivitas enzim (U/ml ekstrak kasar enzim)




MG = mg fosfat 




BM = Berat molekul kalium fosfat




MI = Waktu inkubasi enzim substrat

Pengukuran pH dan Suhu Optimum Aktivitas Enzim



Pengukuran pH dengan cara membuat variasi pH buffer yaitu 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8. Pengukuran suhu optimum dilakukan dengan menvariasikan suhu yaitu 28, 30, 40, 50, 60, 70 dan 80. Aktivitas phytase  dilakukan berdasarkan metoda Kim dan Lei (2005). 

Pengamatan Morfologi dari Mikroba Endofitik Penghasil Enzim  Phytase 

Pengamatan yang dilakukan terhadap morfologi dari mikroba endofitik penghasil phytase yaitu bentuk koloni, warna koloni, permukaan koloni (seperti kapas atau tidak), mengubah warna medium atau tidak, hifa dan bentuk konidia.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Mikroba Endofitik Tanaman Kedelai

Setelah dilakukan isolasi pada medium selektif yang mengandung asam Phytat sebagai induser Phytase, diperoleh hasil 34 isolat seperti yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Jumlah isolat mikroba endopitik yang berhasil diisolasi dari dalam

              tanaman kedelai

	No
	Organ Tanaman
	Jumlah Isolat

	1.

2.

3.
	Akar

Batang

Daun
	11

9

14

	Jumlah
	
	34



Dari Tabel 1. dapat dilihat bahwa mikroba endofitik yang terdapat pada tanaman kedelai cukup banyak dimana pada akar tanaman kedelai ditemukan 11 isolat, batang 9 isolat dan daun 14 isolat. Hal ini menunjukkan bahwa tanaman kedelai banyak mengandung mikroba dan berbeda jumlahnya tergantung organ tanaman. Hal ini senada dengan pernyataan Tan dan Zou, 2001 cit. (Radji 2005), bahwa setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroorganisme endofitik yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder Pimentel et al. (2006) melaporkan bahwa pada akar batang dan daun tanaman kedelai (Glycine max) ditemukan 13 jenis mikroba (jamur) endofitik yaitu Alternaria, Cladosporium, Chaetomium, Curvularia, Drechslera, Scopulariopsis, Acremonium sp, Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. Dan  M. Sterilia. 

Seleksi Mikroba Endofitik dalam Memproduksi Phytase
Dari 34 isolat mikroba yang tumbuh pada medium seleksi yang mengandung asam phytat, hanya ditemukan dua isolat yang mempunyai kemampuan dalam mendegradasi asam phytat yang ditandai dengan adanya zona bening di sekeliling koloni seperti yang terlihat pada Gambar 2° dan 2B. Kedua isolat tersebut yaitu isolat nomor Y2 dan isolat nomor Y4, yang diisolasi dari akar tanaman, sedangkan 32 isolat lainnya tidak menunjukkan adanya zona bening di sekeliling koloni. 

Kedua isolat yang menghasilkan phytase hanya ditemukan pada akar tanaman kedelai. Hal ini berarti bahwa phytase yang dihasilkan kedua isolat ini berhubungan erat dengan fisiologi akar tanaman kedelai. Akar tanaman berperan dalam menyerap unsur hara dan secara alami mempunyai mekanisme yang khusus dalam hal penyerapan unsur hara (fosfor) yang berikatan dengan asam phytat tersebut untuk pertumbuhan tanaman. Asam phytat akan diserap dan dihidrolisis menjadi fosfor sebelum memasuki batang dan daun. Tan dan Zou, 2001 cit. (Radji 2005) menyatakan bahwa kemampuan mikroorganisme endofitik dalam menghasilkan metabolit sekunder (enzim) sesuai dengan fisiologi tanaman inangnya. Sintesis phytase oleh kedua isolat merupakan respon dari adanya perubahan kebutuhan fisiologi (Trudy, 1999) dan ditentukan oleh gen yang terdapat di dalam kromoson (Rhodes dan Fletcher, 1966). 
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Gambar 2.Pembentukan zona bening oleh isolat mikroba endofitik tanaman   kedelai yang ditumbuhkan pada médium seleksi yang mengandung asam phytat . A-B = terbentuk zona bening; C-D = tidak terbentuk zona bening; A = isolat nomor Y2 (diisolasi dari akar); B =  isolat nomor  Y4 (diisolasi dari akar); C = isolat nomor  Y8  (diisolasi dari batang) dan D = isolat nomor Y9 (diisolasi dari daun); x = miselium y = zona bening.


