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Abstract

The research was conducted to produce and characterization of phytase by Fusarium verticillioides endophytic fungus that isolated from root of soy bean plant. The research used experiment methode in laboratorium. The results of the research were based on the production of the phytase optimalization of the production exhibited in pH 5.0, temperature 50◦C and 48 h of  incubation time. The fungus could be classified as themofilic fungus. Based on the characterization the partial purified phytase were exhibited pH activity 5.0, pH stability 2.5 – 5.0, otherwise temperature activity 50◦C and stability 30 - 60 ◦C . the enzyme had broad substrate specificity. The application of the enzyme to feed and ration 511 showed that rice bran more hydrolyze compared the other feed in released the an organic phosphate from binding in phytate acid or P-phytate linked.
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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 juga disimpan dalam bentuk myo-inositol yang merupakan senyawa yang sangat penting dalam mempengaruhi pertumbuhan. Reddy et al., (1989) menyatakan asam pitat dan myo-inositol turunan disimpan pada beberapa fungsi fisiologi penting dalam tanaman. 


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. 


Phosphatase adalah suatu enzim yang dapat mengkatalisis ikatan monopospoester pada berbagai senyawa organopospat. Namun, enzim ini tidak dapat menghidrolisis ikatan monopospoester pada asam phytat, karena itu hirolisis asam phytat hanya dapat dikerjakan oleh spesial  enzim  yang dipunyai oleh enzim phytase. Enzim phytase (myo-inositol hexakispospat pospohidrolase) dapat menghidrolisis asam phytat menjadi myo-inositol       (myo-inositol yang membebaskan pospat an organik).  Enzim phytase tersebar dialam, seperti mikroorganisma, tanaman, dan jaringan tanaman.  Beberapa enzim phytase telah di klon dan telah dikarakterisasi seperti enzim phytase dari  Aspergillus ficuum (ullah, 1988a), phytase dari Escherichia coli (Greiner et al,.1993), a novel phytase dari Bacillus subtillis (Keovuo, 2000) dan phytase dari mamalia (Craxton et al., 1997). 


 Mikroba endophytic adalah suatu mikroba yang diisolasi dari dalam tanaman baik dari akar, daun dan batang.  Berbagai metabolit sekunder telah coba dihasilkan dan diteliti oleh sekelompok peneliti, baik sebagai senyawa antibiotik, antiviral dan senyawa antikanker, sebagai antioksidant, aktivitas antiinsektisida, dan antidiabetik dan senyawa antiimonosupresip (Strobel, 2002; Strobel and Daisy, 2003).  Sementara penelitian antimikroba dan antikanker terus berlanjut untuk menghasilkan suatu novel menggunakan mikroba endopitik.  Bare et al,. (2004) telah mengeksploitasi bakteri endopitik Burkholderia cepacia  sebagai pitoremidasi  senyawa organik yang larut air dan mudah terbang  seperti toluene. Yetti (2001) menemukan bahwa  Acremonium sp kapang endipitik dapat menghasilkan enzim amylase pendegradasi pati yang berasal dari sagu, kentang, beras, gandum, tapioca dan jagung dan pada tahun 2003 Yetti dkk telah juga mengeksploitasi kapang endopitik penghasil enzim sellulase yang dapat mendegradasi sellulosa pada limbah pertanian/industri (sabut sawit, sabut kelapa, bagase dan serbuk gergaji). Namun, kemampuan kapang endopitik (Rhizoctonia sp. dan Fusarium verticillioides) dalam menghasilkan enzim phytase belum ada yang melaporkan terutama untuk diaplikasikan dalam pakan ternak ayam yang mengandung phosphor berasal dari nabati, maka pada penelitian ini akan dicoba menemukan enzim phytase yang dihasilkan kapang endopitik yang diisolasi dari dalam akar, batang, daun tanaman kedelai. Diharapkan enzim yang dihasilkan mempunyai pH optimum sesuai dengan pH saluran pencernaan ayam sehingga enzim phytase dapat bekerja optimum dalam membebaskan mineral phosphor sehingga dapat dimanfaatkan ayam sebagai sumber mineral pospor.

