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ABSTRAK

OPTIMASI PRODUKSI HIDROLISAT PROTEIN
DARI LIMBAH BULU AYAM MENGGUNAKAN
BAKTERI ISOLAT LOKAL B-2-2

Oleh

Aprilia Fransiska Br Sembiring

Limbah bulu ayam merupakan salah satu limbah yang sulit terdegradasi karena
kandungan protein keratin yang terkandung di dalamnya. Keratin yang terdapat
pada bulu ayam memiliki sifat yang sulit terdegradasi karena memiliki stabilitas
ikatan yang tinggi dan sulit larut dalam air. Biodegradasi oleh mikroba untuk
mengubah struktur komplek keratin dipilih karena prosesnya lebih ramah
lingkungan. Isolat B-2-2 sebelumnya dilaporkan memiliki mampu mendegradasi
68% limbah bulu ayam dalam medium FML dengan sumber C glukosa pada pH 9
selama 12 hari dan menghasilkan hidrolisat protein sebesar 801 ppm,
kemampuannya masih perlu diselidiki lebih lanjut untuk mendapatkan hasil yang
lebih maksimal. Penelitian ini bertujuan untuk menyelidiki kondisi kultur optimum
menggunakan sumber karbon (glukosa, laktosa dan sukrosa) dan sumber nitrogen
(NH4Cl, NaNOs, dan KNO3), mengetahui kadar asam amino yang dibebaskan, dan
kadar hidrolisat protein selama proses biodegradasi. Uji biodegradasi oleh isolat ini
dilakukan pada medium FML menggunakan variasi inokulum (5, 10 dan 20 mL)
dan 1% sumber karbon dan nitrogen selama 12 hari. Data yang diamati dari
penelitian ini adalah degradasi bulu ayam, aktivitas enzim, asam amino yang
dibebaskan, dan kadar hidrolisat protein pada kultur. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa isolat B-2-2 mampu mendegradasi 71,54% bulu ayam dengan volume
inokulum10 mL pada medium FML tanpa penambahan sumber C atau sumber N
lain. Pada kondisi tersebut diperoleh aktivitas enzim optimum diperoleh pada hari
ke-8 sebesar 42 U/mL, kadar asam amino yang dibebaskan tertinggi pada hari ke-
12 sebesar 691 ppm, dan kadar hidrolisat protein pada kultur optimum pada hari ke-
5 sebesar 536 ppm. Dari data-data tersebut membuktikan bahwa optimasi medium
FML dengan penambahan sumber C dan sumber N pada penelitian ini lebih tidak
berpengaruh terhadap proses degradasi dan juga produksi hidrolisat protein.

Kata kunci: limbah bulu ayam, keratin, biodegradasi, isolat B-2-2



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF PROTEIN HYDROLYSATE PRODUCTION
FROM CHICKEN FEATHER WASTE BY USING
LOCAL ISOLATE BACTERIA B-2-2

By
Aprilia Fransiska Br Sembiring

Chicken feather waste is challenging to degrade due to its keratin protein content.
Keratin found in chicken feathers has properties that are difficult to be degrade
because its high bond stability and difficult to dissolve in water. Biodegradation by
microbesto change the complx structure of keratin was chosen because the process
is more environmentally friendly. Isolate B-2-2, was previously reported to degrade
68% of chicken feather waste in FML medium with C-source glucose at pH 9 for
12 days and protein hydrolysate of 801 ppm, its ability still needs to be investigated
further to get maximum result. This study aimed to examine the optimum culture
conditions using carbon sources (glucose, lactose and sucrose) and nitrogen sources
(NH4CI, NaNO3, and KNO3), determine the levels of amino acids liberated, and
the levels of protein hydrolysates during the biodegradation process. The
biodegradation test by this isolate was carried out on FML medium using a variety
of inoculums (5, 10 and 20 mL) and 1% carbon and nitrogen sources for 12 days.
The data observed from this study were chicken feather degradation, enzyme
activity, amino acids liberated, and protein hydrolysate content of the culture. The
results of showed that isolate B-2-2 was able to degrade 71.54% of chicken feathers
with an inoculum volume of 10 mL FML medium without the addition of C or N
sources. Under these conditions, the optimum enzyme activity was obtained on day
8 at 42 U/mL, the highest amino acid liberated content on day 12 was 691 ppm, and
the optimum culture protein hydrolysate on day 5 at 536 ppm. These data prove that
the optimazion of FML medium with the addition of C and N sources in this study
has less effect on the degradation process and the production of protein hydrolysate.

Keywords: chicken feather waste, keratins, biodegradation, isolate B-2-2
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Perkembangan penduduk di Indonesia semakin meningkat seiring dengan
bertambahnya minat konsumsi terhadap daging ayam yang semakin tinggi.
Berdasarkan data dari Badan Pusat Statistik (2020) produksi ayam ras pedaging di
Indonesia mencapai 3.275.325 ton, sedangkan di Provinsi Lampung sebanyak

93. 499,82 ton. Menurut Zerdani et al. (2004) bahwa dari hasil pemotongan
setiap ekor ternak ayam diperoleh bulu ayam sebanyak kurang lebih 6% dari
bobot hidupnya, sedangkan menurut Sa’adah dkk (2013) dari bobot rata-rata ayam
hidup seberat 1,6 kg, sekitar 4-5% adalah bulu. Dengan demikian, diperkirakan
berat total bulu ayam dari produksi ayam ras pedaging di Provinsi Lampung
sekitar 4.674, 99 ton.

