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ABSTRACT

BIODEGRADATION OF CHICKEN FEATHER WASTE BY LOCAL
ISOLATE BACTERIA CONSORTIUM

By

Yumainismar

Chiken feather waste has potential to be used as animal feed, because it’s a high
protein content. Protein contained in chicken feather waste is keratin. The high
stability and low degradation rate of keratin protein become obstacles in the
utilization of chicken feather waste. Chicken feather waste is able to be
decomposed by keratinolytic microorganism. The aimed of this research was to
determine the ability of local isolate bacteria to degrade chicken feather waste and
to measure the level of released amino acid after degradation process. The
biodegradability test of chicken feather waste was carried out for 12 days. The
determination of optimum pH for degradation was observed in variation pH 7.0,
7.5, and 8.0. The released amino acid was measured from the filtrate after the
degradation process. The largest percentage of degradation was shown by a
bacterial consortium compared with the single isolate. At the optimum pH i.e. pH
7.5, percent degradation of chicken feather waste was 70.04%, and 580.46 ppm of
amino acids were released.

Keywords: Biodegradation, Chicken Feather Waste, Keratin, Bacteria
Consortium, Amino Acid.



ABSTRAK

BIODEGRADASI LIMBAH BULU AYAM OLEH KONSORSIUM
BAKTERI ISOLAT LOKAL

Oleh

Yumainismar

Limbah bulu ayam berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai pakan ternak, karena
memiliki kandungan protein yang tinggi. Protein yang terkandung dalam limbah
bulu ayam adalah keratin. Kestabilan yang tinggi dan tingkat degradasi yang
rendah dari protein keratin, menjadi kendala dalam pemanfaatan limbah bulu
ayam tersebut. Limbah bulu ayam dapat terurai dengan bantuan mikroorganisme
keratinolitik. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui kemampuan bakteri isolat
lokal dalam mendegradasi limbah bulu ayam dan mengukur kadar asam amino
yang dibebaskan setelah proses degradasi. Uji biodegradabilitas limbah bulu
ayam dilakukan selama 12 hari. Penentuan pH optimum degradasi diamati pada
variasi pH 7,0, 7,5, dan 8,0. Kadar asam amino yang dibebaskan diukur dari
filtrat setelah proses degradasi. Presentase degradasi terbesar ditunjukkan oleh
konsorsium bakteri dibandingkan dengan isolat tunggal. Pada pH optimum yaitu
pH 7.5, persen degradasi limbah bulu ayam diperoleh sebesar 70,04%, dan
sebanyak 580,46 ppm asam amino dibebaskan.

Kata kunci: Biodegradasi, Limbah Bulu Ayam, Keratin, Konsorsium Bakteri,
Asam Amino.
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MOTTIO

Jika Allah menolong kamu, maka tak adalah orang yang
dapat mengalahkan kamu, jika Allah membiarkan kamu
(tidak memberi pertolongan), maka siapakah gerangan yang
dapat menolong kamu (selain) dari Allah sesudah itu?
Karena itu hendaklah kepada Allah saja orang-orang
mukmin bertawakkal (Q.S Ali Imran: 160).

Apa yang kita pikirkan menentukan apa yang akan terjadi
pada kita. Jadi, jika Kkita ingin mengubah hidup Kkita, kita
perlu sedikit mengubah pikiran kita (Wayne Dyer).

Once you choose hope, anything’s possible (Christopher
Reeve).

Kesuksesan adalah hasil dari kesempurnaan, kerja keras,
belajar dari pengalaman, loyalitas, dan kegigihan (Collin
Powel).

Jika banyak orang meragukan kemampuanmu, cukup
buktikan dengan usaha dan kerja kerasmu (Penulis).
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I. PENDAHULUAN

A.  Latar Belakang

Limbah merupakan produk samping yang dihasilkan dari suatu proses produksi
baik industri maupun domestik (rumah tangga), dan keberadaan limbah
sebenarnya sangat tidak diinginkan karena kehadirannya pada suatu tempat
tertentu dapat menimbulkan masalah di lingkungan, selain itu limbah dinilai
memiliki nilai ekonomis yang rendah. Salah satu contoh limbah yang berasal dari
industri peternakan seperti Rumah Potong Ayam (RPA) dan berasal dari limbah

domestik adalah limbah bulu ayam.

Limbah bulu ayam merupakan salah satu produk samping limbah organik yang
diperoleh dari ternak ayam (petelur, pedaging, dan buras) dari rumah potong dan
tempat pemotongan ayam lainnya, yang masih belum dimanfaatkan secara
optimum. Hasil dari pemotongan satu ekor ayam diperoleh rata-rata bulu
sebanyak 4-9 % dari total berat ayam (Ketaren, 2008). Keberadaan limbah bulu
ayam terus bertambah sejalan dengan bertambahnya kebutuhan terhadap daging
ayam. Berdasarkan data dari Direktorat Jenderal Peternakan, terkhusus pada
Provinsi Lampung produksi daging ayam pada tahun 2016 adalah sekitar 34,646
kg. Pemotongan satu ekor ayam menghasilkan rata-rata 6 % bulu ayam dari bobot

hidupnya, apabila satu ekor ayam memiliki bobot hidup bulu ayam sebesar 1,5 kg,



maka limbah bulu ayam pedaging pada tahun 2016 menghasilkan sekitar 3,120 kg
(Anggraini, 2018). Produksi limbah bulu ayam tersebut belum seimbang dengan

pemanfaatanya.