Materi dan Metode Penelitian

Penelitian ini di rencanakan untuk 2 tahun, dimana penelitian tahun I telah ditemukan kapang endoptik yang mempunyai kemampuan yang kuat mendegradasi asam phytat yaitu Rhizoctonia sp. dan Fusarium verticillioides. Pada tahun ke II ini ada 3 tahap penelitian yang harus dikerjakan yaitu: 1) Optimalisasi produksi enzim phytase dari  kapang endopitik Rhizoctonia sp. dan Fusarium verticillioides (Yetti et al.,2008) menuju skala industri;  2) Optimalisasi optimum kondisi enzim phytase   (pH, suhu, substrat), 3) Mencari metoda degradasi asam phytat yang tepat pada bahan pakan (jagung, dedak, kedelai dan bungkil kelapa)  dan pakan komersial.

1). Optimalisasi produksi enzim phytase dari  kapang endopitik Rhizoctonia sp. Dan

     Fusarium verticillioides

pH awal  fermentasi


Sebelum menggunakan fermentor volume 2.5 liter, digunakan tabung erlemeyer 250 ml yang berisi 100 ml medium fermentasi yang mengandung 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 awal diatur mulai dari 2 – 7.5   dengan  0.5). Kemudian disterilkan di dalam otoklaf pada suhu 1210C dengan tekanan 15 lbs selama 15 menit. Setelah itu inokulum Rhizoctonia sp. dan Fusarium verticillioides masing-masing sebesar 2% di inokulasikan kedalam medium, medium yang telah diinokulasi kemudian ditempatkan pada shaker pada suhu ruang, selanjutnya enzim di panen setiap 6 jam sekali dan ditentukan aktivitas phytase dan kandungan protein terlarut enzim. 

Suhu fermentasi


Suhu fermentasi juga sangat menentukan produksi dari suatu enzim, setelah diperoleh pH awal fermentasi, sumber C dan N optimum, maka dengan kondisi optimum tersebut ditentukan suhu optimum dengan menplot suhu fermentasi di mulai dari 30, 35, 4o, 45, 50, 55 dan 600C dengan metode sama denga metode diatas.

Lama fermentasi


Lama fermentasi dilakukan mengikuti metoda diatas pada pH, konsentrasi substrat dan suhu fermentasi optimum. Lama fermentasi diatur mulai dari 12, 24, 36. 48, 60, 72,  96 dan 120 jam. 

2) Optimalisasi optimum kondisi hidrolisis enzim phytase  (pH, suhu, substrat)



Enzim phytase  yang dihasilkan oleh salah satu kapang endopitik terbaik, harus di ketahui optimum kondisi reaksinya serta substrat spesifik yang dapat dirombak oleh phytase. Substrat spesifik phytase akan dicoba untuk mendegradasi bahan pakan ternak asal nabati yang mempunyai kandungan asam phytat tinggi seperti dedak, kedelai, jagung bungkil kelapa dan bungkil inti sawit, limbah biji kapuk,  dan tepung gandum dan dibandingkan kemampuanya dengan phytase komersial yang ada.  Apabila substrat spesifik phytase ini tinggi pada bahan pakan yang kandungan asam phytatnya tinggi dan banyak digunakan dalam susunan ransum unggas seperti dedak maka, phytase yang dihasilkan ini sangat berpotensi sekali membantu penyediaan mineral pospor bagi unggas dan membantu peternak dalam menurunkan harga pakan karena pospor anorganik yang ditambahkan ke dalam susunan ransum selama ini cukup mahal harganya. Disamping itu juga dapat membantu petani karena dapat mengurangi cemaran pospor pada lingkungan.

3). Mencari metoda degradasi asam phytat yang tepat pada bahan pakan (jagung,  

    dedak, kedelai dan bungkil kelapa)  dan pakan komersial.