Pemanfaatan bulu ayam masih sangat sedikit seperti untuk pembuatan kerajinan
tangan, sementara sisanya dibuang begitu saja ke lingkungan sekitar tempat
pemotongan ayam. Limbah bulu ayamyang tidak terolah dengan baik, dapat
menyebabkan sumber penyakit. Saat ini, masih banyak industri pengolahan ayam
potong yang sistem pengolahan limbahnya dengan cara dibakar, yang proses
tersebut dapat mengakibatkan pencemaran udara. Selain itu, dampak lain yang
ditimbulkan yaitu diantaranya penyakit kolera, mikoplasmosis, dan klorosis pada
manusia (Srivastava et al., 2020). Proses pengolahan limbah yang baik dan benar,
dapat dimanfaatkan menjadi sesuatu yang lebih berharga dan bernilai tinggi,

seperti pemanfaatan sebagai pakan ikan, ayam dan lain-lain.

Pakan unggas sebagai penyedia sumber protein memiliki harga yang relatif mahal.

Hal tersebut menjadi masalah utama bagi para peternak dalam usahanya



meningkatkan produksi ternak. Limbah organik kaya protein berpotensi sebagai
salah satu bahan baku pembuatan pakan (Sitompul, 2004). Salah satu limbah
organik yang dapat dimanfaatkan adalah bulu ayam karena kandungan proteinnya
yang sangat tinggi. Menurut Puastuti dkk (2007) bulu ayam mengandung protein
kasar yang sangat tinggi, yakni sebesar 74,4 — 91,8% dari bahan kering. Adiati
dkk (2004) melaporkan bahwa protein kasar pada bulu ayam melebihi kandungan
protein kasar bungkil kedelai (42,5 %) dan tepung ikan (66,2 %). Berdasarkan hal
tersebut, protein yang terkandung dalam bulu ayam berpotensi sebagai pakan

tambahan bagi industri ayam potong.

Protein bulu ayam tidak dapat dicerna langsung oleh unggas, bahkan berpotensi
menyebabkan kematian unggas. Hal tersebut menjadi satu kendala untuk
menjadikan bulu ayam sebagai sumber protein pakan hewan secara langsung.
Penggunaan tepung bulu ayam secara langsung dapat menyebabkan ternak
tersebut keracunan, keratin bulu ayam tidak dapat dicerna secara langsung oleh
unggas. Keratin sifat sulit dicerna karena 85-90% dari kandungan proteinnya
dengan sifat yang sukar larut dalam air. Keratin pada limbah bulu ayam
mengandung asam amino esensial, antara lain metionin, triptofan, dan lisin dalam
jumlah kecil serta asam amino alanin, sistein, glisin, dan serin dalam jumlah
banyak. Monomer penyusun keratin pada bulu ayam sebagian besar didominasi
oleh asam amino seperti sistein, glutamin, prolin, dan serin (Saravanan and Dhurai
2012). Brandelli (2008) menyatakan bahwa struktur keratin tersusun atas 14%
ikatan disulfida sehingga strukturnya sangat stabil, kaku, dan sulit diurai oleh

enzim proteolitik pada umumnya (Vidmar and Vodovnik, 2018).

Keratin pada bulu ayam dapat diurai dengan cara memanfaatkan enzim keratinase
yang dihasilkan oleh kelompok bakteri keratinolitik. Keratinase adalah enzim
protease spesifik yang hanya dapat mendegradasi keratin (Mazotto et al., 2013).
Keratinase akan menyerang ikatan disulfida untuk mendegradasi keratin (Agrahari
et al., 2013). Biodegradasi keratin menggunakan enzim keratinase menghasilkan
peptida dan asam amino yang langka seperti serin, sistein, dan prolin (Mousavi et
al., 2013) serta asam amino esensial seperti treonin, valin, metionin, isoleucin,

leusin, lisin, histidin, dan tirosin (Ali et al., 2011). Hidrolisat asam amino yang



dihasilkan dapat menjadi alternatif dalam campuran bahan pakan unggas (Da
Silva, 2018).

Beberapa kelompok bakteri keratinolitik yang telah dilaporkan memiliki
kemampuan baik dalam menghasilkan enzim keratinase. Beberapa bakteri tersebut
yakni Microbacterium sp. (Riffel dan Brandelli, 2006), Streptomyces dan
beberapa genus Actinomycetes (Cai et al., 2008), Bacillus licheniformis
(Tamilmani et al., 2008), Burkholderia, Chryseobacterium, Pseudomonas,
Microsporum (Essien et al., 2009) dan Bacillus (Lakshmi et al., 2013). Banyak
dari kelompok bakteri keratinolitik tersebut telah berhasil diisolasi dari berbagai

sumber dan dipelajari kemampuannya dalam menghasilkan enzim keratinase.

Laboratorium Biokimia FMIPA UNILA telah memiliki beberapa koleksi isolat
mikroba keratinolitik pendegradasi bulu Ayam. Isolat B-2-2 pada penelitian
Pasaribu (2022) mampu memproduksi hidrolisat protein dari limbah bulu ayam
sebesar 801,15 ppm dengan kemampuan degradasi sebesar 68 % dalam waktu
inkubasi 12 hari dengan menggunakan pH 9,0. Pada penelitian ini dengan
dilakukan optimasi lebih lanjut kondisi kultur dengan modifikasi pada sumber
karbon dan nitrogen untuk mendapatkan degradasi dan hidrolisat protein yang
lebih maksimal.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. mengetahui kemampuan isolat bakteri B-2-2 dalam mendegradasi limbah
bulu ayam;
2. memperoleh kondisi kultur yang optimum melalui penambahan sumber
karbon dan sumber nitrogen;
3. mengetahui kadar asam amino yang dibebaskan dan kadar hidrolisat protein

selama proses biodegradasi.



