
 

 

 

 

 

 

 

PENGARUH PENAMBAHAN ION LOGAM DIVALEN (Fe2+, Cu2+, DAN 

Zn2+) TERHADAP PRODUKSI HIDROLISAT PROTEIN DARI LIMBAH 

BULU AYAM OLEH BAKTERI ISOLAT B-9-6 

  

 

(Skripsi) 

 

 

 

 

 

Oleh 

 

 

GITA FITRIA 

NPM 2017011068 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 

2025



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRAK 

 

 

PENGARUH PENAMBAHAN ION LOGAM DIVALEN (Fe2+, Cu2+, DAN 

Zn2+) TERHADAP PRODUKSI HIDROLISAT PROTEIN DARI LIMBAH 

BULU AYAM OLEH BAKTERI ISOLAT B-9-6 

 

 

Oleh 

 

 

Gita Fitria 

 

 

 

 

Bulu ayam merupakan limbah dari rumah potong ayam (RPA) yang mengandung 

80-90% protein berupa keratin. Protein keratin pada bulu ayam sulit terdegradasi 

secara alami. Protein keratin dapat didegradasi oleh enzim keratinase menghasilkan 

hidrolisat protein yang dapat dimanfaatkan lebih lanjut. Penambahan ion logam 

divalen secara umum dapat meningkatkan produksi dan aktivitas keratinase dengan 

berperan sebagai kofaktor, namun pada konsentrasi tertentu ion logam divalen juga 

dapat berperan sebagai inhibitor enzim keratinase. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh penambahan ion logam divalen Fe2+, Cu2+, dan Zn2+ terhadap 

produksi hidrolisat protein oleh bakteri isolat B-9-6. Parameter yang dianalisis 

meliputi pertumbuhan bakteri, persen degradasi bulu ayam, kadar hidrolisat protein, 

kadar asam amino yang dibebaskan, dan aktivitas enzim keratinase. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa penambahan ketiga jenis ion logam divalen dengan 

konsentrasi 1 mM menghambat proses degradasi dan secara umum menurunkan 

kemampuan produksi hidrolisat protein dari bulu ayam. Persen degradasi yang 

diperoleh pada kultur tanpa penambahan ion logam yaitu sebesar 56,56%, 

sedangkan dengan penambahan ketiga ion logam tersebut diperoleh secara berturut-

turut nilai sebesar: 33,43%; 28,59%; dan 26,4%. Pertumbuhan bakteri tertinggi 

diperoleh pada kondisi kultur dengan penambahan ion logam Fe2+ yaitu sebesar 

2,065. Kadar hidrolisat protein tertinggi diperoleh pada kondisi kultur tanpa 

penambahan ion logam yaitu sebesar 1.497,14 ppm. Kadar asam amino tertinggi 

diperoleh pada kondisi kultur tanpa penambahan ion logam yaitu sebesar 1.096,15 

ppm. Nilai aktivitas enzim tertinggi terdapat pada kultur dengan penambahan ion 

logam Fe2+ yaitu sebesar 19,35 U/mL. 

 

Kata kunci: Bulu ayam, biodegradasi, hidrolisat protein, isolat bakteri  

B-9-6, dan ion logam divalen. 
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EFFECT OF ADDING DIVALENT METAL IONS (Fe2+, Cu2+, AND Zn2+) 

ON PROTEIN HYDROLYSATE PRODUCTION FROM CHICKEN 

FEATHER WASTE BY BACTERIAL ISOLATE B-9-6 

 

 

By 

 

 

Gita Fitria 

 

 

 

 

Chicken feathers are waste from chicken slaughterhouses that contain 80-90% 

protein in the form of keratin. Keratin protein in chicken feathers is difficult to 

degrade naturally. Keratin protein can be degraded by keratinase enzymes to 

produce protein hydrolysates that can be utilized further. The addition of divalent 

metal ions can generally increase the production and activity of keratinase by acting 

as a cofactor, but at certain concentrations divalent metal ions can also act as 

inhibitors of keratinase enzymes. This study aims to determine the effect of the 

addition of divalent metal ions Fe2+, Cu2+, and Zn2+ on the production of protein 

hydrolysates by bacterial isolate B-9-6. Parameters analyzed included bacterial 

growth, percent degradation of chicken feathers, protein hydrolysate content, 

liberated amino acid content, and keratinase enzyme activity. The results showed 

that the addition of all three types of divalent metal ions at a concentration of 1 mM 

inhibited the degradation process and generally decreased the ability to produce 

protein hydrolysates from chicken feathers. Percent degradation obtained in 

cultures without the addition of metal ions is 56.56%, while with the addition of the 

three metal ions obtained consecutively values of: 33.43%; 28.59%; and 26.4%. 