Untuk menemukan metoda degradasi asam phytatat yang tepat pada bahan pakan dan pakan adalah dengan peningkatan  mineral pospor  yang di bebaskan dalam pakan maka berbagai perlakuan dilakukan pada bahan pakan yang akan diuji antara lain: Hidrolisis bahan pakan (bungkil kedelai, dedak dan jagung, bungkil inti sawit, bungkil kelapa)  dengan phytase terlebih dulu sebelum dicampur dalam susunan ransum serta  peningkatan mineral pospor dalam pakan komersial setelah diperlakukan dengan phytase yang dihasilkan. 

Hasil dan Pembahasan
1). Optimalisasi produksi  phytase kapang endopitik Rhizoctonia sp.& Fusarium   

     verticillioides

Lama fermentasi

Sebelum melakukan produksi enzim phytase pada skala yang lebih besar seperti menggunakan fermentor 10 atau 50 liter maka optimalisasi produksi enzim menggunakan tabung erlemeyer 500 ml perlu dilakukan dimana lama fermentasi, suhu fermentasi dan pH awal fermentasi perlu dilakukan satu persatu agar diperoleh aktivitas phytase optimum dengan kondisi optimum. Pada Gambar 2, dapat dilihat bahwa lama waktu fermentasi 48 jam diperoleh aktivitas optimum pada kedua kapang ini namun kapang Fusarium  verticillioides menghasilkan aktivitas lebih tinggi yaitu 0.78 U/ml lebih tinggi dibandingkan dengan phytase yang dihasilkan oleh Rhizoctonia sp dengan aktivitas hanya 0.46 U/ml. Perbedaan aktivitas yang dihasilkan oleh kedua kapang ini tergantung pada kemampuan kapang tersebut untuk diinduksi oleh asam phytat yang berfungsi sebagai induser dan memaksa kapang endopitik untuk mengeluarkan enzim phytase. Hal yang sama juga didukung oleh penelitian yang telah dilakukan oleh Yetti et al., (2000) dalam memproduksi enzim pemecah pati mentah  dan Yetti et al., (2002) dalam memproduksi enzim sellulase. Pada hasil penelitian ini diperoleh lama fermentasi hanya 48 jam (2 hari) untuk kedua jenis kapang.


Kedua kapang ini memiliki masa adaptasi pertumbuhan yang cukup pendek hanya 10 jam, setelah itu mengalami masa pertumbuhan awal pada 11-30 jam, selanjutnya masa pertumbuhan eksponensial pada 30 – 48 jam, dimana pada periode pertumbuhan eksponensial ini enzim phytase di produksi. Namun pada periode lanjutan 41 – 70 jam terjadi periode penurunan pertumbuhan dimana komponen nutrisi yang dibutuhkan kapang sudah mulai menurun dan zat zat yang menghambat pertumbuhan juga sudah mulai dihasilkan. Sedangkan pada masa 71 -96 jam terjadi periode menuju kematian. Menurunnya aktivitas enzim phytase pada 41 -70 jam, hal ini disebabkan tingginya kosentrasi pospat an organik yang dibebaskan ke dalam medium karena kerja enzim phyase yang di produksi dalam medium, sehingga pospat an organik dapat menghambat (inhibit) aktivitas katalitik phytase. Hal yang sama juga dilaporkan oleh Greiner et al., (1993) dan Liu et al., (1998). 
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Gambar 2. Penentuan lama fermentasi kapang Rhizoctonia sp.& Fusarium verticillioides dalam memproduksi phytase pada medium yang mengandung asam phytat sebagai induser  

Suhu fermentasi

[image: image6.emf]0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Lama waktu fermentasi (jam)

Aktivitas Enzim (U/ml)

Rhizoctonia sp.