1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai kondisi optimum
mikroorganisme pendegradasi keratin dalam mendegradasi limbah bulu ayam
menggunakan data dan menerapkan mikroba isolat lokal yang memiliki potensi
dalam industri guna mengurangi limbah yang berdampak dalam berbagai

pencemaran dan memproduksi protein yang layak pada industri pakan ternak.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bulu Ayam

Bulu merupakan ciri khusus yang dimiliki oleh unggas dan berperan penting
secara fisiologis dan fungsional. Bulu merupakan pembeda antara bangsa aves
dengan jenis vertebrata lainnya. Sebagian besar burung dewasa ditutupi bulu
diseluruh bagian tubuhnya, kecuali pada paruh, mata, dan kaki. Bulu-bulu
tersebut tidak hanya memberikan kemampuan dalam hal penerbangan dan sebagai
perlindungan, tetapi bulu ayam juga berguna untuk memperindah bentuk tubuh
ayam dan sangat berguna dalam hal pengaturan suhu tubuh. Bulu tersusun sangat
teratur, dengan struktur tangga bercabang, dan unggas merupakan golongan
vertebrata yang memiliki struktur keratin yang paling kompleks (Rostyalina,
2015).

Barbules pada bulu ayam memilki kepadatan yang rendah dan berbeda dengan
rachis yang memiliki sifat tebal dan kaku daripada barbules. Rachis juga banyak
protein Kkristalin daripada barbules, sehingga sangat memungkinkan jika bagian
rachis sulit untuk dihidrolisis (Setyabudi dan Rizki, 2015). Susunan pada
penampang bulu ayam dapat dilihat pada Gambar 1.

S \qulll
© 2006 Encyclopadia Britannica, Inc !

Gambar 1. Susunan pada bulu ayam (Sukiya, 2001)
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Sekitar setengah dari bagian bulu ayam terdiri dari bulu halus dan setengah bagian
yang lain merupakan bagian dari selubung bulu yang menjadi inti pusat bulu
dengan struktur tabung hampa. Bagian bulu halus dan selubung bulu tersebut
terbuat dari protein yang tidak mudah larut dalam bentuk keratin. Keratin
merupakan protein serat yang tidak larut dalam air, rantai peptida pada protein
keratin terbelit dalam bentuk pilin atau heliks dan saling berhubungan dengan
ikatan disulfida dan ikatan hidrogen sehingga keratin sulit dicerna oleh enzim
proteolitik. (Zang et al., 2009). Nilai cerna bulu ayam untuk bahan kering dan
bahan organik masingmasing hanya sebesar 5,8% dan 0,7%.

Bulu ayam mengandung protein kasar, lemak kasar, dan serat kasar. Protein bulu
ayam sebagian besar terdiri atas keratin yang digolongkan ke dalam protein serat.
Protein serat ini kaya akan sulfur dan sistein. Sistein merupakan asam amino
yang mengandung gugus fungsional berupa karboksilat, amina, dan sulfhidril
(Nor et al., 2014). Kandungan bulu ayam terdiri dari 91% protein keratin, 1%
lipid dan 8% air. Keratin pada bulu ayam sebagian besar disusun oleh asam amino
sistein, glutamin, prolin, serin glisin, alanin, serin, sistein dan valin, serta sedikit
lisin, metionin dan triptofan (Saravanan and Dhurai, 2012). Kandungan protein
kasar bulu pada ayam lebih tinggi dibandingkan dengan kandungan protein kasar
pada bungkil kedelai yaitu sebesar 42,5 % dan tepung ikan sebesar 66,2 %,
dimana bungkil kedelai dan tepung ikan adalah komponen yang biasa dipakai
dalam pembuatan ransum komersial pada umumnya (Saravanan and Dhurai,
2012), sehingga bulu ayam dapat dijadikan sumber alternatif dalam pembuatan
ransum. Adapun tabel perbandingan komposisi kandungan asam amino pada

tepung bulu ayam, tepung ikan dan bungkil kedelai dapat dilihat dari Tabel 1.



Tabel 1. Perbandingan komposisi kandungan asam amino antara tepung bulu
ayam, tepung ikan dan bungkil kedelai.

Tepung bulu Tepung ikan Bungkil kedelai

Asam amino Ayam (%) (%) (%)
Arginin 5,57 4,21 3,14
Histidin 0,95 1,74 1,17
Isoleusin 3,91 2,23 1,96
Leusin 6,94 5,46 3,39

Lisin 2,28 5,47 2,69
Methionin 0,57 2,16 0,26
Penilalanin 3,94 2,82 2,16

Treonin 3,81 3,07 1,72
Triptofan 0,55 0,83 0,74

Valin 5,93 3,90 0,27
Aspartat 6,00 4,41 3,06

Serin 16,00 3,57 1,20
Glutamat 12,11 7,05 3,81

Prolin 12,00 3,93 2,40

Glisin 6,92 3,83 2,65

Alanin 3,44 3,19 2,95
Sistein 8,85 0,63 0,65
Tirosin 1,10 1,59 2,60
Asparagin 4,40 3,81 2,78
Glutamin 7,62 5,32 4,49

(Marzuki, 2015)

2.2. Limbah Bulu Ayam

Salah satu produk limbah yang dihasilkan dari pengolahan peternakan yang belum
dimanfaatkan secara optimal sebagai bahan pakan ternak adalah limbah bulu
ayam. Bulu ayam merupakan salah satu limbah yang sulit terdegradasi dan
merupakan hasil samping dari usaha pemotongan ayam (Badan Pusat Statistik,
2020). Pemotongan ayam umumnya menghasilkan rata-rata bulu sebanyak 4-9%
dari total berat ayam (Ketaren, 2008). Jutaan ton limbah bulu ayam dihasilkan
sebagai hasil sampingnya dan setiap tahunnya selalu meningkat dan menimbulkan
beberapa masalah yakni masalah pencemaran lingkungan, karena limbah tersebut

memiliki kadar protein yang sangat tinggi (Cai et al., 2008). Selain menimbulkan



masalah terhadap lingkungan, akibat lain yang dapat muncul dari kuranganya
penanganan dan proses pembuangan limbah secara langsung ke lingkungan dapat
menimbulkan masalah lain misalnya terjadinya proses infeksi yang meliputi
clorosis, mycoplasmosis dan kolera yang umumya terdapat pada unggas (Xu et
al., 2009).