The highest bacterial growth was obtained in culture conditions with the addition 

of Fe2+ metal ions, which amounted to 2.065. The highest protein hydrolysate 

content was obtained in culture conditions without the addition of metal ions, which 

amounted to 1,497.14 ppm. The highest amino acid content was obtained in culture 

conditions without the addition of metal ions, which amounted to 1,096.15 ppm. 

The highest enzyme activity value was found in the culture with the addition of Fe2+ 

metal ions, which amounted to 19.35 U/mL. 

 

Keywords: Chicken feathers, biodegradation, protein hydrolysate, bacterial isolate 

B-9-6, and divalent metal ions.
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Peningkatan permintaan konsumen terhadap daging ayam mengakibatkan 

banyaknya industri peternakan ayam dan menghasilkan jumlah limbah bulu ayam 

yang tinggi. Berdasarkan data Badan Pusat Statistik (BPS), pada tahun 2024 

produksi daging ayam di Indonesia mencapai 3.835.917 ton, dari jumlah tersebut, 

Provinsi Lampung menyumbangkan jumlah produksi daging ayam sebesar 

105.871,31 ton, dan menjadi urutan ke-8 produksi daging ayam terbesar di 

Indonesia. Menurut Sa’adah et al. (2013) untuk bobot ayam 1,6 kg, 4-5% nya 

adalah bulu ayam. Bulu ayam akan mencemari lingkungan jika dibuang begitu 

saja karena merupakan limbah yang sulit didegradasi. Pemanfaatan limbah bulu 

ayam pada saat ini hanya sebatas pada pembuatan kerajinan tangan (Sari dkk, 

2015). Bulu ayam mempunyai potensi untuk dimanfaatkan lebih lanjut karena 

kandungan proteinnya yang tinggi yaitu sebesar 80-91% melebihi kandungan 

protein kasar bungkil kedelai (42,5%) dan tepung ikan (66,2%) (Gultom dkk, 

2017). 

Limbah bulu ayam memiliki kandungan 91% keratin, 1% lemak, dan 8% air 

(Saravanan and Dhurai, 2012). Keratin merupakan produk pengerasan jaringan 

epidermal tubuh seperti kuku, rambut, dan bulu yang tersusun atas protein serat 

(fibrous) yang kaya akan sistein dan sistin (Sinoy et al., 2011). Keratin yang 

terdapat pada bulu ayam memiliki sifat yang sulit untuk terdegradasi karena 

memiliki stabilitas ikatan yang tinggi dan sulit untuk larut dalam air (Mastuti, 

2022). Keratin memiliki ikatan disulfida yang terbentuk antara dua atom sulfur 

dari dua gugus tiol (-SH), biasanya dari asam amino sistein. Rantai peptida pada 

protein keratin terbelit dalam bentuk pilin atau heliks dan saling berhubungan 
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dengan ikatan disulfida dan ikatan hidrogen sehingga keratin sulit dicerna oleh 

enzim proteolitik seperti tripsin, pepsin, dan papain yang terdapat dalam organ 

pencernaan (Marzuki, 2015). Keratin dapat didegradasi oleh enzim protease 

khusus, salah satunya yaitu enzim keratinase.  

Enzim keratinase menghidrolisis keratin dengan memecahkan ikatan disulfida, 

sehingga keratin akan terpecah menjadi protein sederhana atau bahkan asam 

amino (wahyuni dkk, 2023), yaitu serin, sistein, dan prolin.. Selain asam amino, 

pemecahan keratin juga menghasilkan peptida (Saramousavi et al., 2013). 

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 (Rodriguez et al., 2009). Asam 

amino hasil degradasi keratin dari bulu ayam mempunyai banyak manfaat, seperti 

edible film untuk kemasan layak makan (Mirdayanti dan Amalia, 2020), pakan 

ikan (Mulia dkk, 2022), campuran bahan pupuk (Inonu dkk, 2016), campuran 

bahan pakan unggas (Da Silva, 2018), dan lain sebagainya.  

Enzim keratinase dihasilkan oleh mikroorganisme seperti Microbacterium sp. 

(Riffel and 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 

(Jeevana et al., 2013), Bacillus subtilis, Actinomyces dari genus Streptomyces dan 

Aspergillus (Balakrishnan and Padmanabhan, 2019).  

Anggraini (2018) telah melakukan isolasi dan karakterisasi mikroorganisme 

pendegradasi limbah bulu ayam. Hasil yang diperoleh, yaitu terdapat 2 isolat yang 

memiliki aktivitas keratinolik tertinggi yaitu isolat B-9-6 yang memiliki persen 

degradasi sebesar 65% dan B-9-7 sebesar 66%.  

Aktivitas enzim dapat dipengaruhi oleh keberadaan kofaktor, yaitu senyawa non- 

protein yang dibutuhkan enzim untuk menjalankan fungsinya secara optimal. 

