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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi, menyeleksi dan mengkarakterisasi bakteri
penghasil fitase yang diperoleh dari tanah vulkanik di Guci, Tegal. Bakteri dari tanah vulkanik
diisolasi dan diseleksi pada media Luria Betany (LB) yang mengandung 4% asam fitat. Koloni
terseleksi dioptimasi karakter fisiknya dengan melihat aktivitas relatif. Koloni bakteri dari tanah
vulkanik dapat diisolasi, diseleksi dan mempunyai aktivitas relatif tertinggi pada TG3 dan TG3-5.
Koloni bakteri TG3-5 penghasil fitat mempunyai nilai optimum tertinggi pada temperatur 55°C, pH 7,
waktu inkubasi 90 menit, konsentrasi substrat 5% dan kofaktor logam terbaik pada Zn?* (10“M).
Tanah vulkanik di Guci, Tegal mengandung bakteri penghasil fitase dengan karakter fisik tertentu.

Kata kunci: Bakteri penghasil fitase, tanah vulkanik, karakter fisik, aktivitas relatif

Isolation, Selection and Optimization of Phytase Producing-Bacteria from Vulcanic Soil in
the Guci, Tegal

ABSTRACT

The purpose of this study was to isolated, selected and characterized phytase bacteria derived
from volcanic soil in the Guci, Tegal. Bacteria from the volcanic soil was isolated and selected on
Luria Betany (LB) media containing 4% phytic acid. Selected colonies were optimized by physical
character with determining the relative activity. Colonies of bacteria could be isolated from the
volcanic soil, selected, and had the highest relative activity in colonies of TG3 and TG3-5. TG3-5
bacterial colonies producing phytate had the highest optimum value at a temperature of 55°C, pH 7,
the incubation time of 90 minutes, the substrate concentration of 5% and a best metal cofactor on Zn**
(10*M). Volcanic soil in the Guci, Tegal containing phytase-producing bacteria with certain physical
characteristics.

Keywords : Phytase-producing bacteria, volcanic soil, physical characteristics, the relative activity

PENDAHULUAN pencernaannya (Gupta et al., 2015). Fitase
dapat menghidrolisis asam fitat sehingga
Asam fitat merupakan inhibitor  dapat meningkatkan retensi mineral dalam

pakan karena mengikat mikronutrien dalam
pakan secara kuat, sehingga mengurangi
ketersediaan mikronutrien tersebut. Ternak

bahan pakan (Liu et al., 2015). Fitase
berpengaruh  secara  positif  terhadap
performan, profil darah (Nuhriawangsa et

monogastrik tidak dapat memanfaatkan fitat
karena tidak tersedia fitase dalam salauran

al., 2011) dan kualitas pakan pada ayam
broiler (Nuhriawangsa et al., 2012). Selain
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itu fitase juga dapat meningkatkan kecernaan
serin, asam aspartat, Ca dan P, sehingga
dapat menguntungkan jika digunakan dalam
pakan ayam broiler (Manobhavan, et al.,
2016).

Pada pembuatan pakan ternak
memerlukan suhu yang tinggi, maka
memerlukan fitase yang stabil pada suhu
tersebut  (Kanpiengjai, 2013). Dengan
demikian maka mikroorganisme termofilik
menjadi penting untuk menghasilkan enzim
yang stabil terhadap panas untuk produk
komersial (Mehta et al., 2016).

Isolat dari area tanah vulkanik di
Jawa Tengah dan Cangkringan,
Yogyakarta, Indonesia mampu
menghasilkan  fitase ekstraseluler yang
mampu mendegradasi asam fitat (Sajidan et
al., 2015). Bakteri penghasil fitase dapat
diisolasi dan dikarakterisasi dari sumber air
panas dari Guci, Tegal (Purwati et al., 2016).