Limbah bulu ayam yang dihasilkan akan terus mengalami peningkatan seiring
dengan meningkatnya kebutuhan masyarakat akan kebutuhan daging, khususnya
daging ayam. Usaha yang ada saat ini sebagai upaya penanganan terhadap limbah
bulu ayam hanya berupa pembuangan langsung ke lingkungan, pemendaman,
landfiiling atau pembakaran sehingga menyebabkan timbulnya masalah baru
berupa harus adanya pengontrolan emisi dan pembuangan abu, jika hal ini terus
dibiarkan dan terus bertambah seiring waktu tanpa adanya pengelolaan yang baik
maka akan menimbulkan dampak pencemaran terhadap lingkungan yang semakin
luas (Joshi et al., 2007). Oleh sebab itu, diperlukan adanya upaya terhadap
pengembangan teknologi untuk menangani permasalah ini, salah satunya dengan
memanfaatkan bakteri keratinolitik untuk mempercepat proses degradasi limbah
bulu ayam dengan menggunakan enzim keratinase atau protease menjadi produk
yang memiliki sisi ekonomis, yakni pakan ternak alternatif pengganti sumber
protein hewani. Hal ini disebabkan karena pakan ternak yang dihasilkan dari

limbah bulu ayam memiliki nilai kandungan protein yang cukup tinggi.

Saravanan and Dhurai (2012) mengemukakan bahwa limbah bulu ayam memiliki
kandungan nutrisi yang cukup tinggi, yakni meliputi 91% protein keratin, 1%
lemak, dan 8% air. Monomer penyusun keratin pada bulu ayam sebagian besar
didominasi oleh asam amino seperti sistein, glutamin, prolin dan serin (Sarvanan
and Dhurai, 2012), sedangkan pada penelitian Gupta et al. (2012) dilaporkan
bahwa keratin bulu ayam tersusun oleh beberapa jenis asam amino yang
mendominasi seperti glisin, alanin, serin, sistein dan valin, serta sedikit lisin,
metionin dan triptofan. Protein kasar tepung bulu ayam mencapai 86,5% dan

energi metabolis yang mampu dihasilkan sekitar 3.047 kcal/kg.



2.3. Keratin

Keratin adalah makromolekul protein dengan kestabilan yang sangat tinggi dan
tingkat degradasi yang rendah. Keratin terdiri dari komponen ikatan sistin
disulfida, ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik molekul keratin (Xie et al.,
2010). Keratin adalah struktur protein tidak larut (Jahan et al., 2010) yang
terdapat pada kulit hewan, tanduk, rambut, bulu domba dan bulu ayam. Keratin
memerlukan enzim keratinase ekstraselular untuk proses degradasi. Keratin
memiliki ikatan sistin disulfida yang terbentuk antara asam amino sistein yang
mengandung gugus SH. Jika dua unit sistein berikatan, maka terbentuklah sebuah
jembatan disulfida melalui oksidasi gugus-gugus —SH (Ketaren, 2008).

N 4
N-H O=C
I____-_-_ -TEsTmm T T _-_-_-____--:..k:_—-___l
 O0=cC N-H
I AN 7
| CH-CH,-S-S-CH,- CH :
l g AN -
. H-N C=0 |
e \":, ______________ - _____.,.{'_______'
C=0 H-N
/7 ™\
Polypeptide Polypeptide
chain | chain 2

Gambar 2. Struktur Keratin (Saravanan dan Dhurai, 2012)

Protein serat keratin terbentuk dari ikatan silang antara rantai-rantai asam amino
yang berdekatan sehingga molekul air sukar menerobos struktur ini, sehingga
tidak larut di dalam air (hidrofobik) (Ketaren, 2008). Keratin merupakan protein
serat yang tidak larut dalam air, rantai peptida pada protein keratin terbelit dalam
bentuk pilin atau heliks dan saling berhubungan dengan ikatan disulfida dan
ikatan hidrogen sehingga keratin sulit dicerna oleh enzim proteolitik (Zang et al.,
2009). Mikroorganisme keratinolitik memanfaatkan keratin sebagai sumber
sulfur, karbon, dan nitrogen, karena keratin mengandung banyak asam amino
sistin. Kadar sistin dalam rambut atau bulu beberapa spesies mahluk hidup di
alam sangat bervariasi dan kadar sistin tersebut menentukan tingkat kesulitan
degradasi rambut/bulu oleh mikroba (Kunert, 2000).
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2.4. Enzim Keratinase

Enzim adalah substansi yang dihasilkan oleh sel hidup dan berperan sebagai
katalisator pada reaksi kimia organisme. Katalisator adalah substansi yang
mempercepat reaksi tetapi pada hasil reaksi, substansi tersebut tidak berubah.
Aktivitas enzim sangat spesifik karena pada umumnya enzim tertentu hanya akan
mengkatalisis satu reaksi saja. Sebagai contoh, laktase menghidrolisis gula
laktosa tetapi tidak berpengaruh terhadap disakarida yang lain. Hanya molekul
laktosa saja yang akan sesuai dalam sisi aktif molekul (Gaman dan Sherrington,
1994).

Keratinase adalah enzim ekstraselular yang digunakan untuk biodegradasi keratin
(Suntornsuk et al., 2005). Keratinase akan dihasilkan hanya jika terdapat substrat
keratin. Keratinase memecahkan ikatan disulfida untuk mendegradasi keratin.
Beberapa mikroorganisme penghasil keratinase memiliki kemampuan untuk
mendegradasikan bulu ayam, rambut, kuku, bulu domba, dan sebagainya.
Beberapa mikroorganisme keratinolitik telah diisolasi dan dikarakterisasi dari
sampel tanah yang di sekitarnya terdapat bulu ayam (Sinoy et al., 2011).
Keratinase pada umumnya memiliki berat molekul 20-50 kDa (Zang et al., 2009).
Keratinase termasuk dalam kelompok hidrolase yang mampu menghidrolisis

keratin lebih efisien dibandingkan protease lainnya (Kanmani et al., 2011).