Kofaktor dapat berupa senyawa organik (koenzim) maupun ion logam. Dalam 

konteks keratinase, ion logam divalen seperti Fe2+, Cu2+, dan Zn2+ telah 

dilaporkan sebagai kofaktor yang dapat meningkatkan stabilitas struktur enzim 

dan aktivitas katalistiknya. Dong et al. (2017) melaporkan bahwa penambahan 
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Fe2+ meningkatkan aktivitas keratinase yang diproduksi oleh Bacillus 

polyfermenticus B4. Zhang et al. (2022) juga melaporkan ion logam Mg2+, Zn2+, 

Ca2+, dan Mn2+ meningkatkan aktivitas keratinase yang diproduksi oleh Bacillus 

cereus YQ15 pada konsentrasi 10 mM. Tidak semua ion logam divalen 

memberikan efek positif, beberapa ion logam seperti Cu2+ memiliki efek 

penghambatan terhadap aktivitas keratinase. Imtiaz dan Rehman (2018) 

melaporkan ion Cu2+ memiliki efek penghambatan terhadap aktivitas keratinase 

yang diproduksi oleh Bacillus subtilis BML5 pada konsentrasi 10 mM. Dalam 

beberapa literatur ilmiah menyatakan penggunakan ion Fe2+ sebagai kofaktor 

enzimatik sebaiknya dibatasi hingga konsentrasi maksimal sekitar 1 mM. hal ini 

karena konsentrasi yang lebih tinggi menyebabkan penurunan aktivitas bahkan 

inaktivitas enzim. Sebagai contoh, dalam studi mengenai laccase dari 

Methylobacterium extorquens, Fe2+ dapat meningkatkan aktivitas enzim pada 

konsentrasi rendah, ketika konsentrasi melebihi 1 mM efek aktivitas tidak lagi 

meningkat (Ainiwaer et al., 2022). 

Penambahan ion logam divalen tidak hanya berpengaruh pada aktivitas enzim, 

tetapi juga berdampak pada degradasi substrat. Azizah dan Suharti (2024), 

melaporkan efek penambahan ion logam divalen dengan konsentrasi 1mM pada 3 

jenis bakteri yaitu, Bacillus sp. MD24, Salinivibrio proteolyticus DV TG6, dan 

konsorsium menggunakan metode LSF, diperoleh persen degradasi tertinggi yaitu 

Bacillus sp. MD24 (41,6% Ca2+); Salinivibrio proteolyticus DV TG6 (30,4% 

Cu2+); dan konsorsium (22,6% Fe2+).  

Masruroh (2024) membandingkan metode Liquid State Fermentation (LSF) dan 

Solid State Fermentation (SSF) untuk degradasi bulu ayam menggunakan isolat 

B-9-6, dan diperoleh metode LSF lebih baik dari SSF dengan persen degradasi 

sebesar 69,71%. Bila dibandingkan hasil persen degradasi yang didapatkan oleh 

Masruroh (2024), kondisi kultur tanpa penambahan ion logam divalen dengan 

hasil persen degradasi yang diperoleh oleh Azizah dan Suharti (2024) kondisi 

kultur penambahan beberapa ion logam divalen. Ion logam memberikan efek 

menurunkan persen degradasi bulu ayam. Hingga saat ini, pengaruh penambahan 

ion logam pada kultur isolat B-9-6 belum diuji. 
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Berdasarkan uraian di atas, maka pada penelitian ini dilakukan uji pengaruh 

penambahan ion logam divalen terhadap produksi hidrolisat protein dari limbah 

bulu ayam oleh bakteri isolat B-9-6 menggunakan metode LSF. 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. mengetahui pengaruh penambahan ion logam divalen terhadap kemampuan 

isolat B-9-6 dalam mendegradasi limbah bulu ayam  

2. mengetahui kadar asam amino dari hasil biodegradasi limbah bulu ayam 

3. mengetahui kadar protein dari hasil biodegradasi limbah bulu ayam 

4. mengetahui pengaruh penambahan ion logam divalen terhadap aktivitas enzim 

pada kultur biodegradasi limbah bulu ayam  

 

1.3.  Manfaat Penelitian 

 

Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi pengaruh penambahan ion 

logam divalen terhadap kemampuan bakteri isolat B-9-6 dalam kemampuannya 

mendegradasi struktur keratin dalam limbah bulu ayam dalam upaya mengurangi 

dan memanfaatkan limbah bulu ayam yang terdapat pada lingkungan pemotongan 

ayam.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1.  Bulu Ayam 

 

Bulu ayam merupakan bagian dari tubuh ayam yang berada paling luar. Bulu 

merupakan salah satu ciri khusus yang dimiliki oleh unggas seperti ayam. Bulu 

memiliki peranan yang penting dalam proses fisiologi. Bulu difungsikan sebagai 

pemberi kemampuan dalam hal penerbangan dan sebagai perlindungan, bulu pada 

ayam berfungsi untuk memperindah bentuk tubuh ayam dan sangat diperlukan 

untuk fungsi pengaturan suhu tubuh. Bulu tersusun sangat teratur, dengan struktur 

tangga bercabang. Unggas merupakan golongan vertebrata yang memiliki struktur 

keratin yang paling kompleks (Rostyalina, 2015). Anatomi dari bulu ayam dapat 

dilihat pada Gambar 1. 