Zona bening yang terbentuk pada wilayah di sekeliling koloni terjadi karena adanya hidrolisis asam phytat menjadi fosfor oleh phytase ekstraseluler yang dihasilkan oleh kedua isolat yang berdifusi ke dalam medium. Menurut Selle et al. (2006) bahwa mikroorganisme yang menghasilkan phytase ekstraseluler mampu menghidrolisis asam phytat menjadi fosfor, sehingga wilayah di sekeliling koloni terlihat jernih. Fosfor yang dihasilkan dari proses penguraian asam phytat ini larut dalam media sehingga kekeruhan di sekeliling koloni hilang seperti yang terlihat pada Gambar 2° dan 2B. 


Pada Gambar 2° dan 2B juga dapat dilihat bahwa isolat nomor Y2 mempunyai diameter zona bening lebih besar (0,7 cm) dibanding dengan isolat nomor Y4 (0,3 cm). Perbedaan diameter kedua isolat ini disebabkan karena perbedaan kemampuan isolat dalam menghidrolisis asam Phytat menjadi fosfor. Cao et al. (2005) menyatakan bahwa kemampuan aktivitas phytase berbeda tergantung sumber enzim. Sedangkan pada Gambar 2C dan 2D (batang: isolat nomor Y8 dan daun: isolat nomor Y9) tidak terbentuk zona bening karena kedua isolat tidak menghasilkan phytase. Isolat yang tidak membentuk zona bening di sekeliling koloni ini memanfaatkan fosfor selain yang berasal dari asam phytat atau tumbuh dengan memanfaatkan fosfor yang merupakan hasil perombakan asam phytat dari mikroba yang menghasilkan phytase.

Zona bening yang terbentuk di sekeliling koloni pada medium seleksi yang mengandung asam phytat menandakan bahwa sintesis phytase kedua isolat ini tergantung ada atau tidaknya asam phytat di dalam medium pertumbuhan. Hal ini dapat dikatakan bahwa sintesis phytase dari isolat nomor Y2 dan nomor Y4 diinduksi oleh asam phytat yang ada di dalam medium pertumbuhan. Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa sintesis phytase ekstraseluler berbeda tergantung jenis mikroba. Phytase pada Bacillus (Powar dan Jagannathan, 1982; Choi et al., 2001), C. Crusei (Quan et al., 2001), A. Oryzae (Fujita et al., 2003) dan Klebsiella (Shah dan Parekh, 1990) diinduksi oleh asam phytat pada medium pertumbuhan. Sedangkan pada E. Coli, produksi phytase diinduksi oleh adanya fosfor (Greiner et al., 1997). 

Identifikasi Mikroba Endofitik

Setelah dilakukan seleksi, dilakukan identifikasi jenis isolat. Identifikasi dari kedua isolat dilakukan berdasarkan Samson dan van-Reenen-Hoekstra (1988) dan Barnett dan Hunter (1972). Identifikasi  jenis isolat dilakukan dengan cara mengamati bentuk koloni, warna koloni, permukaan koloni (seperti kapas atau tidak), mengubah warna medium atau tidak, hifa bersekat atau tidak, dan tipe konidia dari isolat. 

Dari hasil pengamatan yang telah dilakukan terlihat koloni berwarna krem pekat dengan bagian pinggir koloni memutih dan permukaan koloni seperti beludru, mengubah warna medium menjadi merah, tubuh buah dan spora tidak ada, mempunyai sklerotia kecil dengan susunan yang longgar dan berwarna coklat serta berhubungan dengan hifa utama, hifa bersekat dan berwarna coklat. Deskripsi ini sesuai dengan deskripsi Rhizoctonia sp. (Barnett dan Hunter, 1972), seperti yang terlihat pada Gambar 3°. 

Dari pengamatan terhadap isolat nomor Y4, koloni terlihat berwarna putih, permukaan koloni seperti kapas dan mengubah medium menjadi ungu. Makrokonidia dibentuk pada cabang lateral dari hifa dan terdiri dari makrokonidia berbentuk sabit dengan kedua ujung meruncing, umumnya bersekat tiga sampai lima, mempunyai phialid dua sampai tiga (Gambar 3B), sesuai dengan deskripsi Fusarium verticillioides (Samson dan van-Reenen-Hoekstra, 1988). 










