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FENDAHRULITAN

Perkembangan lingkup obat hewan setnakin
meningkat dar whun ke tahun, terstama gelengan pretniks,
Colongan inf mergpakin Suaty produl yane drearnpurkan
ke dalam pakan hewan dengan mjuan untuk membantu
rmemingkatkan fungsi-fungsi fisiologis dalam wbuh (1.5],
Salah saru golongan premiks vang sangat diperlukun
dalam pakan ternak sdalal enzim phytase.

Belakangan enzim muka dipergunakan secara Juas
untuk tujuas industri dengan mempertimbangkan
keuntungan yang nyata dibandingkan apabila meioda
proveesing dilakukan dengan cara kinia maupun fistka.
Enzim akan hekerja optimal pada kondisi menengah
mitsafnya pada subu moderat dan kisaran pll yany luas
(2.5).

Keuntanzan lain adaleh babwa cmeim bersifat tidak
beracun, alami dan seoera menjadi tidak aktif apabila
reaksi sudzh mencapai titik yang dikchendaki. Salah satu
cara untuk menjawab tantangan diatas adalah
menambahkan ensim phytase yang mempunyai
xemampuan Linggi dalum mendegradasi asam phytat
rmelebibi aktivitas phytase vang telab diternukan sclarma
:mi. Aplikasi enzim phytase meialul suplementasi pada

pakan akan meninghatkan clisiensi pakan dan untig
meningkatkan keseliatan hewan {345

Selama tahun 200%-2009 rerdapat peninghatan
juralaly sampel enzim phyiase yang masik ke BTiPhIS{E]
menjadi 1) sarmpel. Dengan meninghatnya jurnlah tersebut.
maka dibutahkan suaw metode pengujian yang dapat
memenhi persyaralan nuin yang sesuat dengan standar.
Sedangkan mende penguiian enzim phytase belum banyak
dibahas dalam metode pengujian vang diakui, Tujuan
stuci ini adalah menpkaji metode uji agar aktifitas enzim
phiytase dalam sediaan obat jadi dengan berhagal kommpstsl
dapar diketuhai dan diperolsh kesesuaian aklifitas enFim
phviase terhadap aktifitas yang soriera pada lahel.

MATLRI DAN METODE
1. Mectodz Megaryme

Bahan

Bahan-bahan yang diperlukan meliputi kit
Megaryme, asam askorbat, asam sulfat, amomiom malihdat,
frichlorogeetic ueld [TUAY, asam klorida (HCT) dan
nairium hidroksida (INaliH ).



Prosedur Pengujian

Sejumlah sampel dilannkan dalam 26 ml HCLGGS
M dan diaduk selama minimun 3 jam dalam temperatur
kg, Fkstruk diambil schanvak b mlL dun dimasubkkan
ke dalam tabung kemudian disentrifus dengan kecepatan
12,000 rpro selamna 10 menit. Supematan diambil sehanyak
1.5 ml. dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi untuk
dinctralkan denzan menambalikan 0.5 ml. lanutan NatMI
(175 M.

(ua tabung reakst disispkan sehagai froe phsphor
(free P} dan rofaf phospior ifetel P Masig-masimg
tabung diisi dengan air suling sehamyak 0,02 mlL {free D)
dan 060 ml rond £). Kemudian ditambahkan .20 ml
Kit I dan 3,05 ml. ekstrak sampel pada kedua rabung.
Pada tabung total P disabhahkan .02 mi. Kit 11 Semua
tabuny dicampur Dingga bomaogen dengan vorrer mixer
dan diinkubasi dalam saterhath pada subu H0°C selama
16 menit. Pada tabung free P ditambabkan 0,02 ml air
suling, Scianjutnya disambahkan 0,20 ml Ki 11 pada
kedua tabunz. Pada tabung totul P ditambahkun Kit [V
Semaa tabung dicampur hingga homogzen dengan vurie
miver dan dinkubasi dalam waterdai® pada suhu 4070
selama 15 menit. Proses rcaksi dalam kedua tabung
dihentikan dengan menambahkan 0,30 mL TCA S0y,
¥ edua tabung dizentrifus dengan kecepatan 13000 pm
solamna 10 menit, Supermatan dan masing-masing tabung
diaryhil schanyak 1,0 ml.. dimasukkan e dalam tabung
reaksi bary dan ditamshakkan 6.5 ml percakst warna,
E.edua wbung dicampar hingga homogen dengan varde
miver dan diinkubasi dalam swaterfarh pada suhu 407°C
sefarma #0 menit, Sarobif mememzeu inkubasi, kurva standar
fosfor dituat denpan menggunakan Kit ¥, Pengukoran
serapan dilakukan dengan spektrofotomwter pada panjang
selombang 655 nm. Aksifitas cnan dihitung dengan
pErsamaun Turnus sebapal berikun