Pada pembuatan pakan ternak
diperlukan fitase yang stabil terhadap panas.
Hal ini disebabkan karena saat pembuatan
pakan ternak menggunakan temperatur
dengan  kisaran  60-90°C.  Indonesia
merupakan daerah tropis dengan beberapa
gunung vulkanik, sehingga kaya akan
plasma nutfah bakteri penghasil fitase.
Dengan demikian diharapkan penelitian ini
dapat  mengisolasi,  menyeleksi  dan
mengkarakterisasi bakteri penghasil fitase
yang diambil dari tanah vulkanik di daerah
Guci, Tegal yang bisa menghasilkan fitase
termostabil untuk produksi pakan komersial.

Selo,

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan materi
tanah vulkanik di Guci, media LB cair yang
diperoleh dengan mencampurkan tripton

10 g, ekstrak yeast 5 g dan NaCl 10 g pada
per liter aquabides, LB padat dengan
mencampurkan 15 g agar dalam 1 liter LB
cair, Na-fitat, Na-asetat, kofaktor berbagai
ion?* dan aquades.

Satu gram tanah vulkanik dilarutkan
dalam 15 ml NaCl fisiologis untuk
mengisolasi isolat bakteri penghasil fitase
dengan cara streak pada LB padat yang
diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C.
Isolat dengan aktivitas relatif tertinggi
merupakan isolat hasil seleksi yang
digunakan untuk optimasi karakteristik fisik.
Penghitungan aktifitas relatif dengan cara
melihat absorbansi terkoreksi sampel Xx
100%. Adapun absorbansi terkoreksi
dihitung dengan cara absorbansi sampel
dikurangi kontrol dibagi dengan absorbansi
sampel  tertinggi  dikurangi  kontrol.
Absorbansi dilihat dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 400 nm pada
media LB cair dengan isolat bakteri
penghasil fitase yang telah diinkubasi
dibanding kontrol (Sajidan, 2002).

Optimasi koloni bakteri dilakukan
untuk mengetahui karakter fisik (temperatur,
pH, waktu inkubasi, konsentrasi substrat dan
kofaktor logam) pada berbagai konsentrasi.
Hasil optimasi diperolen dengan melihat
jumlah pertumbuhan mikrobia berdasarkan
nilai absorbansi pada spektrofotometer
dengan melihat aktifitas relatifnya (Sajidan,
2002).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri penghasil fitase berupa
koloni telah dapat diisolasi dari tanah
vulkanik di Guci, Tegal tampak pada
Gambar 1.

Gambar 1. Koloni bakteri penghasil fitase dalam media LB padat
dengan asam fitat 0,2% (K = kontrol, TG1-4 = koloni bakteri 1 sampai 4)
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Gambar 2. Seleksi aktivitas relatif bakteri yang diambil dari tanah vulkanik Guci
koloni TG1 sampai 4 (A) dan TG3-1 sampai 5 (B)

Koloni bakteri penghasil fitase
berhasil diisolasi dan hal ini sesuai dengan
beberapa penelitian lain. Beberapa bakteri
penghasil fitase dapat diisolasi dari akar
rizofer tanaman yang tumbuh pada tanah
vulkanik di Chili (Jorquera et al., 2008;
Jorquera et al., 2011). Bakteri penghasil
fitase dapat disiolasi dari tanah pegunungan
Himalaya, Uttarakhand, India Utara (Kumar
et al., 2013). Bakteri penghasil fitase dapat
diisolasi dari abu vulkanik di daerah Selo,
Jawa Tengah dan Cangkringan, Boyolali
(Sajidan et al., 2015).
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Gambar 3. Optimasi temperatur koloni
bakteri TG3-5 (Absorbansi = aktivitas
relatif)

Koloni bakteri TG3 dan TG3-5
menunjukkan adanya aktivitas relatif yang
tertinggi. Penelitian Sajidan et al. (2015)
menunjukkan bahwa bakteri yang diisolasi
dari tanah di daerah vaulkanik Jawa Tengah
mempunyai aktivitas mendegradasi asam

fitat. Begitu pula bakteri yang diisolasi dari
akar rizofer tanaman yang tumbuh pada
tanah vulkanik di Chili (Jorquera et al.,
2008; Jorquera et al, 2011). Bakteri
Bacilllus cereus, Bacillus aryabhattai dan
Bacillus cereus hasil isolasi dari sumber abu
vulkanik Merapi menghasilkan fitase dengan
aktivitas tertentu (Wulandari et al., 2011).