Di industri peternakan seperti RPA, bulu ayam belum dimanfaatkan secara
optimum. Menurut Adiati et al., (2004) menyatakan bahwa hanya sebagian kecil
saja yang sudah dimanfaatkan sebagai bahan untuk membuat kemoceng, pengisi
jok, pupuk tanaman, kerajinan tangan/hiasan dan kok. Sisa dari limbah bulu
ayam, umumnya hanya akan menjadi limbah yang dapat berdampak dalam
penurunan kualitas tanah karena bulu ayam sulit untuk terdegradasi di lingkungan.
Sulitnya limbah bulu ayam untuk didegradasi karena limbah bulu ayam

mengandung keratin atau protein fibrous berupa serat (Setyabudi, 2015).

Keratin yang terkandung dalam limbah bulu ayam merupakan protein
makromolekul yang memiliki kestabilan yang sangat tinggi dan tingkat degradasi
yang rendah. Keratin mengandung berbagai asam amino yaitu sistin, lisin,
prolin, serin dan tirosin. Struktur keratin terdiri dari komponen ikatan sistin
disulfida, ikatan hidrogen, dan interaksi hidrofobik molekul keratin. Meskipun
keratin termasuk kedalam protein yang sukar larut dan sangat stabil, keratin

mampu didegradasi menggunakan mikroba keratinolitik.

Mikroba keratinolitik mampu memecah atau memutus ikatan senyawa keratin
pada limbah bulu ayam tersebut menjadi monomer-monomernya. Beberapa
mikroorganisme keratinolitik telah diisolasi dan dikarakterisasi dari sampel tanah
yang di sekitarnya terdapat bulu ayam (Sinoy et al., 2011). Mikroba keratinolitik

akan mendegradasi keratin pada bulu ayam dan dapat menghasilkan berbagai



produk yang bisa dimanfaatkan lebih lanjut, yaitu sebagai sumber protein dalam
pupuk, plastik, lem, biodegradable film atau untuk produksi asam amino serin,
sistin, dan prolin (Quanti, 2015). Menurut Setyahadi (2012) kandungan protein
yang cukup tinggi pada limbah bulu ayam berpotensi besar sebagai sumber
protein dan asam amino untuk pakan ternak. Kandungan protein dalam bulu ayam
cukup tinggi yaitu antara 80-90 %, protein yang terkandung dalam limbah bulu
ayam jauh lebih tinggi dari protein kasar yang terkandung dalam bungkil kedelai
(42,5 %) dan tepung ikan (66,2 %). Bungkil kedelai dan tepung ikan merupakan

komponen bahan baku dalam ransum pada umumnya.

Proses pengolahan limbah bulu ayam menjadi produk yang lebih bermanfaat
seperti ransum ternyata tidak mudah, karena presentase keratin yang terkandung
cukup tinggi yaitu sebesar 85-90 % dari kandungan proteinnya dengan sifat yang
sukar dicerna. Daya cerna protein yang rendah merupakan kendala untuk
pemanfaatan bulu ayam. Berdasarkan hal itu, peningkatan kualitas bulu ayam
dapat dilakukan dengan melakukan degradasi limbah bulu ayam dengan bantuan

mikroba keratinolitik.

Beberapa penelitian mengenai degradasi keratin pada limbah bulu ayam telah
dilakukan sebelumnya seperti penelitian yang dilakukan oleh Kani et al., (2012)
melakukan degradasi limbah bulu ayam selama 31 hari menggunakan bakteri
Pseudomonas microphilus diperoleh nilai persen degradasi sebesar 70,0 % dan
menggunakan bakteri Leuconostoc sp diperoleh persen degradasi sebesar 31,0 %.
Penelitian yang dilakukan oleh Quanti (2015) melakukan degradasi limbah bulu

ayam selama 25 hari pada isolat bakteri FB 2 diperoleh persen degradasi sebesar



59,4 % dan isolat bakteri FB 6 diperoleh persen degradasi sebesar 71,0 %.

Penelitian yang dilakukan oleh Anggraini (2018) melakukan degradasi limbah
bulu ayam selama 14 hari pada isolat bakteri B-9-6 diperoleh persen degradasi
sebesar 65,2 %, isolat bakteri B-9-7 diperoleh persen degradasi sebesar 66,2%,

konsorsium bakteri diperoleh persen degradasi sebesar 71,0 %.

Pada penelitian ini dilakukan uji biodegradabilitas dengan menggunakan isolat
yang diperoleh oleh Anggraini (2018) dengan melakukan degradasi selama 12
hari, dan melakukan optimasi pH pada media feather meal terhadap pertumbuhan
bakteri serta menentukan kadar asam amino yang dibebaskan setelah didegradasi

oleh bakteri keratinolitik.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. mengetahui kemampuan bakteri isolat lokal dalam mendegradasi limbah bulu
ayam

2. mengetahui pH optimum pada media feather meal terhadap pertumbuhan
bakteri

3. mengetahui kadar asam amino yang dibebaskan setelah dilakukan degradasi

pada limbah bulu ayam.

C. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi kemampuan bakteri isolat
lokal dalam mendegradasi keratin pada limbah bulu ayam sehingga nantinya dapat

diaplikasikan ke lingkungan, agar dapat mengurangi dampak pencemaran dari



limbah bulu ayam. Selain itu, memberikan informasi mengenai kadar asam amino

yang dibebaskan setelah dilakukan degradasi.



II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Bulu Ayam

Bulu ayam merupakan bagian terluar dari tubuh ayam, bulu ayam hampir
menutupi seluruh bagian terluar dari tubuh ayam. Bulu ayam adalah hasil
samping dari ternak ayam (petelur, pedaging, dan buras) dari rumah potong dan
tempat pemotongan ayam lainnya. Hasil dari pemotongan satu ekor ayam
dewasa menghasilkan limbah bulu ayam sekitar 57 % dari berat tubuh totalnya
(Gushterova et al., 2005). Bulu memiliki peranan penting dalam proses
fisiologis dan banyak fungsional. Bulu termasuk salah satu ciri khusus yang
dimiliki unggas. Unggas yang dewasa seluruh tubuhnya ditutupi dengan bulu,
kecuali pada paruh, mata, dan kaki (Anggraini, 2018). Bulu memiliki struktur
yang bercabang hirarkis dan sangat teratur (Quanti, 2015). Susunan pada

penampang bulu ayam dapat dilihat pada Gambar 1.

