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ABSTRACT

Phytases are enzymes that sequentially remove phosphate groups from myo-inositol
1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate (phytate), and are the main storage form of phosphate in plants. It has
been produced an extracellular phytase from a wild type Aspergillus niger in a submerged culture.
The phytase was purified in two steps by using ammonium sulphate precipitation (0-50% and 50-
80% saturation) and DEAE-Cellulose column chromatography. Under these experimental
condition, the phytase could be purified at 30 folds. The enzyme showed a maximum catalytic value
at pH 5.0 and optimum temperature at 60°C. Based on a lineweaver-Burk equation, the purified
phytase had the Km and Vmax value by 0.42 mM and 15.2 Pi hour® mg protein™, respectively.
The ability of the phytase to hydrolyze phytic acid in maize powder was higher than phytic acid in
soybean powder.
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PENDAHULUAN tubuh, asam fitat dapat menghambat

aktivitas enzim yang terlibat dalam

Asam fitat (myo-inositol- pencernaan makanan seperti a-amilase

1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate) merupakan (Knuckles  and Betschart, 1987,

bentuk mineral phosphor (P) yang Desphande and Cheryan, 1984), Lipase

tersimpan dalam biji, dan dapat mencapai (Knuckles, 1988), pepsin, tripsin, dan

65%-85% dari total P (Shears, 2001). chymotripsin (Desphande  and
Senyawa ini dapat juga mengikat Damodaran, 1989).

beberapa mineral seperti Fe, Ca, Zn, Mg,

Mn dan Cu (Lopez et al., 2002) serta

protein (Cheryan, 1980) seperti tampak TaRCH
pada Gambar 1, dan tahan terhadap panas erOTEN
(Greiner and Konietzny, 2006). Mineral- '
mineral yang terikat pada asam fitat tidak
diserap oleh usus manusia dan ternak non
ruminasia (Greiner and Konietzny, 2006;
Lott et al., 2000). Tingginya tingkat
konsumsi bahan pangan yang berasal dari
biji  sereal dan legume  dapat
mengakibatkan  terjadinya  defisiensi
mineral, terutama Fe dan Zn (Stevenson-
Paulik et al., 2004). Protein yang terikat @

pada asam fitat menyebabkan perubahan s

struktur ~ yang  dapat  menurunkan

kelarutannya, akFivitas enzi_matis dan Gambar 1. Struktur asam fitat yang
kemampuan enzim proteolitik dalam mengikat mineral, protein,
pencernaan (Cheryan, 1980). Dalam dan amilum
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Fitase ~ (myo-inositol  hexacis-
phosphate  3-phosphorylase, EC 3.1.3.8
dan myo-inositol hexakisphosphate
6-phosphorylase, EC 3.1.3.26) merupakan
kelompok enzim phosphomono-esterase
(Konietzny and Greiner, 2004). Enzim
ini mempunyai kemampuan memecah asam
fitat dengan  melepaskan  mineral-
mineral dan senyawa organik yang
terikat. Penggunaan fitase dalam pangan
dan pakan dapat memperbaiki nilai
gizi dengan meningkatkan daya
cerna protein dan Kketersediaan mineral
(Sandberg and  Andlid, 2002). Selain
itu juga fitase digunakan dalam pengolahan
makanan untuk menghasilkan pangan
fungsional (Konietzny and Greiner, 2003).
Dalam pembuatan roti, fitase selain dapat
mengurangi kadar asam fitat adonan dan
mempersingkat waktu fermentasi juga
memperbaiki tekstur roti yang dihasilkan
(Haros et al., 2001).

Beberapa mikrobia, tanaman, dan
jaringan hewan dapat menghasilkan fitase
dengan karakter yang berbeda. Fitase dapat
dihasilkan oleh beberapa bakteri seperti
Pseudomonas spp  (Richardson and
Hadobas. 1997), Bacillus sp (Choi et al.,
2001), Citrobacter braakii (Kim et al.,
2003), dan Enterobacter (Yoon et al.,
1996). Jamur kelompok Aspergillus sp
diketahui mampu menghasilkan fitase (Han
et al., 1999; Kostrewa et al., 1997). Pada
tanaman, fitase dapat dihasilkan dalam biji
yang sedang mengalami perkecambahan
dan pada akar beberapa tanaman .