Menurut Rodriguez dkk (2009), keratinase mempunyai kemampuan yang sangat
baik dalam menurunkan kadar keratin melalui perombakan struktur jaringan kimia
dinding sel, pemutusan ikatan hidrogen dan ikatan disulfida penyusun keratin.
Ikatan disulfida antar asam amino sistein menyebabkan protein bulu ayam sulit
dicerna oleh enzim proteolitik dalam saluran pencernaan sehingga ikatan disulfida
harus dilepaskan melalui hidrolisis oleh mikroba. Keratin atau protein serat terdiri
dari komponen ikatan sistein disulfida, ikatan hidrogen, dan interaksi hidrofobik
molekul keratin (Brandelli, 2008). Ikatan sistein disulfida atau ikatan silang
terbentuk antara asam amino sistein yang mengandung gugus —SH, jika dua unit
sistin berikatan maka terbentuklah sebuah jembatan disulfida -S-S- melalui

oksidasi gugus-gugus —SH. Protein serat terbentuk dari molekul yang rapat dan
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teratur berupa ikatan silang antara rantai—rantai asam amino yang berdekatan
sehingga molekul air sulit untuk masuk ke dalam struktur ini, oleh karena itu

protein serat tidak larut di dalam air (hidrofobik).

Kelebihan enzim dibandingkan katalis biasa adalah dapat meningkatkan produk
beribu kali lebih tinggi, bekerja pada pH yang relatif netral dan suhu yang relatif
rendah, dan bersifat spesifik dan selektif terhadap subtrat tertentu. Enzim telah
banyak digunakan dalam bidang industri pangan, farmasi dan industri kimia
lainnya. Bidang pangan, amilase, invertase, glukosa-isomerase, papain, dan
bromelin, sedangkan dalam bidang kesehatan contohnya amilase, lipase, dan
protease. Enzim dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan dan mikroorganisme.
Suhu yang tinggi akan menaikkan aktivitas enzim namun sebaliknya juga akan
mendenaturasi enzim (Martoharsono, 1994). Peningkatan temperatur dapat
meningkatkan kecepatan reaksi karena molekul atom mempunyai energi yang
lebih besar dan mempunyai kecenderungan untuk berpindah, ketika temperatur
meningkat, proses denaturasi juga mulai berlangsung dan menghancurkan
aktivitas molekul enzim, hal ini dikarenakan adanya rantai protein yang tidak
terlipat setelah pemutusan ikatan yang lemah sehingga secara keseluruhan
kecepatan reaksi akan menurun (Lee, 1992). Derajat pH optimal enzim adalah
sekitar pH 7 (netral) dan jika medium menjadi sangat asam atau sangat alkalis
enzim mengalami inaktivasi. Akan tetapi beberapa enzim hanya beroperasi dalam
keadaan asam atau alkalis, sebagai contoh, pepsin, enzim yang dikeluarkan ke
lambung, hanya dapat berfungsi dalam kondisi asam, dengan pH optimal 2
(Gaman dan Sherrington, 1994).

2.5. Mekanisme Degradasi Keratin oleh Keratinase

Rapatnya susunan struktural antar ikatan yang terdapat pada keratin mampu
menghalangi proses pemecahan atau pemutusan ikatan tertentu sehingga hanya
dapat terdegradasi oleh bantuan kelompok enzim proteinase tertentu, khususnya
keratinase. Mekanisme degradasi keratinase dalam mendegradasi keratin belum
dipaparkan secara jelas, tetapi proses pendegradasian keratin terjadi melalui 2

tahapan utama, yakni proses deaminasi dan pemutusan ikatan disulfida. Proses
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deaminasi akan menyebabkan atau menciptakan kondisi basa yang dibutuhkan
untuk membuat struktur keratin menjadi mengembang, mengalami sulfitolisis dan
dilanjutkan dengan proses pemutusan ikatan protein keratin (Kunert, 2000).
Tahapan kedua dalam proses degradasi keratin melibatkan proses pemutusan
ikatan disulfida yang terdapat pada struktur keratin tersebut sehingga terjadi
perubahan struktur yang mampu mempermudah proses pemutusan ikatan antara
protein dengan bantuan enzim yang dihasilkan dari kelompok bakteri proteolitik
(Cao et al., 2008). Proses pendegradasian tersebut maka akan dihasilkan

hidrolisat protein.

Hidrolisat protein merupakan produk yang dihasilkan dari pemecahan protein
menjadi peptida sederhana dan asam amino melalui proses hidrolisis dengan
menggunakan enzim, asam atau basa dan panas. Proses hidrolisis yang sering
digunakan adalah secara enzimatis. Hidrolisis protein dengan menggunakan enzim
lebih aman dan menguntungkan daripada menggunakan asam atau basa pada
pembuatan flavor enhancer. Menurut Kristinson (2007) hidrolisis secara
enzimatis akan menghasilkan hidrolisat protein yang terhindar dari kerusakan

asam-asam amino, seperti triptofan dan glutamin.