Gambar 3. Mikroba endofitik yang diisolasi dari tanaman kedelai. A-B = Rhizoctonia sp.; C-D = F. Verticillioides; A = bentuk makroskopis; B = bentuk mikroskopis (perbesaran 100x).; C = bentuk makroskopis; D = bentuk mikroskopis (perbesaran 100x); a = sklerotia; b = hifa; c = phialid; d = makrokonidia.

Uji Aktivitas Phytase
Kedua isolat yaitu Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides yang mengha-silkan zona bening ditumbuhkan pada medium cair (medium fermentasi) yang mengandung asam phytat sebagai sumber fosfor dan dilakukan pencuplikan sampel untuk mengetahui waktu fermentasi yang menghasilkan aktivitas tertinggi, maka didapatkan hasil seperti yang terlihat pada Gambar 4.

Pada Gambar 4. dapat dilihat bahwa waktu untuk memproduksi phytase dari kedua isolat adalah setelah 24 jam inkubasi. Produksi phytase meningkat sesuai dengan pertambahan waktu inkubasi dan mencapai produksi enzim maksimum pada 48 jam inkubasi. Produksi enzim pada kedua isolat menurun setelah 48 jam inkubasi. Hal ini menunjukkan bahwa produksi phytase dari kedua isolat tertinggi pada 48 jam inkubasi. Produksi phytase yang tinggi pada 48 jam inkubasi berhubungan dengan saat dimana enzim tertinggi diproduksi kedua isolat tersebut, yaitu pada fase stasioner. Koniezny dan Greiner (2004), menyatakan bahwa sintesis phytase dari mikroorganisme adalah pada fase awal stasioner dan mencapai puncak produksi pada akhir fase stasioner.

Gambar 4. Lama waktu produksi Phytase dari Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides.



Pada Gambar 4 juga dapat dilihat bahwa aktivitas phytase Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada 48 jam inkubasi adalah 0.46 U/ml dan 0.78 U/ml. Aktivitas phytase Rhizoctonia sp. Lebih besar dibanding F. Verticillioides (pengukuran aktivitas secara kualitatif), sedangkan aktivitas enzim yang diukur secara kuantitif menunjukkan hal yang sebaliknya. Hal ini berarti bahwa aktivitas enzim yang diukur secara kualitatif tidak selalu memperlihatkan hasil yang sama atau dapat dikatakan bahwa besarnya diameter zona bening tidak selalu menunjukkan besarnya aktivitas suatu enzim. Wards (1983) menyatakan bahwa pendekatan dengan cara menghubungkan tingkat produktivitas dengan ukuran diameter zona bening yang terbentuk di sekeliling koloni pada medium padat dengan kemampuan mikroorganisme yang bersangkutan menghasilkan enzim dalam medium cair tidaklah selalu sama. Aktivitas kedua isolat ini hampir sama dengan aktivitas phytase dari B. Coagulans yaitu 0.59 U/ml (Widowati dkk, 1998).

Setelah dilakukan pencuplikan sampel dan diketahui waktu produksi enzim yang tertinggi, maka dilakukan pengujian lama waktu reaksi enzim yang dihasilkan oleh Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides tersebut dalam menguraikan asam phytat menjadi fosfor. Lama waktu reaksi enzim untuk menguraikan substrat (asam phytat) menjadi fosfor pada masing-masing isolat dapat dilihat pada Gambar 5. 

Pada Gambar 5 dapat dilihat bahwa reaksi phytase dengan asam phytat berlangsung setelah lima menit inkubasi. Aktivitas enzim kedua isolat meningkat sesuai dengan peningkatan waktu inkubasi dan mencapai aktivitas maksimum pada 15 menit inkubasi. Aktivitas enzim kedua isolat menurun setelah 15 menit inkubasi. Aktivitas enzim yang didapatkan setelah diinkubasi selama 15 menit pada isolat nomor Y2 adalah 1,42 U/ml dan isolat no Y4 adalah 1,48 U/ml. Hal ini menunjukkan bahwa kedua isolat mempunyai kemampuan tertinggi menguraikan asam phytat menjadi fosfor pada waktu 15 menit inkubasi. Waktu phytase dalam menguraikan asam phytat menjadi fosfor berbeda tergantung mikroorganisme penghasil phytase. Phytase dari A. Fumigatus memperlihatkan aktivitas maksimum setelah diikubasi selama 10 menit (Martin et al., 2005). Aktivitas phytase A. Oryzae yang diisolasi dari Koji adalah 1,5 U/ml dengan waktu inkubasi enzim dengan substrat selama 20 menit (Fujita et al., 2003). Sedangkan aktivitas phytase enzim komersial Allzyme, A. Fumigatus (Martin et al., 2005) dan P. Anomala (Vohra dan Satyanarayana, 2002) adalah 10 menit.