Fitase ~yang dihasilkan  oleh
mikrobia yang berbeda mempunyai karakter
yang berbeda pula. Beberapa karakter
yang penting dalam penggunaan fitase
dalam industri antara lain aktivitas, pH
optimum, suhu optimum dan ketahanan
terhadap panas. Pada Tabel 1 ditampilkan
karakter fitase dari beberapa mikrobia.

Tabel 1. Karakteristik fitase yang dihasilkan oleh beberapa mikrobia

Mikrobia pH opt. Suhu opt. (°C) Alglﬁ'nist?risé;c'k

A. terreus 5.0-5.5 70 142-196

A. fumigatus 5.0-6.0 60 23-28

A. oryzae 55 50 11

P. syringae 55 40 769

B. subtilis 6.5-7.5 55-60 9-15

B. amyloliquefaciens 7.0-8.0 70 20

Karakter suhu dan pH optimum Mikrobiologi Fakultas MIPA

serta  aktivitas  merupakan  faktor Universitas Jember. A. niger
yang sangat menentukan penggunaan ditumbuhkan pada media cair yang
fitase dalam pengolahan makanan mengandung asam fitat dari
(Greiner and  Konietzny,  2006). jagung. Adapun komposisi media
Selain itu penggunaan fitase yang tahan cair terdiri dari (per liter) 28 g
terhadap panas lebih menguntungkan amilum, 5 g glukosa, 18 g pepton, 0,5 ¢
dalam prosesing makanan. KCI, 1,5 g MgS04.7H20, lg

METODA PENELITIAN

Bahan Penelitian
Jamur dan Media Pertumbuhan

Jamur Aspergillus niger
diperoleh dari Laboratorium

KH2PO4, CaCl, (Papagiani et al., 2001).
Media cair yang mengandung asam fitat
jagung diinokulasi dengan spora, lalu
diinkubasi dalam shaker-incubator pada
suhu 28°C, 175 rpm selama 7 hari.
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Tahapan Penelitian

Metoda Analisis
Isolasi dan Purifikasi Fitase.

Media cair yang telah difermentasi
dengan A. niger disentrifugasi pada
kecepatan 10.000 rpm, 4°C selama 15
menit, supernatan digunakan sebagai
sumber fitase Aspergillus niger. Langkah
awal purifikasi,  fitase ekstrak kasar
dipresipitasi menggunakan amonium sulfat
pada tingkat saturasi 0-50 dan 50-80%.
Protein  hasil pengendapan dilarutkan
dengan 100 mm bufer sodium asetat pH
50, lalu di didialisis selama 24 jam
untuk menghilangkan amonium sulfat.
Fitase hasil didialisis diukur aktivitas
dan kandungan proteinnya, lalu
difraksinasi dengan kolom kromatografi
DEAE-cellulose. Fraksi-fraksi yang
didapatkan diukur aktivitas dan kandungan
proteinnya.

Pengukuran Aktivitas Fitase.

Aktivitas enzim fitase ditentukan
berdasarkan ion phosphate yang
dilepaskan dari substrat selama reaksi
hidrolisis sesuai dengan metode Quan et al.
(2001) dan Wyss et al. (1999). Delapan
ratus mikroliter larutan bufer asetat (0,2 M
:;pH 5,5) yang mengandung 1 mM sodium
phytate ditambah dengan 25 pl larutan
enzim fitase. Campuran diinkubasi pada
suhu 37°C selama 30 menit, kemudian
reaksi dihentikan dengan penambahan 1 ml
10% asam trikloroasetat (TCA). lon
phosphate yang dilepaskan diukur dengan
cara mencampur 100 pl larutan hasil
hidrolisis dengan 900 ul H>O dan 1 ml
larutan 0,6M H>SO4 yang mengandung 2%
asam askorbat dan 0,5% ammonium
molibdat. Campuran diinkubasi pada suhu
50°C selama 20 menit, kemudian diukur
dengan spektrofotometer pada panjang 820
nm. Aktivitas spesifik fitase didefinisikan
sebagai sejumlah enzim vyang dapat
melepaskan 1 pg ion phosphate selama satu
jam.

