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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kondisi optimal untuk produksi enzim amilase dan fitase
pada media ampas tahu menggunakan Aspergillus niger (A. niger), Rhizophus oryzae (R. oryzae) dan
Neurospora sitophila (N. sitophila) sebagai starter. Uji kemampuan produksi enzim fitase dan amilase oleh
A. niger, R. oryzae dan N. sitophila dilakukan menggunakan media ampas tahu yang disterilisasi. Pemilihan
ketiga isolat ini diawali dengan uji produksi enzim amilase pada kultur cair yang mengandung 2% pati, dan
uji fitase dilakukan pada media yang mengandung 0,5% sodium fitat. Hasil uji pada medium cair selanjutnya
digunakan untuk uji produksi enzim amilase dan fitase pada sistem fermentasi padat (SSF) menggunakan
ampas tahu sebagai media fermentasi. Untuk mendapatkan produksi enzim yang tinggi dilakukan melalui
optimasi waktu inkubasi, suhu inkubasi dan pH media. Fitase dan amilase dapat diproduksi dengan media
ampas tahu oleh R. oryzae, A. niger dan N. sitophila. Kondisi optimum untuk produksi fitase, yaitu waktu
inkubasi pada hari keempat untuk ketiga kapang, suhu 25°C untuk R. oryzae dan A. niger, suhu 30°C untuk
N. sitophila, pH 8 untuk R. oryzae, pH 6 untuk A. niger dan N. Sitophila. Neurospora sitophila menghasilkan
amilase optimum pada suhu 35°C, sedangkan A. niger dan R. oryzae optimum pada suhu 30°C. Aktivitas
enzim amilase optimum adalah 162,23 U/g; 181,21 U/g dan 192,11 berturut turut oleh R. oryzae, A. niger
dan N. Sitophila. Penurunan aktivitas produksi amilase menurun oleh R. oryzae pada suhu 40°C. Amilase
diproduksi optimal pada pH 6-7. Aktivitas fitase yang dihasilkan oleh R. oryzae, A. niger dan N. sitophila,
yaitu sebesar 51,32 U/g, 53,48 U/g, dan 60,54 U/g. Pakan ternak yang mengandung asam fitat mampu
dihidrolisis oleh fitase pada kondisi optimum. Ketiga kapang juga menghasilkan enzim amilase pada media
ampas tahu mengindikasikan bahwa ampas tahu merupakan susbtrat yang baik untuk produksi enzim
hidrolisis yang berguna untuk meningkatkan nilai nutrisi pakan ternak.

(Kata kunci: Amilase, Ampas tahu, Aspergillus niger, Neurospora sitophila, Phytase, Rhizopus oryzae)
ABSTRACT

The objective of the study was to obtain the optimal condition to produce phytase and amylase
enzyme using soybean curd residue with Aspergilus niger (A. niger) and Rhizopus oryzae (R. oryzae) and
Neurospora sitophila (N. sitophila) as inoculants. These isolates were selected due to their ability to produce
amylase in 2% of starch medium, and phytase in 0.5% of sodium phytase contain medium. Optimation of
phytase and amylase production were performed on incubation time, pH, and temperature. Phytase and
amylase were produced by these 3 isolates on soybean curd residue. Phytase production was achieved at
4 days incubation time. The optimal condition for phytase production varied depend on isolates. R. oryzae
was optimal at pH 8, 25°C, while A. niger and N. sitophila were at pH 6.0-7.0 at 30°C. Amylase production
was optimal at pH 6.0-7.0 after 3-4 days. Amylase production by R. oryzae was inhibited at 40°C. Application
of phytase in poultry feed increase phosphate release. The activity of phytase produced by R. oryzae, A.
niger, and N. sitophila were 51.32 U/g, 53.48 U/g, and 60.54 U/g respectively. Maximum amylase activity
was 162.23 U/g; 181.21 U/g and 192.11 for R. oryzae, A. niger and N. Sitophila respectively. Soybean curd
residue (SCR) was good substrate for phytase and amylase production which implies that SCR is a good
for poultry feed and hydrolytic enzyme production.