2.6. Mikroba Keratinolitik

Mikroba keratinolitik merupakan kelompok mikoorganisme yang tergolong ke
dalam mikrooganisme yang mampu menghasilkan enzim spesifik berupa enzim
keratinase. Keanekaragaman dari kelompok mikroorganisme keratinolitik sendiri
telah banyak dilaporkan dan dipelajari dalam kemampuannya menghasilkan
keratinase. Enzim keratinase diketahui dapat diproduksi dari 3 kelompok
mikroorganisme yaitu, bakteri, jamur dan kelompok Actinomycetes. Jenis
mikroorganisme yang telah diketahui memiliki aktivitas keratinase yang tergolong
ke dalam kelompok jamur yakni meliputi Doratomyces microsporus, Alternaria
radicina, Trichurus spiralis, Aspergillus sp., Rhizomucor sp., Absidia sp.,
Stachybotrys alba, kelompok actinomycetes yakni meliputi Streptomyces pactum,
S. alvs, S. thermoviolaceus, S. fradiae, Thermoactinomyces candidus, dan

beberapa kelompok bakteri yakni meliputi Fervidobacterium islandicum,
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Pseudomonas aeruginosa, Microbacterium sp., Bacillus licheniformis and B.
pumilus (Han et al., 2012), Stenotrophomonas (Cai and Zheng, 2009), Bacillus sp.
50-3 (Yue et al., 2011), Aeromonas hydrophila, Serratia marcescens (Bach et al.,
2011), Bacillus KD-N2 (Cai et al., 2008). Ketiga jenis mikroorganisme tesebut
yakni jamur, actinomycetes dan bakteri, domain bakteri merupakan penghasil
keratinase yang paling banyak diteliti dan paling beragam dalam memiliki
kemampuan mendegradasi keratin. Bahkan beberapa dari kelompok bakteri
tersebut banyak digunakan atau diterapkan dalam beberapa aplikasi industri.
Prakash et al (2010) melaporkan pada penelitiannya bahwa spesies bakteri
Bacillus halodurans PPKS2 banyak digunakan dalam industri deterjen dan ikat
pinggang karena kemampuan toleransi dan stabilitasnya terhadap suhu dan pH
tinggi pada proses pemutihan. Werlang and Brandelli (2005) juga melaporkan
bahwa Bacillus strain kr16 memiliki sifat yang cukup potensial dalam industri ikat
pinggang karena strain tersebut mampu mendegradasi tepung bulu ayam secara
sempurna. Penelitian Cai and Zheng (2009) juga melaporkan bahwa pada
penelitiannya mereka berhasil mengisolasi Bacillus subtilis KD-N2 yang telah
diketahui memiliki kemampuan dalam mendegradasi kolagen dan dermis rambut
sehingga sangat potensial diaplikasikan pada bidang nutrisi makanan dan

pendegradasian rambut.

2.7. Biodegradasi

Biodegradasi dapat diartikan sebabagi proses penguraian oleh aktivitas mikroba
yang mengakibatkan transpormasi struktur suatu senyawa sehingga terjadi
perubahan interigatas molekular. Umumnya proses ini terjadi karena senyawa
tersebut dimanfaatkan sebagai sumber nutrisi untuk tumbuh kembang
mikroorganisme. Proses biodegradasi terjadi konversi yang lengkap dari bahan-
bahan kimia komplek menjadi produk-produk yang termineralisasi seperti air dan
karbon dioksida (Sumarsono, 2011). Salah satu proses biodegradasi yaitu
penguraian polisakarida selulosa menjadi monosakarida (glukosa). Secara
enzimatik degradasi selulosa terdiri beberapa komponen enzim yang bekerja

secara bertahap untuk menguraikan selulosa menjadi glukosa. Degradasi polimer
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pada dasarnya berkaitan dengan terjadinya perubahan sifat karena ikatan rantai
utama makromolekul. Faktor-faktor yang mempengaruhi biodegradasi antara
lain:

1. Substrat

Ukuran dan komponen senyawa yang menyususn substrat merupakan slah satu
yang mempengaruhi degradasi. Degradasi akan berlangsung lebih cepat bila
ukuran substrat lebih kecil dan senyawa penyusunnya lebih sederhana.
Sebaliknya, jika ukuran substrat lebih besar dan senyawa penyusunnya lebih
kompleks dibutuhkan waktu yang lebih lama untuk mendegradasinya.

2. Sumber Nitrogen

Nitrogen diperlukan karena dapat mempengaruhi aktivitas mikroba untuk
menghasilkan enzim ekstraseluler. Bahan yang banyak digunakan sebagai sumber
nitrogen adalah ammonium nitrat, ammonium sulfat, dan urea. Jika enzim
ekstraseluler yang dihasilkan miroba banyak, maka degradasi akan berlangsung
cepat. Sebaliknya, jika enzim ekstraseluler yang dihasilkan miroba sedikit, maka
degradasi akan berlangsung lama.

3. pH

Dalam proses degradasi, pH merupakan faktor yang sangat penting karena enzim-
enzim tertentu hanya akan mengurai pada substrat sesuai dengan aktivitas pH
tertentu. Umumnya mikroba menyukai pH netral atau 7 (Gandjar dan Oetari,
2006). Jika pH sesuai dengan aktivitas enzim, maka kerja enzim ekstraseluler
untuk degradasi substrat akan optimal.

4. Suhu

Selain pH, suhu juga mempengaruhi kerja enzim untuk mendegradasi substrat.
Peningkatan suhu menyebabkan energy kinetik pada molekul substrat dan enzim
meningkat. Namun suhu yang terlalu tinggi akan menyebabkan kerusakan pada
enzim yang biasa disebut denaturasi, sedangkan suhu yang terlalu rendah dapat
menghambat kerja enzim. Bila kerja terhambat atau struktur enzim rusak, amka
degradasi tidak dapat berlangsung dengan baik.

5. Kelembapan

Kelembapan merupakan faktor penting yang dapat mempengaruhi pertumbuhana

mikroba, biosintesis, dan sekresi enzim. Kelembaban yang rendah menyebabkan
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berkurangnya kelarutan nutrisi di dalam substrat danderajat pertumbuhan rendah.