Fusarium verticillioides



Suhu optimum fermentasi suatu kapang dalam memproduksi suatu metabolit sekunder sangat menentukan apakah suatu produk yang dihasilkan lebih termostabil atau tidak, Pada penelitian ini diharapkan enzim phytase yang dihasilkan termostabil minimal sampai pada suhu 65◦C yang dapat tahan pada proses pelleting. Pada Gambar 3, dapat dilihat bahwa kedua kapang ini mempunyai aktivitas optimum pada suhu 50◦C, dimana phytase yang dihasilkan kapang Fusarium  verticillioides mempunyai aktivitas lebih tinggi  1.5 kali dibandingkan dengan phytase yang dihasilkan Rhizoctonia sp. Pada suhu 60◦C phytase dari Fusarium  verticillioides masih mempunyai aktivitas sekitar 60%. Penelitian yang sama juga telah dilaporkan untuk beberapa phytase yang berasal dari mikroba (Konietzny and Greiner, 2002) dengan optimum temperatur and within the optimum temperatur 45–55 ◦C  ditentukan untuk pengkuran beberapa produk phytase (Boyce and Walsh, 2006).
Gambar 3. Penentuan suhu fermentasi kapang Rhizoctonia sp.& Fusarium verticillioides dalam memproduksi phytase pada medium yang mengandung asam phytat sebagai induser  

pH awal  fermentasi


pH suatu larutan mempunyai kisaran pH asam, basa atau netral. Pada Gambar 4, dapat dilihat bahwa kapang Rhizoctonia sp mempunyai aktivitas tertinggi pada pH 4.0 dengan aktivitas phytase sekitar 2.8 U/ml, dimana pada pH optimum yang diperoleh menggunakan Fusarium  verticillioides adalah 5.0 dengan aktivitas phytase adalah 6.1 U/ml. Pada penelitian ini terlihat bahwa dari ketiga optimalisasi yang telah dicobakan kapang Fusarium verticillioides menghasilkan phytase yang lebih tinggi dan hampir menyamai phytase komersial dibandingkan Rhizoctonia sp, maka untuk penelitian selanjutnya akan dipakai hanya kapang Fusarium verticillioides.
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Gambar 4.Penentuan pH fermentasi kapang Rhizoctonia sp.& Fusarium verticillioides  dalam memproduksi phytase pada medium yang mengandung asam phytat sebagai induser  

2) Optimalisasi optimum kondisi hidrolisis enzim phytase  (pH, suhu, substrat)


Setelah diketahui suhu, lama dan pH fermentasi optimum untuk memproduksi enzim phytase maka enzim phytase selanjutnya di produksi dalam fermentor volume 10 liter dengan volume enzim 5 liter. Setelah 10 kali produksi maka diperoleh 50 liter enzim phytase kasar. Untuk pengujian termostabiliti, acid stabiliti dan substrate spesifik untuk enzim phytase yang diproduksi maka enzim phytase kasar harus dimurnikan terlebih dahulu menggunakan pegendapan dengan ammonium sulpat dengan kejenuhan antara 10-80%, sehingga diperoleh enzim phyase setengah murni (partial purified) yang aktivitasnya jauh lebih tinggi dibandingkan phytase kasar, karena protein lainya sudah tidak ada lagi dalam phytase. Phytase setengah murni kemudian diukur termostabiliti, acid stabiliti dan substrate spesifik.

Karakterisasi phytase murni 

pH aktivitas dan  stabilitas


Partial purifikasi phytase meujukan pH maksimum 5.0 dengan pH stabilitas 2.5 – 5.0 yang dapat dilihat pada Gambar 5 dibawah ini. Pada pH 6.0 aktivitas hanya tinggal 50%, apabila pH terus ditingkatkan maka menjadi 7.0 aktivitas hanya tinggal 30%. Menurut Casey and Walsh (2004) menyatakan bahwa rang pH yang dapat memberikan fasilitas yang baik asam phytat dapat di degradasi dengan baik adalah dalam saluran saliva (pH 5.0 - 7.0), stomach/lambung (pH 3.5 - 4.5) karena adanya stimulasi sekresi asam, dan pada bahagian atas duodenum (pH 4.0 – 6.0). 
Phytase yang dihasilkan pada penelitian ini hampir menyamai pH phytase komersial yang sangat cocok untuk diaplikasikan pada pakan ternak. Partial purifikasi phytase juga menunjukan stabilitas yang sangat signifikan pada pH rendah, dimana tidak terdapat kehilangan aktivitas bila diinkubasi pada pH 2.5 selama 6.5 jam.