(Key words: Amylase, Aspergillus niger, Neurospora sitophila, Phytase, Rhizopus oryzae, Soybean curd
residue)
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Pendahuluan

Enzim fitase dan amilase merupakan
enzim yang banyak digunakan di sektor
industri pangan, pakan, dan kesehatan. Pada
sektor peternakan penggunaan enzim fitase
dan amilase sudah banyak diterapkan sejak
tahun 2000-an. Penambahan enzim fitase
untuk fortifikasi pakan ternak bertujuan untuk
meningkatkan nilai cerna pakan (Selle dan
Ravindran, 2007). Masalah utama yang
dialami oleh peternak ayam adalah biaya
produksi yang sangat tinggi yang disebabkan
oleh mahalnya harga pakan (Kumar et al.,
2012). Biaya produksi yang cukup tinggi ini
menjadi makin mahal disebabkan oleh
sebagian besar pakan yang diberikan kepada
ternak belum efisien dicerna oleh ternak ayam
(Dersjant-Li et al., 2015). Hal ini disebabkan
oleh bahan utama pakan sebagian besar
berupa biji-bijian yang mengandung fitat.
Limbah hasil pertanian yang digunakan
sebagai pakan ternak umumnya mengandung
asam fitat. Asam fitat merupakan senyawa
anti-nutrien yang dapat menurunkan nilai
nutrisi atau nilai gizi pada tanaman biji-bijian
dan serealia bagi hewan ternak maupun
manusia (Kumar et al., 2012). Asam fitat
memiliki kemampuan yang kuat untuk
membentuk kelat multivalen dengan mineral
khususnya magnesium, timah, kalsium dan
besi. lkatan yang terbentuk antara asam fitat
dengan mineral sangat tidak larut dalam
garam (Sajjadi dan Carter, 2004). Asam fitat
dapat pula berikatan dengan protein dan
beberapa asam amino (Quan et al., 2002).
Adanya asam fitat yang dapat berikatan
dengan ion logam, protein dan asam amino
dapat menganggu penyerapan senyawa
tersebut oleh hewan ternak dan juga pada
usus manusia. Sehingga mutlak diperlukan
enzim yang mampu memutus ikatan asam
fitat dengan protein, asam amino dan mikro
element. Penambahan enzim fitase berfungsi
memutus ikatan ester yang mengikat asam
amino, lemak dan mikroelemen pada asam
fitat. Fungi terutama Aspergillus ficoum
terbukti mampu menghasilkan fitase cukup
tinggi.

Fortifikasi ransum ayam dengan enzim
fitase dan amilase diperlukan untuk
meningkatkan nilai cerna ransum karena
penambahan enzim amilase pada pakan
ternak  bertujuan untuk  meningkatkan
pencernaan karbohidrat di dalam saluran
pencernaan pada ternak ayam umur satu
minggu, dan meningkatkan berat badan
sekitar 9,4% per hari (Gracia et al., 2003).
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Penambahan alpha amilase sebesar 700 U
pada pakan ternak yang mengandung jagung
dan kedelai meningkatkan nilai cerna dari
ayam broilers (Gracia et al, 2003).
Penambahan enzim alpha amilase juga
meningkatkan total protein pada broiler dan
mengurangi kandungan lemak (Ghosh et al.,
2001). Fungi terutama Aspergillus niger,
efektif menghasilkan fitase dan amilase (Siala
et al., 2012; Sivaramakrishnan et al., 2007).
Aspergillus niger (A. niger) dan Neurospora

sitophila  (N. sitophila) dipilih sebagai
penghasil fitase dan amilase karena
keduanya termasuk dalam  kelompok

generated as safe (GRAS) (Schuster et al.,
2002; Davis dan Perkins, 2002).

Ampas tahu merupakan substrat yang
belum banyak dimanfaatkan untuk
pembentukan enzim (Kalsum dan Sjofjan,
2008; Shi et al., 2011), pada hal ampas tahu

mengandung  protein  (16-24%), dan
karbohidrat (52-56%) (Li et al., 2013).
Kandungan nutrisi tersebut cukup baik

sebagai substrat untuk pembuatan enzim
amilase dan fitase. Biji kedelai sebagai bahan
dasar pembuatan tahu juga mengandung
asam fitat yang baik untuk substrat enzim
fitase. Biji kedelai juga mengandung komplek
karbohidrat yang cukup baik untuk produksi
enzim amilase (Shi et al., 2011). Tujuan
penelitian ini adalah untuk menggunakan A.
niger, N. sithophila dan Rhizopus oryzae (R.
oryzae) sebagai inokulan untuk memproduksi
enzim amilase dan fitase dengan substrat
ampas tahu. Penambahan enzim amilase dan
fitase pada pakan ternak dapat dalam bentuk
tunggal ataupun dicampur dengan enzim
fitase.