Sedangkan level kelembaban yang lebih tinggi dapat menyebabkan berkurangnya
enzim yang dihasilkan karena dapat mereduksi porositas (jarak interpartikel) pada
matriks padatan, sehinga menghalangi transfer oksigen. Jika jumlah enzim

berkurang, maka proses degradasi akan berlangsung lebih lama (Dias et al., 2007).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei sampai November 2022 di Laboratorium
Biokimia, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain mesin penggiling,
alat-alat gelas, rak tabung, jarum ose, pembakar spiritus, neraca analitik, spatula,
indikator pH, centrifuge, autoclave model S-90N, lemari pendingin, penangas air,
shaker incubator (orbit environ shaker), laminar air flow CURMA model 9005-
FL dan Spektrofotometer UV-Vis.

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tepung bulu
ayam, bulu ayam kasar, kloroform, metanol, KH2PO4, KoHPO4, MgS0Oa4.6H20,
NH4CI, NaCl, agar, yeast extract, yeast agar, pepton, NaOH, HCI, kertas pH,
sukrosa, glukosa, laktosa, KNOz, NaNOs, NH4Cl, alkohol dan akuades, kasein,
buffer Tris-Hcl (pH 8,5), asam trikloroasetat (TCA), tirosin, bovine serum
albumin (BSA), Na/K Tartarat 1%, CuSQO4.5 H20, pereaksi A (Sebanyak 2 g
Na.COz dilarutkan dalam labu ukur 100 mL dengan NaOH 0,1N), pereaksi B
(Sebanyak 2 mL larutan CuSO4.5H.O 1% ditambahkan ke dalam 5 mL larutan
NaK tartarat 1%), pereaksi C (Sebanyak 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL

pereaksi A), pereaksi D (reagen folin cioceleau ditambah aquades 1:1).
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3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Tahap Persiapan

Adapun tahapan persiapan yang dilakukan adalah penyiapan alat, pembuatan
tepung bulu ayam, pembuatan media NA, dan pembuatan medium FMC.
3.3.1.1. Penyiapan Alat

Alat-alat gelas yang digunakan pada penelitian ini dicuci terlebih dahulu
sampai bersih, kemudian dikeringkan dan disterilisasi agar alat-alat tersebut
terhindar dari mikroorganisme yang tidak diinginkan. Sterilisasi dilakukan
dengan menggunakan alat autoclave pada suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm

selama 15 menit.
3.3.1.2. Pembuatan Tepung Bulu Ayam

Bulu ayam yang diperoleh dari RPA karkas di daerah Untung Suropati,
Bandar Lampung dicuci bersih menggunakan deterjen, kemudian disaring
dengan penyaring agar bulu tidak terlalu banyak menyerap air. Setelah itu
bulu ayam dikeringkan dengan oven selama 24 jam pada suhu 80°C. Proses
selanjutnya bulu ayam direndam campuran metanol dan kloroform dengan
perbandingan 1:1 selama 1 jam. Pisahkan antara bulu ayam dan campuran
larutan, kemudian bulu ayam kembali dikeringkan menggunakan oven selama
24 jam. Proses selanjutnya bulu ayam digiling sampai menjadi tepung bulu

ayam yang halus.
3.3.1.3. Pembuatan Medium Nutrient Agar (NA)

Pembuatan medium nutrient agar (NA) dalam volume 100 mL pada
Erlenmeyer 250 mL, dilakukan dengan mencampurkan 0,5 g pepton, 1 g
NaCl, 0,2 g ekstra ragi dan 1,5 g Agar, kemudian dilarutkan dan
dihomogenkan menggunakan 100 mL aquades. Medium NA yang telah
homogen, selanjutnya disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit
pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm. Setelah dilakukan sterilisasi
selanjutnya medium dituangkan ke dalam cawan petri atau tabung reaksi yang

steril, dilakukan dalam keadaan aseptis pada Laminar Air Flow (jika media
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diletakkan pada tabung reaksi, maka medium dimiringkan) dan dibiarkan

hingga memadat pada suhu kamar.
3.3.1.4. Pembuatan Medium Feather Meal Liquid (FML)

Pembuatan medium Feather Meal Liquid (FML) dilakukan dengan
mencampurkan 1 g tepung bulu ayam, 0,05 g NaCl; 0,04 g KoHPO4; 0,03 g
KH2POg4; 0,01 g MgS04.6H.0; 0,1 g ekstrak ragi; dan pepton 1 % dimasukan
ke dalam Erlenmeyer 250 mL, kemudian dilarutkan dengan aquades sebanyak
100 mL. Medium disterilisasi dengan menggunakan autoclave selama 15
menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm (Anggraini, 2018). Penambahan
pepton digunakan untuk meningkatkan kemampuan mikroba dalam

menghasilkan enzim keratinase (Balakumar et al., 2013).
3.3.2.Peremajaan Bakteri

Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah hasil isolasi yang telah
berhasil diperoleh dari limbah agro-industri bulu ayam yang telah diperoleh pada
penelitian sebelumnya, dan telah disimpan pada medium padat. Peremajaan
dilakukan dengan cara menggoreskan 1 ose isolat pada media NA pada tabung

reaksi dengan pola zig-zag, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.

3.3.3.Pembuatan Inokulum (Starter) Mikroba

Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasikan pada 50 mL medium Feather Meal
Liquid (FML) dalam Erlenmeyer 250 mL. Selanjutnya diinkubasi selama 16-18
jam menggunakan Shaker dengan kecepatan 120 rpm.