Mean (AT x 208 F

5 A A Phosphit
Tukdal = L0 16

Eoeterangen

i . azefitay envim

Adcab v : nilad rety rata den standar fasfor
¥ . [aktor pengencéran

MA : witegib serapan darl sampes

L0 o fakeor komvers dar mikoo 20 ke p 100
W s valwnz sampel (ml.)
1.0 bprat sampe? (2]

2. Metode Produsen

Bahan

Bahan-bahan yang diperiukan meliputi natrium
agetat trihkidrat, triton X-100, Bovine Serumn Albumine
{BSA), natrium phylase, asam niiat, amonium moelibdat,
amonia 25%, amanium vanadat, standar phytase dan
fabiom bifosfat,

Bagictins Ponguine Mt (st Hewan Yo, I3 Tahue 2000

Buler asetat T (025 ol 1) dihuat dengan cara
melanukan 32,42 ¢ natrium asclat wibidrat ke dalam 900
ml. air subing, pH diamr menjadi 5,00-0.01 (deagan {1
I 1101 dan volume dibeat menjadi 1000 ml.. Bafer
disitupan dalarn sulu nang. Buler assac Il 0,25 s/}
denran melartkan 34,02 g natrium asetal trihadrar, 0,5
g it -1 dan .5 g BSA ke dalam 200 ml, air suling,
pH diatur menadi 3504001 (dengan 0,1 N HOL) dan
volame dibuas menjadt 1000 ml, Buter disimpar dalam
suhu ruag, |untan natrum phytase (7,5 mmol 1) dibuat
dengan cara melaruthan 0,64829 u natnem phytase ke

tarn hafer asetat | dan volume dibuat menjad: 100 ml.
dengan air suling. Lamsan asam nirat dibwat dengan cara
CHCIMpUr ASAM Timal dan air suling dengan perbandingan
1 -2 1 arutan amoniums molibdat {100 1) dibust dencan
eara melarstkan 10 £ amonium molibdat dan 1 ml. amorna
2% 0y datam 106 mi . air suling, Larutan amen:iom vanadat

2.35 o1y dibust denpan cara melanathan (L2335 g amonmum
vanadat dan 2 mi. asam aitrar dengan 100 ml. air suling
dulam jabu ukar coklat. Peceaksi wama dibuat dengan
cara mencampurkas amenium molibdat dan zmauem
vanadat dengan perbandingan 20 1.

Prasedur Persiapan Stapdar

Kalium dihidrozen fosfat schanyak (LGED »
dilarutkan deagan 104 mil. bufer asetat IT (konsentras:
larutan nduk S0 rmol ) Dibuat pengenceran bertinghar
dari standar kalivm dihidrogen fosfat vang dilarutkan
dengan bufer aselar wiuk kestabilan persamaan regres]
y cax -+ b, (sumbuy = Bregonic g dan sumba
% = {317y, Pengenceran | dibuat dengan memipet 0.5 ml.
larutan induk dan ditarutkan dajam 0.5 ml. bofer asetat
11 {komsenlrasi 20 ammolL}. Peggenceran H dibuat dengan
memipet 0.5 wl. lanvtan induk dan dilamutkan dalam 1,5

111 dituat dengan memipet 0,5 ml, latan wduk dan
ditarutkan datam 3,5 ml. bufer asetat 11 {konsentras: £,25
mmol’L}. Pengenecran 13 dibuat dengan memipet 0.5
b, larutan moduk don dilarutkean dalam 7,5 mil. bufer asctat
[T {komsentrasi 3,125 mmoll.). Pengenceran v dibuat
dengan memipet 0,5 mi. lansan induk dan dilzrutkan
delam 15,5 ml. bhafer asctat 11 (konsenttasi £,5625 mmel 1),