 

 

Gambar 1. Anatomi Bulu Ayam (Tesfaya et al., 2017) 
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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, dan valin, serta sedikit lisin, metionin dan 

triptofan (Saravanan and Dhurai, 2012). Bulu ayam memiliki kandungan protein 

keratin dengan struktur α-helik, selain bulu ayam material lain seperti rambut, 

wol, sayap, kuku, cakar, duri, sisik, tanduk, kulit penyu, dan lapisan kulit sebelah 

luar kaya akan protein α-keratin (Lehninger, 2005). 

 

2.2.  Limbah Bulu Ayam 

 

Bulu ayam merupakan limbah yang berasal dari rumah potong ayam (RPA) 

dengan jumlah berlimpah dan terus bertambah seiring meningkatnya populasi 

ayam dan tingkat pemotongan sebagai akibat meningkatnya permintaan daging 

ayam oleh konsumen. Peningkatan jutaan ton limbah bulu ayam yang dihasilkan 

dan setiap tahunnya meningkat, menimbulkan beberapa masalah lingkungan yaitu 

pencemaran lingkungan, dikarenakan kandungan protein yang sangat tinggi 

didalamnya (Mastuti, 2022).  

Upaya yang ada saat ini dalam menangani masalah limbah bulu ayam hanya 

berupa pembuangan langsung ke lingkungan, pemendaman landfilling atau 

pembakaran yang menyebabkan timbulnya masalah baru yaitu harus adanya 

pengontrolan emisi dan pembuangan abu, jika dibiarkan dan terus bertambah 

seiring berjalannya waktu tanpa ada pengelolaan yang baik, dipastikan akan 

mengakibatkan dampak pencemaran lingkungan yang semakin luas (Joshi et al., 

2007). Protein yang terkandung di dalam bulu ayam yang terbesar yaitu keratin, 

digolongkan ke dalam protein serat yang mempunyai ciri kaya akan asam amino 

bersulfur yaitu sistein. Pada bulu ayam terdapat lebih dari 90% protein (β-keratin). 

Struktur β-Heliks cenderung agregat oleh ikatan hidrogen untuk membentuk unit 
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silinder polipeptida struktur rantai yang unik (Setyabudi, 2015). Kandungan asam 

amino pada protein bulu ayam dapat dilihat pada Tabel 1.  

Tabel 1. Komposisi asam amino keratin bulu ayam 

Asam Amino Konsentrasi (% b/b) 

Serin  

Asam glutamat 

Prolin 

Sistien 

Leusin 

Glisin 

Asam aspartat 

Valin 

Arginin 

Fenilalanin 

Isoleusin 

Treonin 

Alanin 

Lisin 

Tirosin 

Histidin 

Metionin 

 

16,0 

12,11 

12,0 

8,85 

6,94 

6,92 

6,0 

5,93 

5,57 

3,94 

3,91 

3,81 

3,44 

2,28 

1,10 

0,95 

0,57 

 

Sumber: Saravanan dan Dhurai (2012) 

Potensi kandungan asam amino pada bulu ayam ini dapat digunakan untuk 

menyediakan pakan ternak yang murah dan bergizi. Namun, kemampuan 

degradasi keratin yang rendah adalah masalah dalam proses pembuatan pakan 

ternak berbahan dasar bulu ayam (Sinoy et al., 2011) 

 

2.3  Keratin 

 

Keratin merupakan salah satu makromolekul protein yang banyak ditemukan pada 

rambut, kuku, bulu, tanduk, kulit hewan, dan semua produk epidermis. Keratin 

merupakan jenis protein yang sulit didegradasi karena dalam struktur 

penyusunnya terdapat ikatan peptida yang distabilkan oleh ikatan hidrogen, 
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interaksi hidrofobik, dan beberapa ikatan disulfida (S-S) (Mirdayanti, 2020). 