Temperatur aktivitas dan  stabilitas


Temperatur optimum partial purifikasi phyase ditemukan 50◦C (Gambar 6), dengan stabilitas dari suhu 30 - 50◦C, pada rentang suhu tersebut aktivitas tetap stabil setelah diperlakukan pada suhu tersebut selama 5 menit, namun bila suhu ditingkatkan menjadi 60◦C aktivitas phytase hanya tinggal 70%. Termostabiliti profil partial purifikasi enzim ini mengilustrasikan bahwa enzim ini lebih termostabil dari 2 jenis enzim phytase komersial dan phytase dari  Aspergillus niger yang diteliti oleh Casey and Walsh (2004).
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Gambar 5.pH aktivitas dan stabilitas partial purifikasi phytase yang direaksikan pada pH 2.5 – 8.0  

Substrat spesifisitas


Hidrolisis sodium phytat dan berbagai bahan pakan yang mengandung asam phytat oleh partial purifikasi phytase diukur sesuai dengan kondisi optimum reaksi yaitu pada pH 5.0 suhu 50◦C selama 1 jam. Relativ aktivitas masing masing substrat dapat dilihat pada Gambar 7. Enzim menunjukan afinitas yang tinggi pada asam phytat yang terdapat di dalam dedak padi, diikuti dengan bungkil kedelai, jagung dan bungkil kelapa. Berdasarkan substrat spesifisitas terdapat 2 klas phytase yang telah diidentifikasi oleh Quan et al., (2004) yaitu: 1)phytase dengan spesifisitas yang luas dan 2) phytase yang spesifik hanya dapat menghidrolis asam phytat. Phytase dengan spesifisitas yang luas menunjukan aktivitas yang sangat nyata pada senyawa pospat seperti β-gliseropospat, ρ-nitropenilpospat, dan D-fruktosa pospat serta dapat mendegradasi asam phytat menjadi myoinositol monopospat atau myoinositol. Phytase dengan substrat spesifisitas yang sempit mempunyai  spesifik aktivitas khusus pada myoinositol 1-monopospat dan menghasilkan myoinositol tri dan bipospat yang terakumulasi selama degradasi oleh phytase. 
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Gambar 6.Temperatur aktivitas dan stabilitas partial purifikasi phytase yang direaksikan 

                  pada suhu 30 – 80 ◦C

Pada penilitian ini phytase yang dihasilkan Fusarium verticillioides kapang endopitik tergolong pada kategori yang pertama yaitu phytase yang mempunyai substrat spesifisitas yang luas pada bahan bahan pakan yang diujikan. Sekelompok peneliti juga melaporkan (Palacios et al.,(2005); Wyss et al.,(1999) menyatakan bahwa phytat degrading enzim/phytase menunjukan substrat spesifisitas yang luas telah memperlihatkan untuk mendegradasi asam phytat menjadi myoinositol monopospat tanpa terjadinya akumulasi intermediet yang sangat diinginkan untuk dapat diaplikasikan dalam pakan ternak.
3). Mencari metoda degradasi asam phytat yang tepat pada bahan pakan (jagung,  

    dedak, kedelai dan bungkil kelapa)  dan pakan komersial untuk tujua aplikasi
Pengujian kemampuan phytase yag dihasilkan dalam penelitian dilanjutkan untuk mereaksikan  partial purifikasi phytase yang ditemukan  dengan unit tertentu dengan beberapa bahan pakan dan pakan komersial 511 pada pH 2.5 dengan lama reaksi berbeda pada suhu 50◦C. Pada Gambar 8, dapat dilihat bahwa dedak padi lebih baik didegradsi dibandingkan bahan pakan lain dan pakan komersial 511.
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Gambar 7.  Substrat spesifisitas partial purifikasi phytase pada bahan pakan 