Barbula Distal Proximal barbules

Gambar 1. Susunan pada bulu ayam (Rostyalina, 2015).



Bulu memiliki fungsi sebagai alat penerbangan dan perlindungan, namun tidak
hanya itu bulu ayam juga berfungsi sebagai pengatur suhu tubuh dan juga
berfungsi untuk memperindah bentuk tubuh ayam. Bulu memiliki susunan yang
sangat teratur dengan struktur tangga yang bercabang dan bulu ayam merupakan
golongan vertebrata yang memiliki struktur keratin yang kompleks (Rostyalina,
2015). Bulu ayam memiliki kandungan protein keratin dengan struktur a-helik,
selain bulu ayam material lain seperti rambut, wool, sayap, kuku, cakar, duri,
sisik, tanduk, kulit penyu, dan lapisan kulit sebelah luar kaya akan protein a-

keratin (Lehninger, 2005).

B. Limbah Bulu Ayam

Limbah bulu ayam adalah salah satu limbah padat yang berasal dari rumah
pemotongan ayam dengan jumlah berlimpah dan terus akan bertambah banyak
seiring dengan meningkatnya populasi ayam dan tingkat pemotongan ayam
sebagai dampak dari meningkatnya permintaan daging ayam oleh konsumen.
Sampai saat ini limbah bulu ayam belum banyak dimanfaatkan dan hanya
sebagian kecil saja yang sudah dimanfaatkan sebagai bahan untuk membuat
kemoceng, pengisi jok, kerajinan tangan/hiasan, dan kok. Dalam bidang
industri peternakan, bulu ayam yang tidak dimanfaatkan secara optimum akan
menjadi limbah yang dapat menimbulkan dampak penurunan kualitas tanah.
Bulu ayam sulit terdegradasi di lingkungan karena bulu ayam mengandung
keratin protein fibrous berupa serat. Limbah bulu ayam dapat digunakan
sebagai pakan ternak karena kandungan protein yang tinggi, sumber protein

yang signifikan untuk ternak, dan mengandung sistin dalam jumlah besar,



glisin, arginin, dan fenilalanin (Rahayu, 2010). Limbah bulu ayam mengandung
nutrisi yang cukup tinggi, diantaranya yaitu 91% protein keratin, 1% lemak, dan
8% air. Keratin pada bulu ayam disususun oleh monomer-monomer yang
sebagian besar didominasi oleh asam amino seperti sistein, glutamin, prolin dan
serin (Sarvanan and Dhurai, 2012; Bungsu, 2018). Sedangkan pada penelitian
Gupta (2012) menyatakan bahwa kandungan keratin yang terdapat pada limbah
bulu ayam tersusun oleh beberapa jenis asam amino yang lebih banyak seperti

glisin, alanin, serin, sistein, valin, dan sedikit lisin, metionin, triptofan.

Tabel 1. Kandungan asam amino pada bulu ayam (Gupta et al., 2012).

Jumlah Kandungan Nutrisi (%)
Saravanan and Dhurai (2012) Gupta et al., (2012)

Asam Amino

Arginin 4,30 6,570
Asam aspartat 6,00 4,760
Glutamin 7,62 9,180
Glisin - 7,570
Treonin 4,00 4,110
Serin 16,00 13,570
Tirosin 1,00 1,850
Leusin 2,62 7,480
Isoleusin 3,32 4,930
Valin 1,61 7,240
Sistein 8,85 2,110
Alanin 3,44 3,660
Fenilalanin 0,86 4,110
Metionin 1,02 0,025
Prolin 12,00 1,010
Asparagin 4,00 -

Histidin - 0,016

Protein kasar yang terkandung pada limbah bulu ayam sangat tinggi, yaitu sekitar
82-91%, kadar protein kasar pada limbah bulu ayam jauh lebih tinggi apabila

dibandingkan tepung ikan. Berdasarkan hal tersebut limbah bulu ayam lebih



berpotensi sebagai pengganti pakan ternak tercerna yang murah dan ramah

lingkungan (Rasyaf, 1996; Bungsu, 2018).

C. Keratin

Keratin adalah salah satu bentuk biopolimer yang banyak terdapat di dunia.
Keratin disusun oleh protein fibrous, yang bersifat tidak larut dan memiliki
struktur yang sangat kuat, sehingga sangat bermanfaat sebagai lapisan terluar
yang dapat melapisi organ manusia dan hewan agar tidak mengalami proses
kehilangan cairan dalam tubuh (Bungsu, 2018). Keratin adalah salah satu jenis
protein yang terdapat dalam limbah bulu ayam, keratin juga ditemukan dikulit,
wol, rambut, tanduk, lapisan stratum corneum. Keratin merupakan struktur
protein yang sulit di cerna karena keratin memiliki ikatan disulfida sistin, ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik yang dapat menyebabkan keratin menjadi kaku
dan stabil, sehingga sangat sulit untuk dirombak. Keratin tahan terhadap fisik,
kimia, dan perawatan biologis. Keratin dapat diubah dengan kelompok enzim
protease. Keratinase merupakan sekelompok enzim protease yang dapat
menghidrolisis keratin dengan memecah ikatan disulfida sistin di keratin,
sehingga memiliki peran penting dalam transformasi keratin menjadi protein

sederhana (Suntornsuk et al., 2004).