Keratin termasuk kedalam jenis 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 (Marzuki, 2015). Struktur protein ditunjukkan pada 

Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Struktur Molekul Protein (Srivastava et al., 2020) 

Keratin terdiri atas sejumlah asam amino yang sebagian besar adalah sistein, asam 

glutamat, prolin, serin dan leusin. Asam-asam amino berikatan saling silang 

membentuk ikatan disulfide dan hydrogen (Larasati, 2015). Berdasarkan struktur 

sekundernya, keratin dapat diklasifikasikan sebagai α-keratin (α-helix) yang 

umumnya ditemukan pada rambut, bulu, wol, tanduk, kuku, dan tapak hewan 

mamalia, sedangkan β-keratin (β-helix) memiliki sifat yang lebih keras dan 
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umumnya ditemukan pada bulu burung, paruh, dan cakar (Gupta and Ramnani, 

2006) 

 

2.4. Mikroba Keratinolik 

 

Mikroba keratinolitik merupakan golongan mikroorganisme yang masuk kedalam 

kelompok mikroorganisme penghasil enzim keratinase. Enzim keratinase 

diketahui dapat diproduksi dari 3 kelompok mikroorganisme yaitu, bakteri, jamur 

dan kelompok Actinomycetes.  

Dari bakteri yang telah dilaporkan sebagian besar termasuk kedalam bakteri 

Gram-positif, yaitu misal Bacillus, Lysobacter, Nesternokia, Kocurica, dan 

Microbacterium Beberapa termofil dan ekstremofil yang gram-positif yaitu. 

Thermoanaerobacter, Bacillus, dan Nesternokia juga telah dilaporkan (Friedrich 

and Antranikian 1996; Rissen and Antranikian 2001; Nam et al., 2002; Gassessse 

et al., 2003;). Selain itu ada juga bakteri Gram-negatif seperti Xanthomonas, 

Vibrio, Chryseobacterium, dan Stenotrophomonas (Sangali and Brandelli, 2000; 

De Toni et al., 2002; Yamamura, et al., 2002; Lucas et al., 2003;). Beberapa 

termofil dan ekstremofil yang gram-negatif yaitu dari genera Fervidobacterium 

(Friedrich and Antranikian 1996; Rissen and Antranikian 2001; Nam et al., 2002; 

Gassessse et al., 2003). 

Kelompok jamur pendegradasi keratin yang paling efektif yaitu, Aspergillus, 

Alternaria, Trichurus, Chrysosporium, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, 

Geomyces, Doratomyces Curvularia, Sepedonium, Paecilomyces Gleomastis, 

Myrothecium, Monodictys, Stachybotrys, Scopulariopsis, dan Urocladium. 

(Gradisar et al., 2000) 

Actinomycetes pendegradasi keratin terdapat dalam kelompok Streptomyces yaitu, 

S. fradiae (Novel and Nickerson, 1959), S. pactum (Bockle et al., 1995), S. albido 

flavus (Letourneau et al., 1998), S. thermoviolaceus SD8 (Chitte et al., 1999), S. 

sp. A11 (Mukhopadhyay and Chandra, 1990), S dan. graminofaciens (Szabo et 

al., 2000), dan kelompok Thermoactinomyces yaitu T. candidus (Ignatova et al., 

1999), dan Thermoactinomyces sp. (Gousterova et al., 2005)  
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2.5. Enzim Keratinase 

 

Enzim keratinase merupakan protease yang berpotensi mendegradasi substrat 

keratin seperti bulu ayam, rambut, dan wol. Protease dikategorikan menjadi dua 

kelompok besar. Pertama yaitu  endopeptidase, berfungsi memecah ikatan peptida 

non terminal di dalam rantai polipeptida; dan yang kedua adalah eksoprotease 

yang memutus ikatan peptida substrat pada terminal amino. Protease juga dapat 

diklasifikasikan berdasarkan kelompok fungsional situs aktifnya. Empat 

kelompok yang sering dijumpai adalah protease sistein, protease aspartik, protease 

serin, dan metalloprotease. Keratinase termasuk kedalam kelompok 

endopeptidase, keluarga serin protease. Protein keratin kurang mudah dicerna oleh 

protease lain seperti pepsin, dan tripsin karena rantainya yang kaku dalam struktur 

α-helix dan β-sheet yang membuatnya stabil secara mekanis sehingga tahan 

terhadap degradasi mikroba. Sifat dan keunikan degradasi keratin masih menjadi 

dilema karena sebagian besar keratinase murni yang diketahui selama ini tidak 

mampu melarutkan keratin asli secara keseluruhan (Gupta and Ramnani, 2006). 