Gambar 5. Lama waktu reaksi Phytase dengan asam Phytat (substrat) Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides.
Karakterisasi Phytase 

Setelah diketahui waktu produksi enzim dan waktu reaksi penguraian asam phytat menjadi fosfor tertinggi dari Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides, maka dilakukan karakterisasi enzim yaitu pH dan suhu. Penentuan pH dan suhu optimum enzim dilakukan berkaitan dengan sifat-sifat protein seperti kekuatan interaksi antara asam-asam amino yang secara umum akan menyebabkan protein menjadi tidak stabil. 
pH

Aktivitas phytase Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada beberapa tingkatan pH dari dapat dilihat pada Gambar 6.

Gambar 6. Aktivitas Phytase Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada beberapa tingkatan pH.

Pada Gambar 6. dapat dilihat bahwa secara umum kisaran pH aktivitas phytase dari Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides adalah pH 2 – 7. Hal ini menunjukkan bahwa kedua isolat mempunyai aktivitas pada kisaran pH yang luas. Kisaran pH aktivitas enzim yang luas dari kedua isolat ini memungkinkan untuk diaplikasikan ke dalam pakan ternak karena berpotensi tetap aktif di sepanjang saluran pencernaan. Kisaran pH aktivitas enzim kedua isolat ini sama dengan kisaran pH aktivitas phytase yang dihasilkan oleh A. Fumigatus, Allzyme dan Natuphos (enzim komersial) yaitu pH 2 – 7 (Martin et al., 2005). Fujita et al. (2003) juga melaporkan bahwa kisaran pH aktivitas phytase dari A. Oryzae yang diisolasi dari Koji adalah pH 1 – 7.5.

Aktivitas phytase dari Rhizoctonia sp. Meningkat sesuai dengan peningkatan pH dan mencapai aktivitas optimum pada pH 4 dan terjadi penurunan aktivitas enzim pada pH diatas 4 serta tidak ada aktivitas enzim pada pH 8. Aktivitas phytase dari F. Verticillioides juga meningkat seiring dengan peningkatan pH dan mencapai aktivitas tertinggi pada pH 5 serta tidak ada aktivitas pada pH 8.  Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas optimum phytase Rhizoctonia sp. Adalah pada pH 4 dan F. Verticillioides pada pH 5, dimana nilai pH optimum aktivitas enzim kedua isolat berturut-turut adalah 2,72 U/ml dan 6,11 U/ml. 

Adanya perbedaan pH optimum dari kedua isolat ini karena adanya perbedaan jenis mikroba penghasil phytase. pH optimum aktivitas enzim berbeda tergantung sumber enzim (Cao et al., 2005) dan pada umumnya 4,4 sampai 8 (Scott, 1991). Phytase dari A. Fumigatus mempunyai pH optimum 5,5 (Martin et al., 2005), phytase dari P. Anomala mempunyai pH optimum 4 (Vohra dan Satyana-rayana, 2002) sedangkan  phytase dari A. Oryzae yang diisolasi dari Koji mempunyai pH optimum 2 (Fujita et al., 2003). Aktivitas phytase dari S. Auranthigriseus adalah pada pH 5,5, sedangkan aktivitas dari B. Coagulans optimum pada pH 6,5 (Widowati dkk, 1998).


Pada Gambar 6. juga dapat dilihat bahwa aktivitas phytase Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada pH di bawah dan di atas kondisi optimum rendah disebabkan bagian sisi aktif yang mengandung gugus fungsi dan konformasi atau struktur tiga dimensi enzim berada dalam kondisi kurang mantap sehingga aktivitas katalitiknya rendah. Hal ini disebabkan karena adanya penggantian gugus pada residu asam amino sehingga menyebabkan aktivitas enzim turun. Perubahan pH menyebabkan ionisasi pada struktur primer dan struktur sekunder protein, juga menyebabkan perubahan interaksi antara satu asam amino dengan asam amino lainnya yang bertanggung jawab dalam pembentukkan struktur tiga dimensi enzim. Trudy dan James (1999) menyatakan bahwa sisi aktif dan struktur tiga dimensi enzim menentukan aktivitas katalitik enzim. Denaturasi protein akan menyebabkan hilangnya aktivitas enzim. Sebagian enzim akan hilang aktivitasnya dengan pemecahan satu atau beberapa ikatan peptidanya. Sedangkan sebagian enzim akan dapat mempertahankan aktivitasnya meskipun beberapa ikatan peptidanya telah pecah atau malahan dapat menjadi lebih reaktif.