Keratin termasuk protein fibrous yang ditandai dengan stabilitas tinggi
karena memiliki ikatan disulfida sistin, ikatan hydrogen, dan interaksi hidrofobik.
Keratin mengandung berbagai asam amino yaitu sistin, lisin, prolin, dan
serin. (Kreplak et al., 2004; Bragulla and Homberger, 2009; Calin et al.,

2017). Struktur keratin ditunjukan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur keratin (Setyabudi, 2015).

Keratin mengandung sistein berkisar 8 % yang tidak dimiliki oleh jenis protein
lain. Struktur penting keratin adalah jembatan sistein yang dapat mempengaruhi
kerja enzim proteolitik pada saat memecah keratin dan dapat menjadi penentu
kekuatan mekanik dari keratin tersebut (Walida, 2015). Keratin mempunyai daya
tahan yang baik terhadap degradasi. Struktur a-keratin kaya residu sistin dapat
memberikan jembatan disulfida di antara rantai polipeptida yang berdekatan.

Sistin terdiri atas dua molekul sistein, seperti yang ditunjukan pada Gambar 3.

@ (@]
NH5
O SH *+ Hs o
NH>
.9, Sistein
Sistein
Oksidasi
@ (@]
NH3
O S S O
Sistin NH,
(@]

Gambar 3. Struktur kimia sistein dan sistin (Lehninger, 2005).
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Keratin mengandung ikatan disulfida (S-S), ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik pada struktur keratin yang menyebabkan protein keratin sangat
stabil, kaku, dan tidak dapat didegradasi oleh enzim proteolitik yang umum
seperti tripsin, pepsin (Rahayu, 2010). Menurut Kaluzewska et al., (1991)
dalam Koentjoro ef al., (2018) menyatakan bahwa keratin dapat dirombak

dengan kelompok enzim protease.

D. Mikroorganisme Keratinolitik

Mikroorganisme merupakan salah satu agen biologis penghasil enzim yang lebih
dominan untuk digunakan apabila dibandingkan dengan tanaman dan hewan.
Mikroorganisme lebih sering digunakan karena lebih menguntungkan,
keuntungan yang diperoleh yaitu pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh pada
substrat yang murah, lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan
kondisi pertumbuhan dan rekayasa genetik, serta mampu menghasilkan enzim
yang ekstrim. Mikroorganisme adalah salah satu faktor yang penting dalam
usaha produksi enzim. Berdasarkan hal tersebut eksplorasi mikroorganisme
indigenous penghasil protease perlu dilakukan di Indonesia (Kosim dan Surya,

2010).

Bakteri keratinolitik merupakan salah satu kelompok yang tergolong ke dalam
mikrooganisme yang mampu menghasilkan enzim spesifik berupa enzim
keratinase. Keberagaman dari kelompok mikroorganisme keratinolitik sendiri
sudah banyak dilaporkan dan dipelajari dalam kemampuannya menghasilkan
enzim keratinase. Enzim keratinase diperoleh dari proses produksi dari 3

kelompok mikroorganisme seperti bakteri, jamur dan kelompok Actinomycetes
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(Tabel 2). Mikroorganisme tersebut bahkan telah dilaporkan dapat diisolasi dari
tanah Antartika hingga ke sumber air panas baik pada kondisi lingkungan

aerobik maupun anaerobik (Brandelli ef al., 2010).

Tabel 2. Karakteristik beberapa mikroorganisme penghasil keratinase (Walida,

2015)
Mikroorganisme Berat Molekul  pH Suhu Tipe
(g/mL) (°C)
Bakteri
Stenotrophomonas 35,20 7.8 40 Serin
Bacillus sp. 50-3 27,42 7 37 Serin
B.halodurans PPKS2 Ker | 30-60 11 60-70 Serin
B.halodurans PPKS2 Ker II 11 60 -
Bacillus subtilis 64-69 5-7 70 Serin
B.subtillis KD-N2 30,5 8,5 40 Serin
Bacillus pumilis 34 9 55 Serin
Bacillus licheniformis 35 8,5 60 Serin
Bacillus pseudofirmus 27,5 8,8 - -
FA 30-01 10,3 60 Serin
Bacillus sp. SCB-3 134 7 40 Metalo — Protease
Chryseobacterium sp. Kr6 20 0 50-60 Metalo — Protease
B. subtilis PB 100 0 7 30 -
B. subtilis MTCC9102 0 7 37 -
Paracoccus sp. WJ-98 0 7,5 37 Metalo — Protease
Aeromonas hydrophila 0 8 45-55 Metalo — Protease
Serratia marcescens 0 6 45-55 Metalo — Protease
Bacillus sp. Strain 0 8-11 45-65 Metalo — Protease
Jamur
Myrothecium verrucaria 0 9 40 Serin
Trichophyton
Mentagrophyte 38 5,5 50 Serin
Var.eri nacei
Penicillium sp. Ahm 1 19 7-8 50 Metalo — Protease
Ahm 11 40 10-11 60-65
Actinomycetes

Streptomycetes sp. 7 - 11 45 -




13

Bacillus sp merupakan salah satu jenis bakteri yang memiliki banyak kemampuan
yang dapat dikembangkan dalam skala industri. Bacillus sp sangat berpotensi
untuk dikembangkan dalam industri bioteknologi karena Bacillus sp mempunyai
sifat memiliki suhu pertumbuhan yang luas, pembentuk spora, kosmopolit, tahan
terhadap senyawa-senyawa antiseptik, bersifat aecrob atau fakultatif anaerob,
kemampuan enzimatik yang dimiliki cukup beragam. Beberapa dari Bacillus sp
mampu melakukan biodegradasi pada banyak senyawa rekalsitran dan juga faktor

tumbuh Bacillus sp cukup murah (Marzuki, 2015).