3.3.4.Uji Biodegradasi Limbah Bulu Ayam

Sebanyak 0,5 gram bulu ayam kasar dimasukkan ke dalam 3 tabung Erlenmeyer
250 mL yang telah berisi media FML (Feather Meal Liquid) tanpa bulu,
kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Selanjutnya setelah didinginkan pada suhu ruang, ditambahkan inokulum mikroba

pada masing-masing tabung erlenmeyer dengan volume 5 mL,10 mL, dan 20 mL.
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Campuran kemudian diinkubasi menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm
dan suhu 35°C selama 12 hari dan disampling pada 3, 6, 9 dan 12 hari. Sisa bulu
pada kultur dipisahkan dengan disaring menggunakan kertas saring dan
dikeringkan pada suhu 60°C selama 24 jam di dalam oven, ditimbang hingga
diperoleh berat konstan. Kontrol juga disiapkan dengan perlakuan yang sama
tanpa penambahan isolat mikroba (Quanti, 2015). Kemampuan isolat dalam
mendegradasi bulu ayam dihitung dengan mengukur selisih berat kering sampel
(penambahan mikroorganisme) dengan berat kontrol (tanpa penambahan
mikroorganisme). Apabila terjadi degradasi pada bulu ayam oleh mikroorganisme
keratinolitik maka berat kering sampel akan berkurang dibandingkan berat awal.
Berkurangnya berat kering sampel dapat dihitung sebagai persentase degradasi
sedangkan sampel yang tidak terdegradasi dihitung sebagai persentase sisa
substrat (Anggraini, 2018).

3.3.5.Variasi Sumber Karbon (C)

Variasi sumber karbon (C) dilakukan dengan menambahkan 1% glukosa, 1%
laktosa dan 1% sukrosa pada medium FML (Feather Meal Liquid) dalam kondisi
optimum pada pH 7.

3.3.6. VVariasi Sumber Nitrogen (N)

Penambahan sumber nitrogen dilakukan dengan menambahkan NH4Cl, KNOsz dan
NaNO3z dan ditambahkan sumber karbon (C) yang sudah didapatkan pada tahapan
sebelumnya, setelah didapatkan hasil yang optimum maka akan dilakukan uji
pertumbuhan bakteri (OD), aktivitas enzim, asam amino yang dibebaskan dan
kadar hidrolisat protein yang didapatkan.

3.3.6.1 Pertumbuhan Bakteri (OD)

Pengukuran OD dilakukan dengan mengambil 0,3 mL sampel ditambahkan
2,7 mL akuades, kontrol juga dipersiapkan dengan mengambil 0,3 mL media
tanpa penambahan isolat dan ditambahkan 2,7 mL akuades, kemudian diukur
nilai absorbansinya menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang

gelombang 600 nm.
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3.3.6.2 Pengukuran Aktivitas Enzim

Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan 1 % kasein dalam 0,5 mL 100
mM buffer Tris-Hcl (pH 8,5) ditambahkan 0,5 mL supernatan diinkubasi
dalam penangas air pada suhu 60° C selama 15 menit, kemudian reaksi enzim
dihentikan dengan menambahkan asam trikloroasetat (TCA). Selanjutnya
larutan disentrigugasi selama 15 menit dan dilakukan pengukuran pada
panjang gelombang 280 nm. Pengukuran dilakukan untuk mengetahui berapa
jumlah enzim yang diperlukan untuk melepaskan 1 gram tirosin per menit
(Kembhavi et al., 1993).

3.3.6.3 Kadar Asam Amino yang dibebaskan

Pengukuran kadar asam amino yang dibebaskan dilakukan dengan
mengambil 0,3 mL sampel ditambahkan 2,7 akuades, kontrol juga di
persiapkan dengan mengambil 0,3 mL media fmc tanpa penambahan isolat
dan ditambahkan 2,7 mL akuades, kemudian diukur nilai absorbansinya

menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm.
3.3.6.4 Penentuan Kadar Hidrolisat Protein

Kadar hidrolisat protein dalam ekstrak kasar enzim ditentukan menggunakan
metode Lowry dengan bovine serum albumin sebagai standar dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 750 nm. Uji dilakukan untuk
memperoleh jumlah protein dalam tiap mL cairan ekstrak kasar enzim.
Sebanyak 0,5 mL larutan sampel ditambahkan dengan 0,9 mL aquades,
dimasukkan pereaksi C dan dicampurkan hingga homogen, lalu dibiarkan
selama 10 menit pada suhu kamar. Kemudian ditambahkan 0,5 mL pereaksi
D dan dicampurkan hingga homogen, lalu didiamkan pada suhu kamar
selama 10 menit, setelah itu diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada

panjang gelombang 750 nm (Fauziana dkk, 2012).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat diperoleh kesimpulan

sebagai berikut.

1.

Isolat B-2-2 mampu mendegradasi limbah bulu ayam, optimum pada volume
inokulum 10 mL selama 12 hari dengan persen degradasi sebesar 71,5%.
Pengaruh penambahan sumber karbon glukosa, laktosa dan sukrosa dengan
variasi inokulum, didapatkan % degradasi terbesar pada sumber karbon
laktosa 10 mL (67,8%) yang diikuti dengan sukrosa 20 mL (64,0%) dan
glukosa 5 mL (58,9%).

Pengaruh penambahan sumber nitrogen pada kultur dengan KNOz, NaNOs,
NH4Cl sebagai sumber nitrogen diperoleh % degradasi terbesar pada
penambahan NH4CI sumber karbon sukrosa yaitu sebesar 64,2%.

Kadar asam amino yang dibebaskan menggunakan FML sebagai medium uji
pada pH 7 memperoleh kadar tertinggi pada hari ke-12 yaitu sebesar 691 ppm
sedangkan kadar hidrolisat protein tertinggi pada hari ke-5 sebesar 675 ppm
dan aktivitas enzim keratinase optimum pada hari ke-8 sebesar 41,6 U/mL.



5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dan hasil yang diperoleh, maka
disarankan untuk melakukan metode selain LSF (liquid state fermentation)

sehingga menghasilkan % degradasi yang lebih besar.
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