Materi dan Metode

Materi

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah ampas tahu dari pabrik
tahu Cibeureum Bogor, media potato
dextrose agar (PDA), H2SO4, kalium
antimonyl, amonium molibdat, asam askorbat,
akuades, akuades steril, 100 mM buffer asetat
pH 5 dan 5.2, 100 mM buffer fosfat pH 6, 7,
dan 8, KH2POs, kalsium fitat, serta pakan
ternak. Mikrobia yang digunakan adalah isolat
Neurosphora sitophila, Aspergillus niger, dan
Rhizopus oryzae yang merupakan koleksi dari
Indonesia Culture Colection (Ina-CC) LIPI.

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah  spektrofotometer
SHIMADZU UV-VIS mini 1240, laminar bio
clean bench MCV-B131F (T), autoclave
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TOMY SX-500, table-top high speed micro
refrigerated centrifuse H-15FR, inkubator CB-
5 suhu 25, 30, 35, dan 40°C, neraca analitik,
labu erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur,
gelas piala, pipetmikro 1000 pyL dan 200 pL,
tip 1000 yL dan 200 pL, tabung eppendorf,
tabung falkon, dan penangas air.

Metode

Penyiapan inokulan. Aspergillus
niger, N. sitophila, dan R. oryzae diisolasi dari
berbagai jenis makanan fermentasi di
Indonesia. Isolat tersebut dipilih karena
menghasilkan enzim fitase pada substrat cair
dengan glukosa (Sigma G8270) sebagai
sumber karbon dan sodium phytate (Sigma
P8810) sebagai sumber fospat. Ketiga isolat
tersebut ditumbuhkan pada media PDA
(Sigma P2182) selama 5 hari pada suhu
30°C. Spora yang tumbuh dipanen dengan
menggunakan akuades steril. Jumlah spora
dihitung  menggunakan  hemasitometer.
Jumlah spora untuk inokulan yaitu 3,4 x 108
per ml inokulan.

Pengujian produksi enzim fitase dan
amilase pada kultur cair. Pengujian
kemampuan produksi enzim fitase pada kultur
cair dilakukan mengikuti Buckle (1988).
Sebanyak 5 ml inokulan dari A. niger, N.
sitophila, dan R. oryzae dengan jumlah spora
3,4 x 108 per ml dimasukkan kedalam 100 ml
medium yang mengandung 0,5% Na-phytate,
dengan pH awal medium 6,8. Kultur
diinkubasi pada suhu 30°C dengan kecepatan
pengoyangan 135 putaran per menit.
Sedangkan pengukuran aktivitas enzim alpha
amilase dilakukan menggunakan media yang
mengandung 2% pati yang diikubasi pada
suhu yang sama dengan fitase (Freitas et al.,
2014).

Optimasi produksi fitase dengan
solid state fermentation. Ampas tahu
dengan kadar air awal 85% dikeringkan
menggunakan oven (Isuzu Hot Air Rapid
Drying Oven Soyokaze, Japan) pada suhu
60°C untuk mendapatkan kadar air awal 50
sampai dengan 85% dimasukkan ke dalam
plastik dengan total 100 gram dan disterilkan
selama 15 menit pada suhu 121°C 1 atm.
Kultur A. niger yang berada pada media PDA
diberi akuades steril sebanyak 10 ml dan
diaduk hingga spora pada media PDA larut,
selanjutnya dimasukkan ke dalam media
fermentsi. Bahan-bahan tersebut dicampur
hingga rata. Media fermentasi diinkubasi
selama lima hari pada suhu 30°C. Fermentasi

dengan A. niger dan R. oryzae dilakukan
seperti N. sitophila.

Optimasi produksi fitase dilakukan
dengan beberapa parameter. Pertama
dilakukan optimasi waktu inkubasi untuk
mendapatkan waktu yang optimum untuk
pengunduhan enzim. Optimasi waktu inkubasi
dilakukan selama 5 hari. Selama waktu
tersebut, aktivitas enzim amilase dan fitase
diamati. Data hasil aktivitas enzim amilase
dan fitase untuk masing-masing hari tidak
disajikan. Data yang disajikan hanya pada
saat aktivitas enzim tertinggi. Waktu inkubasi
optimum  selanjutnya digunakan untuk
optimasi suhu inkubasi. Suhu fermentasi
diatur (25, 30, 35, dan 40°C). Data yang
didapatkan dari waktu inkubasi dan suhu
fermentasi, selanjutnya dijadikan sebagai
acuan dalam penentuan pH fermentasi.
Penentuan pH fermentasi di antara 5 sampai
dengan 8, yaitu dengan menggunakan buffer
asetat 100 mM pH 5, buffer fosfat pH 6,7, dan
8. Data dianalisis secara deskriptif dengan
perbandingan data rerata yang dilengkapi
dengan standar deviasi. Ulangan sampel
untuk masing-masing perlakuan adalah tiga.
Data dianalisis dengan SPSS 17.