Bacillus sp adalah salah satu jenis bakteri mempunyai bentuk seperti batang,
termasuk kedalam golongan bakteri gram positif, motil, spora yang dihasilkan
biasanya resisten pada panas, jenis Bacillus sp dominan bersifat acrob namun
beberapa spesies bersifat anaerob fakultatif, katalase positif, dan oksidasi
bervariasi. Bacillus sp adalah salah satu jenis bakteri yang mampu untuk

menghasilkan protease.

Bacillus subtilis merupakan bakteri yang dapat ditemukan di tanah. Bentuk
spora yang dimiliki yaitu oval atau silinder dan lebarnya tidak melebihi dari sel
induknya. Bacillus subtilis berbentuk batang lurus gram positif berukuran 1,5 x
4,5 um, masing-masing atau tersusun dalam bentuk rantai. Bacillus subtilis
merupakan bakteri yang bersifat aerob. Bacillus subtlis termasuk ke dalam
kelompok bakteri termofilik yang dapat tumbuh pada kisaran suhu 45°C - 55°C
dan juga dalam pertumbuhannya suhu yang dimiliki Bacillus subtilis
merupakan suhu optimum pada suhu 60°C - 80°C dan tumbuh pada kisaran pH

7-8 (Hasanah, 2016).
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Actinomycetes merupakan salah satu bakteri gram positif yang mempunyai sifat
aerob. Morfologi Actinomycetes sama seperti fungi yaitu memiliki miselium.
Kadar GC (Guanin dan Sitosin) yang dimiliki Actinomycetes cukup tinggi.
Metabolit sekunder bioaktif yang dihasilkan oleh Actinomycetes termasuk
antibiotika, agen antitumor. Metabolit ini diketahui memiliki anti bakteri, anti
jamur, anti oksidan, neuritogenik, anti kanker, anti malaria dan anti inflamasi.
Actinomycetes memiliki potensi besar untuk mensintesis metabolit sekunder

bioaktif (Ratnakomala et al., 2011).

Streptomyces adalah genus dari kelas Actinomycetes umumnya ditemukan di
tanah. Streptomyces termasuk prokariot yang mampu menghasilkan substansi
penting untuk kesehatan seperti antibiotik, enzim, dan immune modulator dan
termasuk organisme tanah bersifat umum seperti yang dimiliki oleh bakteri dan
jamur namun ciri khas yang dimiliki cukup berbeda yang membatasinya menjadi

satu kelompok yang jelas berbeda (Anggraini, 2018).

E. Kurva Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan bakteri adalah ketika suatu bakteri dimasukkan ke dalam suatu
medium baru, lazimnya bakteri tidak segera membelah diri, namun akan
memerlukan waktu untuk melakukan penyesuaian diri dalam medium tersebut.
Selain itu beberapa faktor seperti lingkungan yang telah sesuai, maka bakteri akan
membelah diri. Pada awalnya bakteri akan membelah dengan kecepatan
membelah yang cukup lambat lalu akan meningkat. Setiap bakteri mempunyai
kurva pertumbuhan bakteri apabila pada waktu-waktu tertentu jumlah dari bakteri

dihitung dan dibuat grafiknya dengan hubungan antara jumlah bakteri dan waktu
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(Febriyansari, 2014). Pada kurva tersebut, dapat diketahui adanya fase-fase
pertumbuhan dimulai dari fase lambat, fase eksponensial, fase seimbang, dan fase
kematian. Berikut ini merupakan penjelasan mengenai fase-fase yang terjadi pada
pertumbuhan bakteri.

1. Fase Lambat (Lag Phase)

Fase lambat adalah fase adaptasi atau fase suatu bakteri mulai menyesuaikan diri,
fase ini mengikuti inokulasi media nutrien. Suatu biakan yang dipindahkan dari
suatu lingkungan ke lingkungan yang lain, maka mikroba perlu mengorganisasi
kembali konstituen mikro dan makromolekulnya. Pada fase ini massa sel
mungkin saja dapat bertambah namun tanpa diikuti oleh pertumbuhan jumlah sel.
2. Fase Eksponensial (Log Phase)

Fase eksponensial adalah fase pertumbuhan sel, pada fase ini pertumbuhan yang
terjadi stabil atau keadaan pertumbuhan yang tenang dan juga laju pertumbuhan
spesifiknya tetap. Pada fase ini komposisi kimia total cairan fermentasinya terjadi
perubahan, sebab nutrien-nutrien sedang dikonsumsi mikroba dan produk-produk
metabolit sedang diproduksi.

3. Fase Seimbang (Stationary Phase)

Fase seimbang adalah fase yang terjadi jika semua sel sudah mencapai
kesetimbangan dengan sel-sel yang mati. Pada penginkubasian yang lebih lanjut,
beberapa hal mungkin dapat terjadi. Meskipun pada pertumbuhan bersihnya
sudah berhenti, mungkin masih dapat terjadi metabolisme dan mengakumulasikan
produk-produk dalam sel atau cairan fermentasi. Massa total sel mungkin tetap
namun kuantitas sel yang hidup dapat mengalamai penurunan (Supartono dkk.,

2008).



4. Fase Kematian

Fase kematian adalah fase dimana jumlah sel yang mati terjadi peningkatan dan
lebih banyak dari jumlah sel yang hidup, hal tersebut disebabkan karena tidak
tersedianya nutrisi dan akumulasi produk buangan yang bersifat toksik (Pratiwi,

2007). Kurva pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada Gambar 4.

