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ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri penghasil enzym fitase baru  yang stabil pada suhu tinggi dari sumber air panas di Sumatera Barat. Pengambilan sampel air panas dilakukan di Rimbo Panti Kabupaten Pasaman, di Solok Kab Solok, di Maninjau  Kab. Agam dan di Lintau Buo dan Desa Padang Ganting Kab. Tanah Datar.  Enam isolat bakteri yang mempunyai kemampuan menghasilkan enzim fitase  berhasil diisolasi. Isolat bakteri dipilih berdasarkan kemampuannya untuk tumbuh dan berkembang dalam media yang mengandung Sodium fitat.   Enzim yang dihasilkan oleh bakteri yang isolasi ada yang ekstraseluler dan intraseluler. Lokasi yang banyak ditemukan bakteri penghasil ekstraseluler fitase adalah pada daerah Sangir, Arara dan Tandikek.  Sedangkan pada daerah lain ditemukan bakteri penghasil enzim yang bersifat intraseluler. Bakteri isolate 1.1 merupakan isolate terbaik yang memiliki aktivitas enzim tertinggi. Bakteri isolat 1.1 merupakan bakteri gram-positif, berspora dan berbentuk batang. Kondisi optimum untuk aktivitas enzim dan stabilitas fitase adalah pada suhu 90°C, sedangkan pH optimum untuk aktivitas enzim dan stabilitas  sesuai adalah pH diatas 7. Enzim fitase isolat 1.1 yang berasal dari sumber air panas Sangir mempunyai stabilitas temperatur dan pH yang sesuai untuk dijadikan sebagi feed aditif baik ternak unggas maupun ruminansia.

PENDAHULUAN
Pada umumnya biji-bijian dan polong-polongan mengandung asam fitat (Myo-inositol Hexakisphospat), yaitu senyawa antinutrisi yang mengikat protein dan mineral dan unsur fosfor yang ada dalam bahan itu. Ikatan yang kuat menurunkan kelarutan, daya cerna dan penyerapan protein dan mineral seperti Ca, Fe, Zn dan Mg. Komplek asam fitat dengan protein enzim pencernaan menyebabkan penurunan aktivitas enzim pencernaan itu. Ternak monogastrik seperti babi dan unggas, ikan tidak mampu mendegradasi asam fitat, karena alat pencernaannya sedikit menghasilkan enzim fitase untuk menghidrolisis asam fitat sehingga menyebabkan sangat rendahnya ketersediaan unsur fosfor dan zat makanan lain tidak dapat dimanfaatkan secara maksimal oleh ternak. Fosfor yang tidak dicerna akan dikeluarkan melalui feces sehingga menyebabkan terjadinya pencemaran tanah, air sungai, dan danau karena eutrophication yaitu terjadinya penyuburan perairan berlebihan yang akan menyuburkan alga beracun dan dapat membunuh ikan.

Enzim fitase telah ditemukan pada tanaman, kapang namun dalam penggunaan enzim ini terkendala pada tidak stabilnya saat penyimpanan dan tidak tahannya terhadap pemanasan selama proses pelleting ransum yang dapat mencapai suhu >85°C. Enzim fitase yang berasal dari tanaman, kapang dan ragi punya keterbatasan pada beberapa sifat seperti daya tahan terhadap proteolisis, efisiensi katalitik, spesifitas substrat, stabilitas pada temperatur tinggi dan kondisi keasaman rendah. Enzym fitase sebagai pendegradasi fitat yang digunakan sebagai pakan tambahan harus efektif dalam menghidrolisis fitat dalam saluran pencernaan, stabil terhadap pemanasan yang berasal dari pembuatan pakan dan penyimpanan serta  biayanya murah untuk memproduksinya. Oleh karena itu maka enzim fitase yang berasal dari bakteri sumber air panas merupakan alternatif nyata karena lebih stabil dan produksi yang tinggi  sehingga dapat dikembangkan pada industri peternakan.
METODOLOGI PENELITIAN
Lokasi  Penelitian
Pengambilan sampel air panas diambil di di Rimbo Panti Kabupaten Pasaman, di Solok Kab Solok, di Maninjau  Kab. Agam dan di Lintau Buo dan Desa Padang Ganting Kab. Tanah Datar Sumatera Barat.  Air diambil secara acak pada kedalaman 50-100 cm. Sampel air diletakan di dalam botol steril dan disimpan di dalam es  selama  pemindahan  dari  lokasi  ke laboratorium lalu disimpan pada suhu 

-20°C. 