Ekstraksi fitase dan amilase dari A.
niger, N. sithophila dan R. oryzae. Padatan
hasil fermentasi sebanyak 1 g ditimbang dan
dimasukkan ke dalam tabung falcon volume
15 ml (Falcon™ Conical Centrifuge Tube).
Akuades steril sebanyak 9 ml dimasukkan ke
dalam tabung falkon. Tabung falkon dikocok
hingga 15 menit. Sampel pada tabung falkon
dipindahkan ke dalam tabung eppendorf
sebanyak 2 ml. Sampel disentrifus
menggunakan (H-15FR Kokusan, Japan)
pada 4°C dengan kecepatan 8000 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh
merupakan sampel ekstrak kasar fitase dan
amilase.

Uji aktivitas fitase. Penentuan
aktivitas enzim fitase pada SSF dilakukan
mengikuti (Nakamura et al., 2000). Ekstrak
kasar enzim sebanyak 50 pyL dimasukkan ke
dalam dua tabung reaksi. Tabung pertama
disimpan pada suhu ruang, sedangkan
tabung kedua dipanaskan pada suhu 100°C
selama 10 menit. Tabung kedua digunakan
sebagai blanko dalam uji aktivitas enzim.
Masing-masing sampel ditambahkan 50 pL
kalsium fitat 0,5% dalam buffer asetat 100 mM
pH 5,2. Sampel diinkubasi selama 30 menit
pada 25°C. Akuades sebanyak 100 pL
digunakan untuk blanko spektro. Reagen
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campuran ditambahkan ke dalam setiap
sampel sebanyak 160 pyL. Sampel didiamkan
selama 20 menit hingga muncul warna biru.
Sampel diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer SHIMADZU UV-VIS mini
1240 pada panjang gelombang 880 nm.
Aktivitas fitase dinyatakan dalam unit per
gram substrat (U/g).

Aktivitas enzim (U/g)=

[Po4]¥ L 1000pg 1L 1

Tmg 1000 mL  BM (ug/umol)
1 VT 10 mL enzim

X waktu (menit) Xﬁ X 1 g substrat X

Keterangan:

AE = aktivitas enzim fitase (U/g)

BM = bobot molekul fosfat (ug/pmol)

VE = volume enzim yang ditambahkan (uL)
VT = volume total (pL)

FP = faktor pengenceran

Pengukuran aktivitas amilase pada
SSF. Ekstrak kasar enzim kondisi optimum
sebanyak 125 pL dimasukkan ke dalam dua
tabung reaksi. Tabung pertama disimpan
pada suhu ruang, sedangkan tabung kedua
dipanaskan pada suhu 100°C selama 10
menit. Tabung kedua digunakan sebagai
blanko dalam uji aktivitas enzim. Masing-
masing sampel ditambahkan 125 pL amilum
1% dalam buffer asetat 100 mM pH 5,2.
Kedua tabung diinkubasi selama 30 menit
pada 25°C. Akuades sebanyak 100 uL
digunakan untuk blanko spektro. Asam
dinitrosalisilat (DNS) ditambahkan ke dalam
setiap sampel sebanyak 250 pL. Sampel
dipanaskan pada suhu 100°C selama 10
menit hingga larutan berubah warna menjadi
merah bata atau coklat. Sampel didiamkan
hingga dingin. Sampel diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer SHIMADZU
UV-VIS mini 1240 pada panjang gelombang
540 nm. Aktivitas amilase dinyatakan dalam
unit per gram substrat (U/g). Masing-masing
sampel dilakukan 3 kali ulangan.
Aktivitas enzim (U/g) =

[gluk ]mg 1000 ug 1L 1
giurosal= X =g X 7000 mL * BM(ug/pmol)
1 ﬂ 10 mL enzim X EP

X waktu (menit) XVE 1 g substrat

Keterangan:

AE = aktivitas enzim amilase (U/g)

BM = bobot molekul glukosa (ug/pmol)

VE = volume enzim yang ditambahkan (uL)
VT = volume total (L)