Stasioner

Eksponensial Kematian

Nilai OD

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Waktu Inkubasi (Jam)

Gambar 4. Kurva pertumbuhan bakteri (Volk and Wheeler, 1993).

Dalam menghitung jumlah sel bakteri secara tidak langsung digunakan kurva
pertumbuhan, yaitu dengan memplotkan nilai absorbansi dan jumlah koloni ke
dalam persamaan garis kurva standar y = ax + b, dengan y diketahui sebagai
jumlah koloni dan x besarnya nilai absorbansi (Torotora, 2001).

Metode yang dapat digunakan untuk menghitung jumlah sel yang digunakan
dalam pembuatan kurva dapat dilakukan dengan dua metode yaitu dengan
menggunakan metode Total Plate Count (TPC) dan yang kedua dengan
menggunakan spektrofotometer untuk melihat tingkat kekeruhan (Optical
Density) yang dapat diketahui dengan membaca melalui nilai absorbansi yang

dihasilkan. Panjang gelombang yang digunakan adalah panjang gelombang 600
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nm. Panjang gelombang tersebut digunakan untuk mengetahui tingkat kekeruhan

larutan yang berwarna kuning sampai coklat (Febriyansari, 2014).

F. Biodegradasi

Biodegradasi merupakan proses penguraian oleh aktivitas mikroba yang dapat
menyebabkan transformasi struktur suatu senyawa sehingga terjadi perubahan
integritas molekuler (Sumarsono, 2011). Dalam proses biodegradasi terjadi

perubahan dari bahan kimia yang kompleks menjadi produk yang tereliminasi

seperti air (H20) dan Karbondioksida (CO»).

Proses biodegradasi dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya adalah :

1. Substrat

Komponen dan ukuran senyawa penyusun substrat dapat mempengaruhi proses
biodegradasi. Ukuran substrat yang lebih kecil senyawa penyusunnya lebih
sederhana dapat mempengaruhi proses biodegradasi menjadi lebih cepat.

2. pH

pH merupakan salah satu faktor penting dalam proses degradasi. Enzim yang
berperan dalam proses degradasi akan mengurai substrat sesuai dengan
aktivitasnya pada pH tertentu. Jika pH sesuai, maka kerja enzim ekstraseluler
dalam mendegradasi substrat akan optimum.

3. Suhu

Suhu berperan penting dalam proses biodegradasi, suhu yang meningkat
menyebabkan enegri kinetik pada molekul substrat akan meningkat, sehingga

degradasi juga meningkat. Namun suhu yang terlalu tinggi juga tidak baik dalam
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proses biodegradasi karena dapat menyebabkan rusaknya enzim, sedangkan suhu

yang terlalu rendah dapat menghambat proses biodegradasi (Dias et al., 2007).

G. Degradasi Keratin

Keratin adalah salah satu protein serat yang terdapat pada rambut, bulu, dan kuku,
serta kaya akan sistein dan sistin. Degradasi keratin menjadi molekul yang lebih
sederhana merupakan proses yang sangat kompleks dan memerlukan kerja
sinergis enzim-enzim keratinolitik (Quanti, 2015). Enzim keratinolitik atau yang
biasa disebut dengan keratinase yang telah dimurnikan dari berbagai
mikroorganisme dapat bertindak sebagai proteinase dan mempunyai aktivitas
yang sangat tinggi, dapat larut dalam protein substrat seperti keratin (Bockle et

al., 1995).

Susunan struktural antar ikatan yang terdapat pada keratin sangat rapat, kerapatan
susunan struktural antara ikatan mampu menghalangi proses pemecahan atau
pemutusan ikatan tertentu sehingga menyebabkan keratin hanya dapat
terdegradasi oleh bantuan kelompok enzim proteinase tertentu, khususnya
keratinase. Konfigurasi struktur yang dimiliki enzim keratinase memungkinkan
terjadinya interaksi pada struktur B-keratin sehingga mampu merusak lapisan
struktur ikatan 3 tersebut dan memulai proses perusakan atau penghidrolisisan

senyawa keratin (Kim et al., 2001).

Degradasi keratin dalam medium ditandai dengan dilepaskanya produk-produk
hidrolisis ke dalam medium. Produk utama adalah peptida berberat molekul satu

hingga dua kilo Dalton, akan tetapi ditemukan juga asam asam amino bebas dan
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protein berberat molekul tinggi. Indikator terbaik terjadinya keratinolisis adalah

peningkatan pH medium (sedikitnya mencapai pH 8,0) yang menggambarkan

penggunaan protein keratin, deaminasi, dan produksi ammonia (Kunert, 2000).

Beberapa peneliti telah melakukan penelitian mengenai degradasi keratin pada

limbah bulu ayam dengan menggunakan berbagai mikroorganisme, data ini

ditunjukan pada Tabel 3.

Tabel 3. Beberapa penelitian degradasi keratin pada limbah bulu ayam

No Peneliti Mikroorganisme  Waktu Inkubasi  Persentase
(Harti) Degradasi
1 Kanietal, (2012) Pseudomonas 31 70,0
microphilus
Leuconostoc sp 31 31,0
2 Quanti (2015) FB 2 25 59,4
FB6 25 71,0
3 Manirujjaman (2016) SAR 1 7 86,0
4-6 90,0
4  Bohacz (2017) Chrysosporani 42 63,7
umarticulatu
Aphanoascus 42 65,9
Fuluescens
5 Bungsu (2018) PKO09 10 43,0
LUO04 10 37,0
6  Anggraini (2018) B-9-6 14 65,2
B-9-7 14 66,2
Konsorsium 14 71,0




III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari 2019 - Juli 2019 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [Imu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain adalah alat-alat gelas,
jarum ose, kapas, kasa, mesin penggiling, pembakar spritus, kertas saring, rak
tabung, termometer, batang pengaduk kaca, spatula, kompor gas, autoclave
model S-90N, lemari pendingin Sanyo SF-C18K, mikropipet Eppendorff,
laminar air flow CURMA model 9005-FL, neraca analitik Ainsworth AA-160,
penangas Precisterm JP’ Selecta, magnetic stirrer STUART (stir CB161 dan
heat-stir- CB162), sentrifuga model 225 Fisher Scientific, shaker inkubator, pH

meter Metrohm Mobile 826, dan Spektrofotometer UV-VIS Carry Win UV 32.