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel air panas, asam fitat dan gliserol.
Pelaksanaan Penelitian
Tahap I: Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penghasil Enzim Fitase. 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri penghasil enzim fitase termostabil pada medium yang mengandung asam fitat sebagai sumber fosfor. Satu mL sampel air panas dimasukkan kedalam 14 ml medium yang steril yang mengandung asam fitat, diinkubasi pada temperatur 60°C selama 48 jam. Bakteri terpilih disimpan dalam medium yang mengandung 15% gliserol pada suhu -20 °C. Beberapa bakteri terpilih diinokulasi kedalam medium yang sama untuk menentukan isolat yang punya kemampuan tertinggi dalam menghasilkan enzim fitase. Peubah yang diamati:  Aktifitas enzim fitase (µM P/mL/menit) 
Tahap II.  Identifikasi Bakteri. 

Tahap pertama identifikasi bakteri penghasil enzim fitase adalah melakukan Gram staining dan tes oksidase untuk bakteri gram negatif untuk menentukan bakteri enterik dan non enterik. Hasil oksidase tes positif menunjukan bahwa bakteri itu adalah non enterik yaitu bakteri yang bukan berasal dari alat pencernaan. 

Tahap III: Kondisi Optimum untuk Pengukuran Aktifitas Enzim Fitase 

Pada tahap ketiga dilakukan optimasi kondisi pengukuran dan stabilitas enzim fitase untuk mendapatkan aktifitas enzim tertinggi. Parameter yang diuji pada semua perlakuan adalah aktifitas enzim fitase (unit/gram protein ).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi Bakteri Penghasil Enzim Fitase. 

Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan bakteri penghasil enzim fitase termostabil dari sumber air panas di Sumatera Bara pada medium yang mengandung asam fitat sebagai sumber fosfor. Beberapa bakteri terpilih diinokulasi kedalam medium yang sama untuk menentukan isolat yang punya kemampuan tertinggi dalam menghasilkan enzim fitase. 

Enam isolat bakteri yang mempunyai kemampuan menghasilkan enzim fitase  berhasil diisolasi  dari sampel air panas pada berbagai lokasi. Isolasi ini  menggunakan medium pengayaan yang mengandung sodium fitat sebagai satu-satunya sumber fosfor dan dilakukan pada kondisi aerobik. Isolat bakteri dipilih berdasarkan kemampuannya untuk tumbuh dan berkembang dalam media yang mengandung Sodium fitat ini.  Ketika bakteri diisolasi dari sampel air panas pertama kali dalam medium pengayaan, bakteri masih punya kemampuan tumbuh dalam bentuk kultur campuran.  Setelah ditransfer beberapa kali dan dikultur beberapa kali secara individu kedalam media pengayaan maka diperoleh isolat murni yang mampu menghasilkan enzim fitase.

Lokasi yang banyak ditemukan bakteri penghasil ekstraseluler fitase adalah pada daerah Sangir, Arara dan Tandikek . Hal ini ditunjukan dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni bakteri yang diuji menandakan kemampuannya dalam menghasilkan enzin ekstraseluler (Gambar 1). Beberapa isolat juga ditemukan pada sampel dari daerah lain namun enzim yang dihasilkan adalah intraseluler.  Karakteristik morfologi bakteri yang dipilih dapat dilihat pada Tabel 1.  
[image: image1.png]