FP = faktor pengenceran

Hidrolisis asam fitat pada pakan
ternak. Padatan hasil fermentasi pada kondisi
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optimum yang telah dihaluskan sebanyak 1 g
dimasukkan ke dalam tabung falkon yang
berisi akuades sebanyak 9 ml. Tabung falkon
dikocok hingga 15 menit. Sampel pada
tabung falkon dipindahkan ke dalam tabung
eppendorf sebanyak 2 ml. Sampel disentrifus
pada 4°C dengan kecepatan 8000 rpm
selama 10 menit. Ekstrak kasar yang
diperoleh sebanyak 50 pL dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Akuades sebanyak 50
ML dimasukkan ke dalam tabung reaksi
lainnya, digunakan sebagai kontrol negatif.
Pakan ternak ditimbang sebanyak 1 g dan
dilarutkan dengan 20 ml akuades. Pakan
ternak 5% yang telah dibuat sebanyak 50 pL
dimasukkan ke dalam setiap sampel. Sampel
diinkubasi selama 30 menit pada 25°C.
Reagen campuran ditambahkan ke dalam
setiap sampel sebanyak 160 uL. Sampel
didiamkan selama 20 menit hingga muncul
warna biru. Sampel diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer SHIMADZU
UV-VIS mini 1240 pada panjang gelombang
880 nm.

Hasil dan Pembahasan

Aspergillus niger, R. oryzae dan N.
sitophila menghasilkan enzim fitase dan
amilase. Kemampuan produksi enzim fitase
dan amilase pada kultur cair oleh A.niger, R.
oryzae, dan N. sitophila bervariasi satu
dengan yang lain (Tabel 1). Neurospora
sitophila menghasilkan aktivitas enzim fitase
tertinggi, sedangkan aktivitas enzim amilase
tertinggi dihasilkan oleh R. oryzae. Ketiga
fungi tersebut selanjutnya digunakan sebagai
inokulan untuk fermentasi padat (solid state
fermentation). Salah satu fungi yang banyak
dilaporkan menghasilkan enzim fitase adalah
Aspergillus  sp. yang telah dilaporkan
mempunyai rentang aktivitas fitase pada
kondisi pH 2,5-5,0. Namun produksi fitase
terhambat jika media mengandung posfat
>20 mg/L (Gargova et al., 1997). Rhizopus
oligosporus strain CT11K2, yang umum
ditemukan pada tempe menghasilkan ekstra
dan intracellular fitase. Kedua enzim tersebut
aktif pada pH 4,5 (Buckle, 1988). Aspergillus
niger, R. oryzae, dan N. sitophila aktif
menghasilkan enzim fitase dan amilase pada
pH 6,8.

Kondisi optimum produksi fitase pada SSF

Waktu inkubasi optimum. Waktu
inkubasi pada saat fermentasi berpengaruh
terhadap aktivitas fitase. Optimasi produksi
fitase dengan parameter waktu inkubasi
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dilakukan selama lima hari. Fungi R. oryzae,
A. niger, dan N. sitophila menghasilkan
aktivitas fitase optimum pada hari yang sama,
yaitu pada hari ke-4. Aktivitas fitase yang
dihasilkan oleh R. oryzae, A. niger dan N.
sitophila, adalah sebesar 51,32 U/g, 53,48
U/g, dan 60,54 U/g (Gambar 1). Neurospora
sitophila menghasilkan enzim fitase secara
signifikan paling tinggi jika dibandingkan
dengan R. oryzae dan A. niger.

Nilai aktivitas fitase yang paling tinggi
dari ketiga fungi dihasilkan oleh N. sitophila.
Kemampuan produksi enzim fitase tidak
hanya dipengaruhi oleh waktu fermentasi
tetapi juga formulasi substrat. Komposisi
media yang mengandung (b/b): mannitol,
2,05%; ammonium sulfate, 2,84% and
phosphate, 0,38% mampu meningkatkan
produksi enzim fitase pada R. oryzae sekitar
59% (Rani dan Ghosh, 2011). Pichia pastoris
menghasilkan enzim fitase maksimum pada
100 jam waktu inkubasi (Hang et al., 2009).
Hal tersebut mengindikasikan perlunya
formulasi substrat dan waktu inkubasi untuk
meningkatkan produksi enzim fitase dengan
inokulan kapang dan khamir.