Adapun bahan-bahan yang digunakan adalah ekstrak ragi, agar-agar, bulu ayam,
akuades, NaCl, KH,PO4, K,HPOy,, pepton 1 %, MgSO,.6H,0, NH4Cl, NaOH,

HCl, dan Tirosin.
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Prosedur Penelitian

1. Tahap Persiapan

a. Persiapan Alat

Alat-alat gelas yang akan digunakan dicuci kemudian dikeringkan dan
disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu 121 °C
dan tekanan 1 atm. Sterilisasi dilakukan untuk menghilangkan mikroba

yang tidak diinginkan.

b. Pembuatan Tepung Bulu Ayam

Bulu ayam yang sudah diperoleh dari RPA dicuci bersih dan direndam selama
24 jam menggunakan aseton, lalu dioven selama 24 jam pada suhu 70 °C.
Setelah bulu ayam mengering, bulu ayam diproses menjadi tepung bulu ayam
dengan cara digiling dan diayak menggunakan ayakan 30 Mesh. Proses

pengayakan dilakukan untuk mendapatkan bulu ayam yang halus.

¢. Pembuatan Medium Feather Meal Agar (FMA)

Pembuatan medium FMA dilakukan dengan mencampurkan 1 g tepung bulu
ayam, 0,05 g NaCl, 0,04 g K,HPOy4, 0,03 g KH,PO,, 0,01 g MgSO,4.6H,0,
0,05 g NH4Cl, 0,1 g ekstrak ragi, 2 g agar-agar, dan dimasukan ke dalam
Erlenmeyer 250 mL, kemudian ditambahkan akuades sebanyak 100 mL,
selanjutnya dihomogenkan (Agrahari and Neeraj, 2010). Medium FMA yang
telah homogen, selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave selama 15

menit pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm. Setelah dilakukan sterilisasi,
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selanjutnya medium dituangkan kedalam tabung reaksi steril sebanyak kurang
lebih 6 mL proses ini dilakukan di dalam Laminar Air Flow. Medium

dimiringkan dan dibiarkan memadat pada suhu kamar.

d. Pembuatan Medium Feather Meal Cair

Pembuatan medium Feather Meal Cair dilakukan sama seperti pada
prosedur pembuatan medium FMA, namun pada medium cair agar-agar
tidak digunakan dalam komposisinya dan ditambahkan pepton 1%.
Penambahan pepton digunakan untuk meningkatkan kemampuan mikroba
dalam menghasilkan enzim keratinase (Balakumar et al., 2013). Bahan-
bahan pembuatan medium Feather Meal Cair yang telah disiapkan
dimasukan ke dalam Erlenmeyer 250 mL, kemudian ditambahkan akuades
sebanyak 100 mL. Medium disterilisasi dengan menggunakan autoclave

selama 15 menit pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm (Anggraini, 2018).

€. Pembuatan Medium Garam Cair

Pembuatan medium garam cair dilakukan sama seperti pada prosedur
pembuatan medium FMA, namun pada medium garam cair tepung bulu
ayam dan agar-agar tidak digunakan dalam komposisinya. Bahan-bahan
pembuatan medium garam cair yang telah disiapkan dimasukan kedalam
Erlenmeyer 250 mL, kemudian ditambahkan akuades sebanyak 100 mL dan
dihomogenkan. Medium disterilisasi dengan menggunakan autoclave
selama 15 menit pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm. Medium garam cair

digunakan pada uji biodegradabilitas limbah bulu ayam (Anggraini, 2018).
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f. Pembuatan Kurva Standar Tirosin

Disiapkan 5 buah labu ukur dan masing-masing diisi larutan stok standar
tirosin dari 1000 ppm lalu diencerkan dengan cara pengenceran
bertingkat dengan menambahkan akuades sampai tanda batas, sehingga
dihasilkan kosentrasi 10, 20, 40, 60, dan 80 ppm. Kemudian diukur
dengan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm.
Blanko yang digunakan adalah akuades. Fungsi pembuatan kurva
standar tirosin adalah untuk menentukan persamaan regresi linier dan
selanjutnya akan diplotkan dengan absorbansi filtrat untuk mengetahui

kadar asam amino yang dibebaskan.

2. Peremajaan Bakteri

Bakteri yang akan digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari isolasi yang
dilakukan oleh Anggraini (2018) yaitu isolat bakteri B-9-6 dan B-9-7.
Peremajaan dilakukan dengan memindahkan 1 ose isolat bakteri ke dalam tabung
reaksi yang berisi medium FMA dengan metode gores zig-zag, dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Peremajaan ini berfungsi untuk memperoleh

biakan bakteri uji yang masih aktif dalam pertumbuhan dan metabolismenya.