Analisis Kadar Protein
Kandungan protein fitase hasil purifikasi
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diukur dengan menggunakan reagen
CBB G-250 berdasarkan metode Bradford
(1976). Protein bovine serum albumine
(BSA) digunakan sebagai protein standar.
Uji Karakter Fitase

Karakter fitase hasil purifikasi yang
diuji meliputi pH dan suhu reaksi optimum,
nilai Km dan Vmas pada pH dan suhu
optimum. Untuk mengetahui pH dan suhu
optimum dilakukan serangkaian reaksi pada
suhu antara 35-75°C (interval 10) dan pH
antara 3-7. Untuk mendapatkan nilai Km
dan Vmas dilakukan serangkaian reaksi
pada pH dan suhu optimum dengan
konsentrasi substrat yang berbeda, yaitu
antara 1 —10 mM asam fitat.

Hidrolisis Asam Fitat dalam Bahan
Pangan

Kemampuan fitase dalam
menghidrolisis asam fitat pada tepung
kedelai dan jagung dilakukan reaksi pada
pH dan suhu optimum. Tepung jagung atau
kedelai steril sebanyak 1 gram suspensikan
dengan 4 ml bufer sodium asetat (100 mM,
pH 5,0), lalu diinkubasi pada suhu 60°C
selama 5 menit. Setelah 5 menit
ditambahkan 0,2 ml larutan enzim fitase
hasil purifikasi dan diinkubasi pada suhu
60°C selama 1 jam. Larutan hasil reaksi
disentrifugasi dan 0,2 ml supernatan
ditambah dengan 1 ml larutan 0,6M H,SO4
yang mengandung 2% asam askorbat dan
0,5% ammonium molibdat. Campuran
diinkubasi pada suhu 50°C selama 20 menit,
kemudian diukur dengan spektrofotometer
pada panjang 820 nm. Untuk uji in-vitro,
aktivitas enzim didefinisikan sejumlah ion
phosphat yang dilepaskan dalam reaksi
selama satu menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Fitase Hasil Purifikasi
Hasil  purifikasi  fitase  yang
dihasilkan  oleh A. Nige dengan
menggunakan presipitasi amonium
sulfat dan kolom kromatografi
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DEAE-cellulose
Tabel 2

ditunjukkan pada

Tabel 2. Karakteristik fitase hasil purifikasi dari Aspergillus niger

Eraksi fitase Total Total aktv. Aktv. Spesifik
protein relatif (OgPi/jam/mg Fold
(mg) 00g pi/jam) prot)

Ekstrak kasar 20,48 184,80 9,02 1,00

Ammo. Sulfat 7,78 1444,42 185,66 20,58

DEAE-cellulose 2,97 1154,88 388,85 43,11
Dalam penelitian ini  sebagali menunjukkan bahwa presipitasi fitase
langkah awal dalam permunian, dilakukan dengan amonium sulfat dapat
presipitasi fitase dengan amonium sulfat. meningkatkan tingkat kemurniaannya.
Presipitasi pertama dilakukan pada tingkat Fitase ~A. niger hasil purifikasi
saturasi  amonium  sulfat  (0-50)%, mempunyai aktivitas spesifik sebesar

kemudian presipitasi kedua pada saturasi
(50-80)%. Pada tahapan ini didapat
fitase = dengan  tingkat  kemurnian
sebesar 20 kali dari fitase ekstrak kasar.
Pada proses pemurnian selanjutnya
menggunakan kolom kromatografi
DEAE-cellulose dipadat fitase dengan
tingkat kemurnian 43 kali.  Hasil ini
lebih baik dibandingkan hasil yang
didapat oleh Sariyska et al. (2005) yang
menggunakan tiga langkah permunian
fitase A. niger yaitu ultrafiltasi, sephadex
G-250 dan DEAE Sepharose CL 6B
dengan tingkat kemurnian 30 kali. Hal ini

1400 1 A
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 |
200 |

Aktivitas spesifik fitase
(ng Pi/jam/mg protein)

o

35 40 45 50 55 60 65

Suhu reaksi

388,85 (LIgPi/jam/mg prot) atau 0,64
unit/ml.

Suhu dan pH Optimum

Suhu dan pH merupakan dua
faktor ~ yang  sangat  menentukan
kemampuan enzim dalam mengkatalisis
suatu reaksi. Penggunaan enzim akan
maksimal bila digunakan pada pH dan
suhu  optimum. Hasil  penelitian
menunjukkan bahwa aktivitas spesifik
fitase dari A. niger tertinggi pada suhu
60°C dan pada pH 5,0 seperti terlihat
pada Gambar 2.