Gambar 1. Pertumbuhan dan zona bening bakteri penghasil fitase isolate 1,3 dan 4 pada medium skrining  padat mengandung Na-Fitat
Tabel 1. Isolat Bakteri Penghasil Enzim Ekstraseluler Fitase dan Bentuk Morfologinya.
	No.
	Lokasi Sampel
	No. Isolat
	Morfologi
	Bentuk Sel
	Gram

Stain
	Spesifik 

activity

	1
	Sangir 
	1.1
	Putih terang,   Melengkung mengkilat, Bulat, Tepi Rata
	Batang kecil
	Positif
	246.48

	2
	Batu bajanjang 
	2.1
	Krem,  Bulat,  Lengkung, tepi rata
	Bulat 
	Negatif
	206.49

	3
	Arara 
	3.1
	Orange muda,  Bulat kecil , Suram, Tepi Tidak rata
	Bulat
	Positif
	198.94

	4
	Arara 
	3.2
	Orange muda, mengkilat, lengkung,  Bulat, Rata
	Batang kecil
	Negatif
	282.32

	5
	Tandikek
	4.1
	Krem, suram, Bulat, Tepi Tidak Rata
	Batang
	Positif
	243.45


Berdasarkan bentuk morfologinya sel bakteri ada yang berbentuk batang, bulat dengan warna yang berbeda, namun pada hasil penelitian ini yang jadi pertimbangan dalam memilih isolat yang baik untuk dipelajari dan dikembangkan selanjutnya adalah adalah bakteri dengan Gram stain positif, karena isolat bakteri dengan Gram stain negatif ada kemungkinan berupa enterobacteria. Untuk penelitian selanjutnya  dipilih isolat bakteri 1.1 karena mempunyai Gram Stain positif.
Kondisi Optimum Aktifitas dan Stabilitas Enzim Fitase 

Pada tahap ini dilakukan optimasi kondisi pengukuran aktifitas enzim fitase untuk mendapatkan aktifitas enzim tertinggi. Parameter yang diuji pada semua perlakuan adalah aktifitas enzim fitase (µM P/mL/menit).
Temperature Optimum and Thermal Stability
Pada gambar 2 dapat dilihat bahwa aktivitas enzim fitase yang diperoleh pada penelitian ini berkisar antara 5113.,63 sampai 6420,45 U/ml pada variasi suhu inkubasi  30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 1000 C.
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Gambar 2. Pengaruh temperatur berbeda terhadap aktifitas enzim fitase. Atifitas enzim diukur pada temperatur 30-100°C.
Enzim ini mempunyai temperature optimum pada 70-90°C dimana aktifitas enzim meningkat dengan meningkatnya temperatur dan aktifitas menurun dibawah dan diatas range suhu itu  namun dalam jumlah yang masih sangat sedikit, hal ini disebabkan karena protein enzim masih belum mengalami denaturasi. Walau bagaimanapun aktifitas enzim fitase pada penelitian ini turun sangat cepat pada temperatur 100°C akibat terjadinya denaturasi protein enzim. 
Termostabilitas merupakan hal yang perlu diukur dari suatu enzim karena pada proses pelleting ransum terjadi peningkatan temperatur antara 65-95  ºC, sehingga perlu enzim yang tahan panas sebagai feed aditif agar aktifitas enzim tidak rusak selama pelleting. Untuk menentukan stabilitas temperatur, enzim diinkubasi pada temperatur berbeda selama 30 menit lalu didinginkan  dan aktifitas diukur. Aktifitas enzim meningkat apabila terekspos pada suhu tinggi selama 30 menit dengan meningkatnya temperatur.  Aktifitas enzim tertinggi diperoleh pada temperatur 90°C yaitu 135 % dibandingkan dengan yang diinkubasi pada temperatur ruang (28°C) yaitu 100% (Gambar 3). Hasil ini menunjukan bahwa enzim fitase yang diperoleh dari Isolat 1.1 yang berasal dari sumber air panas Sangir adalah enzim yang tahan panas dan sangat cocok digunakan dalam industri peternakan. 
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Gambar 3. Pengaruh temperatur berbeda terhadap stabilitas enzim fitase. Enzim diinkubasi pada temperatur 30-100°Cselama 30 menit lalu diukur sisa aktifitasnya.
Stabilitas panas enzim fitase dari Isolat 1.1 ini ini lebih tinggi jika dibandingkan dengan fitase yang berasal dari  Apergilus  niger tersedia komersil (Garet et al., 2004) yaitu aktifitas hanya tinggal 40% setelah terekspos selama 10 menit pada temperatur 70°C.  Umumnya penelitian tentang mikroorganisme penghasil fitase stabil pada suhu 40-70 oC.  Kim et al. (1998) melaporkan bahwa  Bacillus sp. strain DS11 stabil pada suhu 70oC yang diinkubasi selama 10 menit dengan menambahkan mineral CaCl2. Enzim fitase tahan pada temperatur tinggi yang telah di laporkan sejauh ini telah diisolasi dari Pichia anomala (Vohra and Satyanarayana, 2002), Schwanniomyces castellii (Segueilha et al., 1992) and Lactobacillus sanfranciscensis (De Angelis et al., 2003).
Pengaruh pH Terhadap aktifitas dan Stabilitas Enzim  Fitase