Bakteri koloni TG3-5 mempunyai
temperatur optimum pada 55°C (Gambar 3).
Beberapa penelitian mempunyai hasil yang
berbeda dengan penelitian ini. Secara
berurutan isolat bakteri D10, MC6, MS5,
D16, D6 dan MC8 yang diisolasi dari tanah
vulkanik di Jawa Tengah mempunyai
aktivitas optimum fitase ekstraseluler pada
temperatur 50, 60, 60, 50, 60 dan 40°C
(Sajidan et al., 2015).
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Gambar 4. Optimasi pH koloni bakteri TG3-
5 (Absorbansi = aktivitas relatif)

Bakteri koloni TG3-5 mempunyai
pH optimum pada nilai 7,0 (Gambar 4).
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Beberapa penelitian mempunyai hasil sama
dan berbeda. Fitase yang terkait pada sel
bakteri  Bacillus sp. MQH-19 dan
Paenibacillus sp. SPT-03 mempunyai pH
optimum 7,0 dan 4,5 (Acuna et al., 2011).
Isolat bakteri D10, MC6, MS5, D16, D6 dan
MCS8 dari tanah vulkanik di Jawa Tengah
mempunyai  aktivitas  optimum  fitase
ekstraseluler pada pH 4,0, 5,0, 6,0, 6,0, 6,0
dan 6,0 (Sajidan et al., 2015).
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Gambar 5. Optimasi waktu inkubasi koloni
bakteri TG3-5 (Absorbansi = aktivitas
relatif)

Bakteri koloni TG3-5 mempunyai
waktu inkubasi optimum 90 menit (Gambar
5). Peneliti yang lain mempunyai hasil yang
berbeda. Isolat bakteri dari tanah vulkanik di
Jawa Tengah aktivitas ekstrak kasar fitase
menggunakan waktu inkubasi 60 menit
(Sajidan et al., 2015). Bakteri yang berhasil

diisolasi dari tanah vulkanik di Chili,
aktivitas fitasenya diukur dengan
menggunakan waktu inkubasi 30 menit

(Acuna et al., 2011).

Bakteri koloni TG3-5 mempunyai
konsentrasi substrat optimum 5% (Gambar
6). Beberapa penelitian menunjukkan hasil
yang berbeda. Aktivitas ekstrak kasar fitase
menggunakan konsentrasi substrat 5 mM
sodium fitat untuk isolat bakteri dari tanah
vulkanik di Jawa Tengah (Sajidan et al.,
2015). Bakteri yang berhasil diisolasi dari
tanah vulkanik di Chili, aktivitas fitasenya
diukur dengan menggunakan konsentrasi
270 ul Na-fitat cair (Acuna et al., 2011).
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Gambar 6. Optimasi konsentrasi substrat
koloni bakteri TG3-5
(Absorbansi = aktivitas relatif)

Bakteri koloni TG3-5 mempunyai
kofaktor ion optimum pada Zn?* (Gambar
7). Beberapa penelitian  menujukkan
perbedaan. Zn?* dan Fe®" bersifat inhibitor
terhadap semua ekstrak kasar fitase sel
bakteri yang diisolasi dari tanah vulkanik di
Jawa Tengah (Sajidan et al., 2015). Mn?*
bersifat kofaktor pada bakteri yang berhasil
diisolasi dari tanah vulkanik di Chili (Acuna
etal., 2011).
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Gambar 7. Optimasi kofaktor logam koloni
bakteri TG3-5
(Absorbansi = aktivitas relatif)

KESIMPULAN
Bakteri  penghasil fitase dapat
diisolasi dari tanah vulkanik di Guci, Tegal

dan mempunyai karakter fisik tertentu
(temperatur 55°C, pH 7, waktu inkubasi 90
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menit, konsentrasi substrat 5% dan kofaktor
logam Zn?* dengan konsentrasi 10*M).
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