1600 —
1400 +
1200 —+
1000 —+
800 +
600 —+
400 +
200 —+

pH reaksi

Gambar 2. Suhu dan pH optimum fitase A. niger hasil purifikasi

Suhu optimum fitase A.
penelitian  ini  lebih

niger

dalam tinggi

dibandingkan  fitase A. niger 307
(Sariyska et al., 2005) dan fitase A. niger
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NRRL 3135 (Ullah and Gibson, 1987)
yaitu sekitar 55-58°C. Semakin tinggi
suhu optimum fitase akan semakin tahan
terhadap pengaruh suhu yang tinggi dan
juga memudahkan dalam penyimpanan.
Enzim-enzim yang tidak tahan terhadap
suhu tinggi, biasanya disimpan pada suhu
rendah  (dingin) untuk menghindari
kerusakan. Seperti halnya suhu, pH reaksi
juga sangat menentukan kemampuan
katalisis suatu enzim. Derajat keasaman
(pH) berpengaruh pada gugus pemberi
atau penerima proton pada sisi katalitik
fitase yang dapat meningkatkan tingkat
ionisasinya. Hasil analisis menunjukkan
bahwa pH optimum fitase A. niger adalah
5,0 seperti terlihat pada Gambar 2A.
Menurut Greiner and Konietzny (2006)
bahwa fitase yang mempunyai pH
optimum antara  3.5-6.0 digolongkan
sebagai fitase asam (acid phytase),
sedangkan alkalin fitase mempunyai pH
optimum 7.0-8.0. Pada umumnya fitase
yang dihasilkan oleh Aspergillus sp
merupakan fitase asam, sedangkan yang
dihasilkan oleh Bacillus sp merupakan
alkalin fitase.

Karakteristik Kinetika Fitase

Kinetika parameter fitase
ditentukan pada kondisi pH dan suhu
optimum yaitu pada suhu 60°C dan pH 5,0
dengan konsentrasi substrat (asam fitat)
antara 0,5 -7,5 mM. Hasil analisis
menunjukkan bahwa fitase A. niger
mempunyai nilai Km dan Vmas masing-
masing sebesar 0,42 mM dan 15,2
uP/jam/mg protein. Nilai Ky ini lebih
kecil dibandingkan dengan nilai Kn, fitase
dari Aspergillus ficuum sebesar 2,34 mM
(Liu, 1997). Hal ini berarti bahwa afinitas
fitase dari A. niger terhadap asam fitat
lebih besar dibandingkan afinitas fitase
dari A. ficuum. Semakin kecil nilai Ky
atau semakin besar afinitas fitase, maka
semakin kecil jumlah substrat yang
diperlukan untuk mencapai kecepatan
maksimum reaksi hidrolisis asam fitat.
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Hasil Hidrolisis Asam Fitat Bahan
Pangan

Kedelai dan jagung merupakan
produk pertanian yang banyak digunakan
sebagai bahan pangan maupun pakan.
Dalam kedua produk tersebut banyak
terkandung asam fitat. Untuk menghindari
berkurangnya nilai  gizinya, maka
kandungan asam fitatnya  harus
dihilangkan dengan menggunakan fitase.
Dalam penelitian ini jumlah fitase yang
digunakan sebanyak 0,2 ml yang setara
dengan aktivitas fitase 0,128 unit. Hasil
analisis  menunjukkan bahwa terjadi
perbedaan kemampuan hidrolisis fitase
terhadap asam fitat dalam tepung dan
tepung kedelai. lon phosphat yang dapat
dilepaskan oleh 0,128 unit fitase dari
tepung jagung dan kedelai masing-masing
sebesar 9,22 mg Pi/jam/kg tepung dan
7,85 mg Pi/jam/kg tepung. Perbedaan ini
diduga disebabkan oleh perbedaan
struktur antara biji jagung dengan kedelai.

KESIMPULAN

Aspergillus niger yang
difermentasikan pada media cair mampu
menghasilkan fitase ekstraseluler.
Purifikasi  fitase dengan  presipitasi
amonium sulfat dan kolom kromatografi
DEAE-cllulose dapat menghasilkan fitase
dengan tingkat kemurnian 30 Kkali
dibandingkan fitase ekstrak kasar. Fitase
hasil purifikasi aktif secara optimum pada
pH 5,0 dan suhu 60°C, dengan Km dan
Vmaks mMasing-masing sebesar 0,42 mM
dan 15,2 uP/jam/mg protein.
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