Pada Gambar 4, dapat dilihat bahwa aktivitas enzim fitase yang diperoleh pada penelitian ini berkisar 522.72 - 693.19 U/mL pada berbagai variasi pH  yaitu 4, 5, 5, 6, 7, 8, 9 dan 10. Enzim mempunyai aktifitas optimum pada pH pH 7- 10, sedangkan aktifitas enzim  sampai 25% pada pH dibawah 7 dan cukup stabil sampai 4.   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.
Pengaruh stabilitas enzim di diteliti pada pH 4-10 pada temperatur 5ºC selama 1 jam. Enzim kehilangan aktifitas dengan menurunnya pH, namun penurunan ini tidak terlalu  tinggi bahkan sampai pH 4 sisa aktifitas  enzim masih 84 % dari 100% pada pH 7 dan aktifitas tertinggi adalah pada pH 10 yaitu 105% (Gambar 5).
[image: image4.emf]0

100

200

300

400

500

600

700

800

3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

uM P/mL/memit


Gambar 4. Pengaruh pH berbeda terhadap aktifitas enzim fitase. Aktifitas Enzim diukur pada buffer dengan pH 4-10. 

Kemampuan enzim fitase menghidrolisa fitat dalam alat pencernaan ditentukan oleh sifat enzim ini. Suatu enzim dengan pH optimum nya asam sangat diinginkan karena enzim ini sangat tahan terhadap pH asam seperti pada alat pencernaan unggas. Berdasarkan karakter yang diperoleh menunjukan bahwa enzim fitase potensial sebagai feed aditif dan  stabil pada proses pelleting. 
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Gambar 5. Pengaruh pH berbeda terhadap stabilitas enzim fitase. Enzim diinkubasi pada buffer dengan pH 30-100°C selama 30 menit lalu diukur sisa aktifitasnya.
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa dari bakteri isolate 1.1 merupakan isolate terbaik yang memiliki aktivitas enzim tertinggi. Bakteri isolat 1.1 merupakan bakteri gram-positif, berspora dan berbentuk batang. Kondisi optimum untuk aktivitas enzim dan stabilitas fitase adalah pada suhu 90°C, sedangkan pH optimum untuk aktivitas enzim dan stabilitas  sesuai adalah pH diatas 7. Enzim fitase isolat 1.1 yang berasal dari sumber air panas Sangir mempunyai stabilitas temperatur dan pH yang sesuai untuk dijadikan sebagi feed aditif baik ternak unggas maupun ruminansia.

Saran
Untuk penelitian selanjutnya agar dilakukan optimasi produksi enzim dan pemurnian enzim fitase dari bakteri isolate 1.1.
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