                   menggunakan asam phytat sebagai kontrol


Banyak faktor yang dapat mempengaruhi tingkat hidrolisi asam phytat oleh enzim phytase, disamping suhu, pH, lama reaksi jenis bahan yang didegradasi juga sangat menentukan. Dedak padi mempunyai kandungan asam phytat paling tinggi dibandingkan bahan – bahan lain. Pada Gambar 8 dapat dilihat bahwa lama reaksi memberikan pengaruh yang sangat nyata pada pospat an organik yang di bebaskan. Profil kerja enzim memperlihatkan kurva kuadratik seiring dengan peningkatan waktu reaksi. Hal yang sama juga ditemukan oleh Wu et al., (2004);  bahwa suplementasi ransum berbasis gandum dengan phytase menghasilkan tingkat hidrolisis P-phytat meningkat mengikuti pola kuadratik. Pada semua bahan yang diujikan dicapai optimal pospat yang di bebaskan adalah pada lama reaksi 4.5 jam. Yang cukup menarik pada penelitian ini adalah tingkat kekuatan hidrolisis berbeda sesuai dengan jenis bahan nya, setelah dedak padi, bungkil kedelai dan ransum 511 adalah pada urutan kedua dan ketiga, walaupun pada 0.5 jam pertama reaksi pospat yang dibebaskan ransum 511 sangat rendah hal ini diduga adanya mineral mikro dan makro yang ada dalam ransum dapat menjadi inhibitor, namum pada reaksi 2.5 jam pengaruh tersebut dapat ditolerir. 
Hidrolisis asam phytat oleh enzim phytase juga dapa dipengaruhi konsentrasi P-phytat, konsentrasi enzim, sumber phytase dan ada/tidak adanya phytase endogenous dalam bahan pakan atau ransum. Pada gambar 8 dapat dilihat bahwa degradasi asam phytat paling rendah adalah pada jagung dan bungkil kelapa.  Hal yang sama juga dilaporkan oleh Zyla et al ., (2000) menyatakan phytase secara nyata dapat membebaskan lebih banyak p-phytat pada ransom yang berbasis gandum dibandingkan ransom yang berbasis jagung 911.0 dan 7.8%). Wu et al ., (2003) juga menambahkan bahwa secara umum hasil penelitian in vitro diperoleh respon penambahan phytase tergantung pada ransom berbasis bijian, ransum yang berbasisi jagung umumya mempunyai tingkat responding lebih kecil dibandingkan ransum berbasis gandum.

KESIMPULAN
Penelitian yang telah dilakukan selama 10 bulan dapat disimpulkan bawa kapang Fusarium verticillioides   mampu menghasilkan enzim phyase yang dapat diaplikasikan diaplikasikan pada bahan pakan maupun ransum komersial. Optimalisasi produksi enzim ini diperoleh adalah pada suhu 50◦C, pH 5.0 dan lama inkubasi hanya 48 jam (2 hari). Berdasarkan suhu pertumbuhan kapang ini sudah tergolong kapang yang berjenis termopilik.  Karakterisasi partial purifikasi phytase menunjukan bahwa enzim yang dihasilkan menpunyai pH stabilitas 5.0 dan pH stabilitas 2.5 -5.0, serta suhu stabilitas 50◦C dan suhu stabilitas 30 - 60◦C . Substrat spesifisitas enzim ini tergolong pada substrat spesifisitas yang luas yang dapat mendegradasi asam phyatat yang terdapat pada bahan pakan seperti dedak, jagung, bungkil kedelai dan bungkil kelapa.

Aplikasi partial purifikasi phytase pada berbagai bahan pakan dan rasum komersial menunjukan bahwa pospat an organik yang dibebaskan tertinggi dihasilkan oleh dedak padi, diikuti oleh bunkil kedelai, ransum 511, bungkil kelapa dan jagung. Bervariasinya tingkat hidrolisis asam phytat oleh enzim phytase ternyata dipengaruhi oleh berbagai faktor tidak hanya suhu. pH dan lama reaksi tetapi juga jenis enzim dan subsrat yang digunakan. 
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Gambar 8.  Pospat an organik yang dibebaskan oleh partial purifikasi phytase pada pH 

                  2.5 suhu 50◦C dengan lama reaksi berbeda (nmol/ml)
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