Pada Gambar 6. juga dapa dilihat bahwa phytase yang dihasilan kedua mikroba tersebut bersifat asam, yang berarti bahwa kedua isolat ini tergolong phytase yang bersifat asam (acid phytase). Konietzny dan Greiner (2002) melapor-kan bahwa pH optimum phytase yang bersifat asam yaitu berkisar 5. 

Suhu

Aktivitas enzim dari Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada beberapa tingkatan suhu dapat dilihat pada Gambar 7. Pada Gambar 7. dapat dilihat bahwa phytase dari Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides mempunyai kisaran suhu aktivitas 27 – 800C. Hal ini menunjukkan bahwa kedua mikroba mempunyai kisaran suhu aktivitas yang luas. Kisaran suhu aktivitas enzim tergantung sumber enzim (Cao et al., 2005) yang pada umumnya adalah 36 – 630C (Wodzinski dan Ullah, 1996). Suhu aktivitas phytase dari A. Fumigatus ádalah 20-700C (Martin et al., 2005) sedangkan kisaran suhu optimum aktivitas phytase dari A. Oryzae yang diisolasi dari Koji adalah 20 – 1000C (Fujita et al., 2003). 

Gambar 6. Aktivitas Phytase Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides pada  beberapa tingkatan suhu.

Phytase yang dihasilkan Rhizoctonia sp. Dan F. Verticillioides mencapai aktivitas maksimum pada suhu 500C. Hal ini menunjukkan bahwa kedua mikroba tersebut mempunyai aktivitas optimum pada suhu 500C. Pada keadaan optimum ini kecepatan reaksi enzim paling cepat. Reaksi enzim meningkat dua kali lipat pada setiap kenaikan suhu 100C hingga mencapai suhu tertentu (Trudy dan James, 1999) dan tergantung sumber enzim (Cao et al., 2005). Kenaikan suhu diatas suhu optimum menyebabkan enzim terdenaturasi sehingga aktivitas katalitiknya berkurang (Trudi dan James, 1999; Campbell, Reece dan Mitchell, 2000). Dari data yang didapatkan terlihat pada suhu di atas 50oC terjadi penurunan aktivitas enzim kedua isolat (Gambar 7.). Turunnya aktivitas phytase kedua isolat disebabkan perubahan konformasi pada struktur tiga dimensi enzim yang mengakibatkan enzim menjadi tidak stabil sehingga aktivitas enzim berkurang, bahkan hilang. Campbell, Reece dan Mitchell (2000) menyatakan bahwa kecepatan reaksi enzimatik akan menurun drastis di atas suhu optimum akibat adanya gangguan pada ikatan hidrogen, ikatan ionik dan interaksi lainnya yang menstabilkan konformasi aktif enzim, sehingga enzim mengalami denaturasi. 

Aktivitas phytase Rhizoctonia sp. Pada suhu 500C adalah 1,3 U/ml, sedangkan aktivitas phytase F. Verticillioides adalah 2,46 U/ml. Adanya perbedaan aktivitas dari kedua mikroba ini disebabkan adanya perbedaan sumber enzim, karena setiap enzim mempunyai karakteristik aktivitas yang berbeda tergantung jenis mikroorganisme (Cao et al., 2005). Suhu optimum dari phytase bervariasi tergantung sumber mikroorganisme yaitu 45 – 770C (Martin et al., 2005). Suhu optimum dari kedua isolat ini sama dengan suhu optimum dari enzim komersial Allzyme (Martin et al., 2005; Cao et al., 2007).  Fujita et al. (2003) melaporkan bahwa aktivitas phytase A. Oryzae yang diisolasi dari Koji adalah 1,5 U/ml pada suhu 300C. Aktivitas phytase dari S. Auranthigriseus adalah 0,0002 U/ml pada suhu 550C.
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