3. Penyiapan Inokulum (Starter) Mikroba

Inokulum disiapkan menggunakan isolat bakteri B-9-6 dan B-9-7. Sebanyak 1
ose isolat bakteri diinokulasikan pada 50 mL medium Feather Meal Cair dalam
Erlenmeyer 250 mL. Selanjutnya diinkubasi selama 16-18 jam menggunakan

Shaker Incubator dengan kecepatan 150 rpm.
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4. Uji Biodegradabilitas Limbah Bulu Ayam

Uji biodegradabilitas dilakukan dengan mencampurkan 45 mL media garam cair
dengan 0,5 g bulu ayam kasar hasil penggilingan pertama sebagai substrat yang
didegradasi. Medium garam cair yang ditambahkan limbah bulu ayam
disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu 121 °C dan
tekanan 1 atm. Medium garam cair dan limbah bulu ayam yang sudah
disterilisasi, kemudian ditambahkan 5 mL inokulum bakteri, lalu diinkubasi
selama 12 hari menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm dan
suhu 35 °C. Pada hari ke 4, 8, dan 12 dilakukan sampling. Sampling dilakukan
dengan menyaring sisa substrat menggunakan kertas saring dan dikeringkan pada
suhu 80 °C selama 24 jam di dalam oven hingga diperoleh berat konstan. Uji
biodegradabilitas limbah bulu ayam dilakukan dengan empat perlakuan yaitu
dengan menggunakan kultur tunggal dari isolat B-9-6, isolat B-9-7, kultur
campuran (konsorsium) isolat B-9-6 dan B-9-7, dan kontrol. Kontrol negatif
disiapkan dengan perlakuan yang sama, pada Erlenmyer 250 mL yang berisi
media garam cair dan bulu ayam tetapi tanpa penambahan starter bakteri.
Kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi keratin dihitung dengan
menimbang berat kering sampel dengan penambahan isolat bakteri dibandingkan

dengan berat kontrol tanpa penambahan bakteri (Kani et al., 2012).

Degradasi pada limbah bulu ayam oleh bakteri keratinolitik dapat diketahui
dengan berkurangnya berat sampel yang lebih kecil dari berat awal.
Berkurangnya berat kering sampel dihitung sebagai presentase degradasi

sedangkan sampel yang tidak terdegradasi dihitung sebagai sisa substrat.
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5. Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Dua ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam medium starter berupa medium
Feather Meal cair diinkubasi selama 24 jam dengan menggunakan shaker
incubator berkecepatan 150 rpm. Sebanyak 2% dari volume total medium kultur
dipindahkan secara aseptis ke medium kultur dengan variasi pH (7, 7,5, dan 8) dan
diinkubasi dengan menggunakan shaker incubator berkecepatan 150 rpm, kultur
diambil setiap 24 jam secara berkala selama beberapa hari (Marzuki, 2015).
Pengambilan kultur dilakukan tiap hari mulai dari hari pertama sampai hari ke 13
Hal ini dilakukan untuk pengukuran pertumbuhan bakteri yang dikenal dengan
pengukuran Optical Density (OD). Pengukuran OD dilakukan dengan cara
sebanyak 0,3 mL kultur diencerkan dengan menambahkan 2,7 mL akuades steril
lalu dihomogenkan. Kemudian di masukkan ke dalam kuvet, lalu diukur
serapannya menggunakan Spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang
600 nm. Sedangkan untuk blanko digunakan medium Feather Meal cair tanpa
penambahan isolat. Sebanyak 0,3 mL lalu ditambahkan 2,7 mL akuades steril

(Anitha and Eswari, 2012).

6. Uji Biodegradabilitas Limbah Bulu Ayam pada pH 7,5

Uji biodegradabilitas dilakukan sama seperti uji biodegradabilitas sebelumnya,
namun pada uji biodegradabititas ini medium inokulum dan medium garam cair
ditentukan pHnya. pH yang digunakan yaitu pH 7,5 hasil dari tahap sebelumnya
penentuan pH optimum. Uji biodegradabilitas limbah bulu ayam pada pH
optimum ini hanya dilakukan pada konsorsium bakteri karena pada uji

biodegradabilitas sebelumnya telah diperoleh persen degradasi terbesar pada
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konsorsium bakteri. Uji ini dilakukan selama 12 hari dengan interval waktu

sampling setiap 2 hari.

7. Penentuan Kadar Asam Amino yang dibebaskan

Untuk mengetahui asam amino terlarut setelah dilakukan degradasi selama 12 hari
dengan interval waktu 2 hari, masing-masing filtrat hasil uji biodegradabilitas
yang diperoleh, dilakukan penyaringan menggunakan kertas saring lalu
disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 rpm selama 20 menit. Setelah itu,
dipisahkan supernatan dengan pelet, sebanyak 0,4 mL supernatan diencerkan
dengan menambahkan 3,6 mL akuades steril lalu dihomogenkan. Kemudian di
masukkan ke dalam kuvet dan diukur serapannya menggunakan Spektrofotometer

UV-VIS pada Panjang gelombang 280 nm.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini maka dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut :

1.

berdasarkan hasil analisis uji biodegradabilitas dengan menggunakan variasi
kultur isolat bakteri diperoleh bahwa konsorsium isolat B-9-6 dan B-9-7
menghasilkan % degradasi terbesar yaitu 70,59 % dalam waktu inkubasi 12
hari.

konsorsium bakteri tumbuh optimum pada pH 7,5 dengan nilai OD 0,49.
pada pH 7,5 konsorsium isolat B-9-6 dan B-9-7 mampu mendegradasi limbah
bulu ayam sebanyak 70,04% selama 12 hari.

sebanyak 580,46 ppm asam amino dibebaskan dari degradasi limbah bulu

ayam oleh konsorsium bakteri.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka untuk penelitian selanjutnya

disarankan untuk melakukan optimasi suhu dan penambahan variasi nutrien pada

penentuan kurva pertumbuhan dan uji biodegradabilitas bakteri pada limbah bulu

ayam untuk menghasilkan % degradasi lebih besar.
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