Keratinase adalah enzim ekstraselular yang digunakan untuk biodegradasi keratin 

(Latafat et al., 2021). Keratinase memecahkan ikatan disulfida untuk 

mendegradasi keratin. 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 (Rodriguez 

et al., 2009). Proses pendegradasi keratin oleh enzim keratinase terjadi melalui 2 

tahap utama yaitu proses deaminasi dan pemutusan ikatan disulfida. Pada tahap 

deaminasi, akan menciptakan kondisi basa yang dibutuhkan untuk membuat 

struktur keratin mengembang, mengalami sulfitolisis dan berikutnya akan terjadi 

proses pemutusan ikatan protein keratin (Kunert, 2000). Selanjutnya tahap 

pemutusan ikatan disulfida, pada tahap ini akan terjadi perubahan struktur yang 

mampu mempermudah proses pemutusan ikatan antara protein dengan bantuan 

enzim yang dihasilkan oleh kelompok bakteri proteolitik (Cai et al., 2008). Hasil 

dari proses pendegredasian itu adalah hidrolisat protein. 
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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. Hidrolisis secara enzimatis akan menghasilkan 

hidrolisat protein yang terhindar dari kerusakan asam-asam amino, seperti 

triptofan dan glutamin. 

 

2.6  Biodegradasi 

 

Biodegradasi adalah proses mikroorganisme mendegradasi atau memecah polimer 

alam (seperti lignin dan selulosa) dan polimer sintetik (seperti polietilen dan 

polistiren) menjadi molekul yang lebih sederhana (Sriningsih dan Shovitri, 2015). 

Biodegradasi merupakan reaksi kompleks yang melibatkan oksigen, hidrokarbon, 

air, garam terlarut, dan pemanfaatan nitrogen untuk pertumbuhan dan 

reproduksinya melalui berbagai proses oksidasi. Enzim yang dihasilkan oleh 

mikroba pendegradasi juga berperan untuk mengkatalis reaksi degradasi, sehingga 

akan membutuhkan waktu yang cukup singkat untuk mencapai keseimbangan 

(Miranti, 2015).  

Pada degradasi keratin, terdapat 2 tahap yang akan dilalui (Rahmawati and 

Griyanitasari, 2019). Tahap pertama yaitu tahap deaminasi, pada proses ini akan 

menciptakan suasana basa yang dibutuhkan untuk membuat struktur keratin 

menjadi mengembang, mengalami sulfitolisis, dan dilanjutkan dengan proses 

pemutusan ikatan peptida dari protein keratin. Tahap kedua adalah pemutusan 

ikatan disulfida, pada tahap ini ikatan disulfida akan terputus sehingga akan 

terjadi perubahan struktur yang mampu mempermudah proses pemutusan ikatan 

antara protein dengan bantuan enzim dari kelompok bakteri proteolik (Kunert, 

2000). 

Keefektifan proses biodegradasi tergantung pada beberapa. Faktor-faktor yang 

mempengaruhi biodegradasi yaitu : 

1. Substrat 
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Ukuran senyawa penyusun substrat akan mempengaruhi proses degradasi. 

Ukuran substrat yang lebih kecil dan senyawa penyusunnya sederhana, akan 

membuat proses degradasi berlangsung lebih cepat, dan berlaku sebaliknya. 

2. Sumber Nitrogen 

Nitrogen diperlukan karena berpengaruh terhadap aktivitas mikroba 

penghasil enzim ekstraseluler. Proses degradasi akan berlangsung cepat jika 

enzim ekstraseluler yang dihasilkan mikroba banyak.  

3. pH 

pH menjadi faktor penting dalam proses degradasi karena enzim-enzim 

tertentu hanya akan mengurai pada substrat sesuai dengan aktivitas pH 

tertentu. Jika pH sesuai dengan aktivitas enzim, maka kerja enzim 

ekstraseluler akan optimal. Umumnya mikroba menyukai pH netral atau 7 

(Gandjar et al., 2006). 

4. Suhu 

Peningkatan suhu menyebabkan energi 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, maka degradasi tidak dapat berlangsung dengan baik. 

5. Kelembaban 

Kelembaban merupakan faktor penting yang dapat mempengaruhi 

pertumbuhan mikroba, biosintesis, dan sekresi enzim. Kelembaban yang 

rendah menyebabkan berkurangnya kelarutan nutrisi di dalam substrat dan 

derajat pertumbuhan rendah. Sedangkan level kelembaban yang lebih tinggi 

dapat menyebabkan berkurangnya enzim yang dihasilkan karena dapat 

mereduksi porositas (jarak antarpartikel) pada matriks padatan, sehingga 

menghalangi transfer oksigen. Jika jumlah enzim berkurang, maka proses 

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

 

2.7. Aktivitas Enzim 

 

Aktivitas enzim merupakan ukuran kemampuan suatu enzim dalam mengkatalis 

suatu reaksi kimia dalam kondisi tertentu. Pada enzim keratinase aktivitasnya 
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menggambarkan seberapa besar kemampuan enzim dalam mendegradasi substrat 

keratin menjadi senyawa sederhana seperti peptida dan asam amino bebas. 

Metode untuk mengukur aktivitas protease dilakukan dengan menggunakan 

pengukuran spektrofotometri. Prinsip uji didasarkan pada metode Kambhavi et al. 