Suhu fermentasi optimum. Suhu
berpengaruh terhadap produksi enzim fitase.
Rhizopus oryzae mempunyai aktivitas
optimum pada suhu 25-30°C. Pada suhu yang
lebih tinggi, produksi enzim fitase oleh R.
oryzae akan menurun. A. niger dan N.
sitophila optimum pada suhu 30°C (Gambar
2). Suhu fermentasi untuk SSF akan ber-
pengaruh kepada kecepatan pertumbuhan
biomassa dan produksi enzim. Suhu yang
efektif untuk meningkatkan pertumbuhan
tergantung kepada jenis kapang. Rhizopus
oligosporus yang ditumbuhkan pada media
ampas kelapa pH 5,3, menghasilkan aktivitas
enzim fitase tertinggi pada waktu fermentasi 4
hari (Sabu et al., 2002). Sedangkan A. niger
menghasilkan enzim fitase paling tinggi
setelah 3 hari inkubasi pada media yang
mengandung 1 g/L gum, pada suhu 30°C

(Papagianni et al., 2001). Aspergillus ficuum
NRRL 3135, Mucor racemosus NRRL 1994
dan Rhizopus oligosporus NRRL 5905
menghasilkan enzim fitase tertinggi pada
medium yang mengandung tepung canola,
jagung, kedelai, dan dedak pada suhu 26 +
1°C (Bogar et al., 2003). Hal tersebut
menunjukkan suhu sekitar 30°C cukup
optimal untuk memproduksi enzim fitase.
Waktu inkubasi optimum yaitu hari
keempat selanjutnya digunakan untuk
menentukan suhu optimum dalam
memproduksi fitase. Optimasi produksi fitase
dengan parameter  suhu fermentasi
menggunakan empat suhu inkubasi, yaitu 25,
30, 35, dan 40°C. Kapang N. sitophila, R.
oryza dan A. niger memiliki aktivitas optimum
pada rentang suhu serupa.
pH fermentasi optimum. Optimasi
produksi fitase dengan parameter pH
fermentasi dilakukan pada hari keempat
dengan suhu fermentasi 25°C untuk R.
oryzae, sedangkan A. niger dan N. sitophila
pada suhu 30°C. Nilai pH fermentasi yang
digunakan adalah pH 5, 6, 7, dan 8. Kapang
R. oryzae, A. niger, dan N. sitophila memiliki
aktivitas optimum pada pH yang berbeda.
Rhizopus oryzae menghasilkan aktivitas
optimum pada pH 8, dengan nilai aktivitas
fitase sebesar 177,32 U/g (Gambar 3).
Aspergillus niger dan N. sitophila memiliki
aktivitas optimum pada pH 6-7, dengan nilai
aktivitas fitase sebesar 157,29 U/g dan 196,6
U/g (Gambar 3). Kapang yang menghasilkan
nilai aktivitas tertinggi adalah N. sitophila.
Faktor pH berpengaruh terhadap
pertumbuhan biomassa dan produksi enzim
fitase. Aspergillus ficuum menghasilkan
enzim fitase optimal pada pH 6,8 -7.0 (Han et
al., 1987; Ramachandran et al., 2005).
Penelitian  produksi enzim fitase
menggunakan ampas tahu masih belum
banyak dilakukan. Umumnya penelitian
produksi enzim fitase menggunakan hasil
samping produksi minyak kelapa, minyak

Tabel 1. Produksi enzim fitase dan amilase oleh Aspergillus niger, Rhizopus oryzae dan Neurospora sitophila
yang diuji pada 96 jam setelah inkubasi pada suhu 30°C, pada perlakuan penggoyangan 135 rpm
(phytase and amylase production by Aspergillus niger, Rhizopus oryzae and Neurospora sitophila on submerge
culture, agitated at 135 rom, incubation temperaraure was 30°C)

Isolat Fitase (unit) Amilase (unit)
Aspergillus niger 2,7+0,5 3,4+0,3
Rhizopus oryzae 1,5+£0,4 4,2+0,2
Neurospora sitophila 2,9+0,3 3,2+0,3

N = 3, fitase diukur menggunakan substrat yang mengandung 0,5% Na-phytate, amilase diukur pada substrate

yang mengandung 2% CMC, pH 6,8.
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Gambar 1.