Prosedur Persiapan Sampel

THtimbang sejumlah sampel dengan melamtkan
datam 70 ml. bufer asetat 1. Larutan diaduk selama 3§
menit dan dibuat menjadi 100 ml. Larutan diseninifus
dengan kecepatan 400 rpmimenit selama 10 ment
Supematan diambil dan dicncerkan deppan bufer asetat
11 (konscnteasi 0,4 Ussml}, Disiapkan tabung 10 mi. untuk
5 pengenceran stindas, sampel din blenko. Pada masing-
msing tabung ditembahkan I8 ml. bufer asctat [ dan 6,2
1ol lzruran uji. Semua lanitan dicampur hingga homogen
dengan vortex srver dan dilnkubasi pada subu 37°C
sclama 30 menit. Ditambahkan 4 ml. lanutan natrium,
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shytase ke semra tabung, dicampur dan diinkubasi pada
suhu 37°C sefama 30 menit. Pereaksi warna ditambabikan
schanyak 4 ml. dan dicampur hingga homogen dengan
vorter miver, Tamlah total lanstan adalah 10 ml.. Semua
larutan didizmkan selamna 10 menit pada suhu mang. Bila
Jarutan sampel masih keruh, lanutan disentrifus dengan
keccpatan 4000 rpm/menit selama 10 menit. Pengukuran
serapan dilaloukan dengan spektrofotomcter pada panjang
aciombang 415 nm. Aktifitas enzim dihitung dengan
persamaan rurmes schags bertkut |
xF
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian dilakukan terhadap 10 sampel obat hewan
mengandung enzim phytase dengan menggunakan 2
metods yaitu metode Megazyme dan metode produsen,
masing-masing mengzunakan 3 sampel. Pada Tabel |
menurjuekkan bahwa penguiian menggunakan metode
produsen kit Megaryme, sampel enzim phytase vang
memnpurvai kemposisi antara 1,000 - 10.000 Urg, diperclch
hasil rata-rata 103,84%.

Tahel 1. Hasi! pengujian dengan menggunakan metode
produsen kit Megaryme

Kode Sampel  Komposisi migimal  Hasil Aktifits  Hoasil Presentase
M) (Uit %)

A 1.0k 1.099 104,90
B S0 3,250 105,00
r HIRE ¢ 16,350 103,50
I3 100418 L0050 100,51
E 2.5M 2507 L2025

Hata-rata 105,54

Sedangkan pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
pengujian menggunekan metode produsen, sampel obat
hewan mongandung enzim phytase yang mempunyal
komposisi minimat 3.000 U/g diperoleh hasil rata-rata
104,66%%.
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Tabei 2. Hasil penrejian dengan mengmunakan metode

produscn
Kode Sumped  Komposisi punimal - [Lasil Akdifeas Hasil Preseotsie
{1} {Lie) (%o}

F A0 5402 Ha =
] 500K &Nl 720
H 5004 5213 10,66
1 &.000 5.148 102,00
1 &40 5051 101 62

Rata-rata 0, 6t

Fada pengujian deagan metode Meogasyme
diperoich hasil berkisar antara 160,28%  109,90% dengan
rata-rata 103.84%. Sedangkan dengan metade produsen
diperoleh hasit berkisar antara 105,02% 108,44% dengan
ratz-rata 104,665, Hasil penguian ind mepunjuldan bahwa
aktifitas cnsim phytase baik yang divji mengguaakan
metode Megaryme maupm metode produsen, memberikan
hasil sesual standar miniraal (90 11086} dar vang teriera
pada abel dan memenuhi persyaratan pengujian obat
beowan (PO

KESIMPULAN

I3ari hasil pengyjian obat hewan mengandung enzim
phytase datam obat howan meng runakan motode
megzome (103.84%) dao metode produsen [ 104,66%:)
tidak berbeda nyata, sehingga kedua metode terschut dapat
digunakan untuk peagujian cnzim phytase.
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