(1993) menggunakan kasein sebagai substrat yang dihidrolisis oleh protease 

menjadi peptida dan asam amino. Laju pembentukan peptida dan asam amino 

dapat digunakan sebagai tolok ukur untuk aktivitas katalistik protease. Asam 

amino yang terbentuk harus dipisahkan dari substrat yang tidak terhidrolisis 

dengan menambahkan TCA. Penambahan TCA juga memiliki fungsi untuk 

menginaktifkan protease. Menambahkan TCA akan melarutkan produk yang 

mengandung peptida dan asam amino di TCA, protein yang tidak terhidrolisis 

akan mengendap. Filtrat yang dipisahkan oleh sedimen dapat diukur pada 

spektrofotometer pada panjang gelombang 280 nm (Haddar et al., 2009; 

Kembhavi et al., 1993). 

 

2.8. Uji Kadar Hidrolisat Protein  

 

Hidrolisat protein merupakan produk hasil hidrolisis protein yang dipecah 

menjadi peptida dan asam amino dengan bantuan asam, basa, atau enzim 

proteolitik (Puspawati dkk, 2020). Uji kadar hidrolisat protein bertujuan untuk 

mengetahui sejauh mana proses hidrolisis berlangsung dan untuk mengukur 

konsentrasi total protein terlarut dalam sampel. 

Kadar protein dalam suatu larutan dapat diukur dengan metode Lowry. Metode ini 

didasarkan pada pengukuran kurva standar BSA (Bovine Serum Albumin). 

kompleks Cu2+ dalam lingkungan alkalis akan direduksi menjadi Cu+. Ion Cu+ 

akan mereduksi reagen Folin-Ciocalteu serta kompleks phosphomolibdat-

phosphotungstat, menghasilkan heteropoly-molybdenum blue melalui reaksi 

oksidasi pada gugus aromatik (rantai samping asam amino) yang dipicu oleh Cu, 

sehingga menciptakan warna biru yang kuat. Warna ini dapat dideteksi dengan 

kalorimeter dan menyerap cahaya monokromatis pada panjang gelombang 750 
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nm. Tingkat intensitas warna yang terbentuk bergantung pada jumlah residu 

triptofan dan tirosin yang ada (Lowry et al., 1951). 

 

2.9. Ion Logam Sebagai Kofaktor Enzim 

 

Kofaktor merupakan komponen yang diperlukan enzim agar berfungsi secara 

maksimal. Kofaktor bisa berupa molekul organik kecil (koenzim) atau ion logam 

anorganik. Ion logam sebagai kofaktor dapat membantu menstabilkan struktur 

enzim membentuk jembatan antar enzim dan substrat, bahkan bisa ikut serta 

dalam reaksi kimia (OpenStax, 2020). Enzim tanpa kofaktor disebut apoenzim, 

sedangkan bentuk aktifnya yang telah berikatan dengan kofaktor disebut 

holoenzim (Lehninger et al., 2017).  

Berdasarkan muatannya, ion logam yang berperan sebagai kofaktor dibedakan 

menjadi dua, yaitu ion logam divalen dan ion logam monovalen. Jenis ion logam 

yang digunakan dapat mempengaruhi cara kerja dan kestabilan enzim. 

1. Ion Logam Divalen 

Ion logam divalen secara umum cenderung meningkatkan produksi dan 

aktivitas keratinase, seperti contohnya Ca2+, Mg2+, dan Mn2+. Ion-ion ini 

berperan sebagai kofaktor yang membantu stabilisasi struktur enzim dan 

meningkatkan efisiensi katalistiknya. Seperti hasil yang telah didapatkan oleh 

Sharma et al. (2022) menunjukkan aktivitas keratinase meningkat secara 

signifikan oleh Ca2+ dan Mg2+ dengan peningkatan aktivitas masing-masing 

sebesar 153,8% dan 211,8%. Zhang et al. (2022) juga melaporkan pengaruh 

ion logam pada aktivitas keratinase menunjukkan ion logam Zn2+, Mn2+, Co2+, 

Ca2+, dan Mg2+ memberikan efek stimulasi pada aktivitas keratinase. 

Khususnya keberadaan Mn2+ pada 10 mM meningkatkan aktivitas enzim lebih 

dari 1,8 kali lipat. Azizah dan Suharti (2024), melakukan penelitian pengaruh 

ion logam terhadap produksi keratinase oleh bakteri Bacillus sp. MD24, 

Salinivibrio proteolyticus DV TG6, dan konsorsium, hasil penelitian 

menunjukkan Iom Mn2+, Ca2+, Zn2+, Cu2+ dan Fe2+ meningkatkan produksi 

keratinase pada Salinivibrio proteolyticus DV TG6, namun menekan produksi 
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keratinase oleh Bacillus sp. MD24 dan tidak satupun dari ion logam tersebut 

berpengaruh pada produksi keratinase oleh konsorsium. (Malau dan Sianturi, 

2017).  