Profil aktivitas enzim fitase selama inkubasi pada sistem fermentasi padat (SSF)

(phytase activities profile during solid state fermentation (SSF)).
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Gambar 2. Profil produksi enzim fitase oleh Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, dan Neurospora sitophila pada
suhu 25-40°C pada sistem SSF
(phytase production profile by Rhizopus oryzae, Aspergillus niger and Neurospora sitophila at 25-40°C on
SSF).
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Gambar 3. Pengaruh pH awal media terhadap produksi enzim fitase pada sistem fermentasi padat (SSF)
(the effect of initial pH on phytase production at SSF condition).

zaitun, minyak kelapa sawit, dan biji kapas
(Ramachandran et al., 2005). Penambahan
enzim fitase pada ampas tahu (soybean curd

residue) meningkatkan nilai nutrisi dan
memacu pertumbuhan ikan (Selle dan
Ravindran, 2007). Penelitian ini berhasil
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menggunakan ampas tahu sebagai media
pembuatan enzim fitase menggunakan A.
niger, R. oryzae dan N.sithophila.

Enzim amilase. Waktu inkubasi
berpengaruh terhadap produksi enzim
amilase pada sistem SSF. Produksi enzim



Buletin Peternakan Vol. 41 (1): 26-36, Februari 2017 ISSN-0126-4400 E-ISSN-2407-876X

Bulletin of Animal Science, DOI: 10.21059/buletinp

amilase tertinggi dicapai pada hari ke 3-4
(Gambar 4), dan pada suhu sekitar 30-35°C
(Gambar 5). Kemampuan produksi amilase
bervariasi antara satu inokulan dengan yang
lain. Aspergillus niger dan N. sitophila
memproduksi amilase sekitar 171 Unit,
sedangkan R. oryzae sedikit lebih rendah.
Produksi enzim amilase juga dipengaruhi oleh
pH. Produksi enzim amilase terbaik
didapatkan pada pH 6-7 (Gambar 6).

Hasil yang didapatkan hampir sama
dengan R. oryzae dan Rhizopus microsporus
var. oligosporus pada sistem fermentasi
submerge menghasilkan enzim amilase
optimum pada waktu inkubasi 4 hari pada
suhu 30°C (Freitas et al., 2014). Banyak fungi
jenis lain yang dilaporkan menghasilkan
enzim amilase seperti A. niger, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus terreus, Emericella

eternak.v41i1.13337

nidulans, Mucor racemosus, Mycosphaerella
tassiana, Penicillium chrysogenum dan
Rhizopus  stolonifer. Kapang tersebut
menghasilkan enzim amilase maksimum
pada hari ke 6 pada suhu 30°C. Penambahan
pati dan ammonium sulfat meningkatkan
produksi enzim (Saleem dan Ebrahim, 2014).
Aspergillus oryzae NRRL 6270 pada sistem
fermentasi SSF, yang ditumbuhkan pada sisa
media pembuatan bir yang diperkaya dengan
soybean meal, calcium chloride and
magnesium sulphate, menghasilkan enzim
amilase optimum pada suhu 30°C,
kelembaban media awal 70% dengan
inokulan 1 x 107 spores/g substrat (Francis et
al., 2003). Hasil penelitian ini menunjukkan
pH media yang optimal untuk menghasilkan
enzim amilase adalah sekitar 6-7 (Gambar 5-
7) yaitu sekitar 162,23 U/g untuk R. oryzae,

250
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Gambar 4. Optimasi waktu fermentasi untuk Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, dan Neurospora sitophila untuk
produksi enzim amilase pada suhu kamar
(optimation of fermentation time for Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, and Neurospora sitophila for amylase
production at ambient temperature).
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Gambar 5. Optimasi suhu untuk produksi amilase oleh Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, dan Neurospora
sitophila
(temperature optimation for amylase production by Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, and Neurospora
sitophila).

32



Atit Kanti et al.

Potensi Kapang Aspergillus niger, Rhizopus oryzae dan Neurospora sitophila

Aktiitas amilase (U/g)

50 -

B e e e e

s &

pH

€ R. oryzae
@ A niger

B N.sitophila

B s

BRI

N
]

Gambar 6. Pengaruh pH awal media terhadap produksi enzim amilase pada sistem fermentasi padat (SSF)
(effect of initial pH of media on amylase production in solid state fermentation (SSF)).

181,36 U/g untuk A. niger, dan 188,36 untuk
N. sitophila.

Produksi enzim amilase juga dapat
dilakukan menggunakan medium ketela yang
dimasak dan tanpa dimasak, dengan R.
oryzae 28627 pada sistem SSF. Peningkatan
kandungan protein terjadi pada singkong
yang dimasak, namun aktivitas amilase
tertinggi didapatkan pada media singkong
mentah (Soccol et al., 1994). Neurospora
sitophila menghasilkan amilase optimum
pada suhu 35°C, sedangkan A. niger dan R.
oryzae optimum pada suhu 30°C. Penurunan
aktivitas produksi amilase menurun oleh R.
oryzae pada suhu 40°C.

Botryodiplodia theobromae dan R.
oryzae menghasilkan enzim amilase pada
substrat yang mengandung 2% dan limbah
cair pembuatan pati dengan pH6, yang
diinkubasi selama 4 hari pada suhu 30°C.
Penambahan amonium asetat  atau
ammonium nitrate meningkatkan produksi
enzim amilase (Ray, 2004).

Kemampuan hidrolisis asam fitat pada
pakan ternak

Hidrolisis asam fitat pada pakan ternak
menggunakan ekstrak kasar enzim dari hasil
fermentasi dengan kondisi 4 hari fermentasi
pada suhu 25°C untuk R. oryzae, dan dan

30°C untuk A. niger dan N. sitophila. Kondisi
pH yang digunakan yaitu pH 8 untuk R.
oryzae, pH 6 untuk A. niger dan N. sitophila.
Konsentrasi fosfat yang dihasilkan dari proses
hidrolisis tersebut lebih besar dari kontrol
yang digunakan. Konsentrasi fosfat yang
dihasilkan dari A. niger, R. oryzae, dan N.
sitophila adalah sebesar 1145,56-1247,56
mg/L, 1256, 34-1658,34 mg/L, dan 1686,75-
1989,75 mg/L.

Asam fitat merupakan zat anti-nutiren
yang dapat mengganggu fungsi dan
komponen nutrisi pada pangan. Asam fitat
adalah agen pengkelat yang sangat kuat,
dapat berikatan dengan mineral, protein dan
beberapa asam amino (Ahmad et al., 2000).
Pakan ternak umumnya mengandung asam
fitat, dengan adanya asam fitat pada pakan
terak dapat menurunkan ketersediaan mineral
bagi hewan ternak. Asam fitat pada pakan
ternak dapat dihidrolisis oleh fitase dengan
memutus ikatan fosfat dari asam fitat menjadi
inositol dan fosfat anorganik (Guo et al.,
2007).

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari
penelitian ini menunjukkan bahwa fitase yang
dihasilkan oleh N. sitophila, R. oryzae dan A.
niger mampu menghidrolisis asam fitat pada
pakan lobster. Hasil tersebut ditunjukkan
dengan tingginya konsentrasi fosfat yang

Table 2. Efektivitas pelarutan posfat oleh enzim fitase yang dihasilkan oleh Rhizopus oryzae, Neurospora
sitophila dan Neurospora sitophila pada pH 6, konsentrasi fosfat yang dihasilkan dari proses hidrolisis tersebut
lebih besar dari kontrol
(phosphate solubility efficacy by Rhizopus oryzae, Neurospora sitophila and Neurospora sitophila at pH 6,
released phosphate by enzyme treatment was higher compare to control)

Isolat

Pakan ternak A (feed A)

Pakan ternak B (feed B)

Aspergillus niger
Rhizopus oryzae
Neurospora sitophila
Kontrol (control)

1145,56+24,78
1256,34+26,89
1686,75+23,67

435,56+23,67

1247,56+29,78
1658,34+28,82
1989,75+25,97

521,43+29,68
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dihasilkan dari hidrolisis asam fitat oleh fitase
apabila dibandingkan dengan kontrol yaitu
435,56 sd 521,43 (Tabel 2). Adanya fitase
pada pakan ternak dapat meningkatkan
ketersediaan nutrisi bagi hewan ternak,
khususnya hewan ternak monogastrik.

Kesimpulan

Fitase dan amilase dapat diproduksi
dengan media ampas tahu oleh N. sitophila,
R. oryzae dan A. niger. Kondisi optimum
untuk produksi fitase, yaitu waktu inkubasi
pada hari keempat untuk ketiga kapang.
Pengaturan suhu inkubasi perlu dilakukan,
yaitu suhu 25°C R. oryzae, dan 30°C untuk N.
sitophila dan A. niger serta pH 8 untuk R.
oryzae dan 6-7 untuk N. sitophila dan A. niger.
Ketiga kapang juga menghasilkan enzim
amilase pada media ampas tahu, sehingga
media tersebut dapat digunakan untuk
produksi enzim hidrolisis yang berfungsi untuk
meningkatkan nilai nutrisi pakan ternak.
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