Beberapa ion logam divalen juga dapat menghambat produksi keratinase, 

seperti yang dilaporkan oleh Nescimento dan Matins (2004), logam Cu2+, 

Zn2+, dan Hg2+ menghambat enzim dan menghilangkan aktivitasnya. 

 

2. Ion Monovalen 

Ion logam monovalen, dalam beberapa kasus dapat bertindak sebagai inhibitor 

ataupun tidak memberikan efek signifikan, seperti contohnya Li+, Na+, dan K+. 

Nescimento dan Martins (2004) melaporkan ion logam K+ menghilangkan 

aktivitas protease dari 100% menjadi 5%. Sharma et al. (2022) melaporkan 

aktivitas keratinase menurun pada ion logam K+ mencapai 55,9% dan ion 

logam Na+ mencapai 42,9% pada konsentrasi 20 mM.  

Namun beberapa studi menyatakan ion logam K+ dan Na+ dapat meningkatkan 

aktivitas keratinase, seperti yang dilaporkan oleh Mamangkey et al. (2020) 

Penambahan Na⁺ dan K⁺ meningkatkan aktivitas relatif keratinase sebesar 

113% dan 112%, masing-masing, dibandingkan kontrol tanpa ion logam  

Secara umum ion logam divalen seperti Ca2+, Mg2+, dan Mn2+ cenderung 

meningkatkan produksi dan aktivitas keratinase, sementara ion logam monovalen 

seperti K+ dan Na+ dapat memiliki efek penghambatan. Namun efek ini sangat 

tergantung pada spesies mikroorganisme, kondisi lingkungan, dan konsentrasi ion 

logam.  

 

2.10. Spektrofotometri UV-VIS  

 

Spektrofotometri UV-Vis adalah suatu metode analisis kuantitatif yang didasarkan 

pada penyerapan cahaya oleh suatu molekul pada panjang gelombang ultraviolet 

(200–400 nm) serta cahaya tampak (400–800 nm). Spektrum cahaya tampak dapat 

dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Spektrum cahaya tampak (Rafi et al., 2021) 

Prinsip dasar teknik ini mengikuti hukum Lambert-Beer, yang menyatakan bahwa 

absorbansi suatu larutan berbanding lurus dengan konsentrasi zat dan panjang 

lintasan cahaya (Nelsen and Cox, 2021). 

Dalam biokimia, spektrofotometri UV-Vis sering digunakan untuk mendeteksi 

dan mengukur berbagai biomolekul. Hal ini karena banyak senyawa biologis 

memiliki gugus kromofor yang dapat menyerap cahaya pada panjang gelombang 

tertentu. Teknik ini memiliki suatu keunggulan berupa sensitivitas yang tinggi, 

waktu analisis yang relatif cepat, serta kemudahan dalam operasional. 

Enzim keratinase merupakan enzim proteolitik yang mampu menghidrolisis 

keratin, yakni protein berserat yang resisten terhadap degradasi oleh enzim 

protease biasa. Aktivitas enzim keratinase tertentu dapat diukur dengan 

penggunaan spektrofotometri UV-Vis. Hal ini dapat dilakukan dengan mengamati 

berbagai perubahan absorbansi yang terjadi akibat pelepasan asam amino 



 17 

 

aromatik dari substrat keratin, semacam tirosin. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang sekitar 280 nm (Gurav et al., 2016). 

Metode Lowry adalah salah satu teknik kolorimetri. Teknik ini digunakan untuk 

mengukur kadar protein total dalam sampel. Metode ini secara umum berdasarkan 

reaksi protein dengan reagen Folin-Ciocalteu setelah pra-reaksi dengan larutan 

alkali dan tembaga (reaksi Biuret). Reaksi ini menghasilkan suatu kompleks 

berwarna biru yang dapat diukur keberadaannya pada panjang gelombang 750 nm  

Metode ini sensitif terhadap tirosin serta triptofan pada struktur protein, sehingga 

bisa digunakan untuk menganalisis kadar protein secara akurat, termasuk analisis 

aktivitas enzim keratinase yang melibatkan degradasi substrat protein, misalnya 

keratin (Nelsen and Cox, 2021). 
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III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024-Maret 2025 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 adalah, termometer, pH 

meter, mikropipet (Eppendorf), vortex, kuvet, , alat-alat gelas, rak tabung, jarum 

ose, pembakar spiritus, spatula, pengaduk magnetik, autoklaf (model S-90N), 

inkubator pengocok (shaker incubator), alat sentrifugal, spektrofotometer UV-Vis 

(Hitachi U 2010), waterbath, Laminar Air Flow (LAF) CURMA model 9005-FL, 

dan lemari pendingin. 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah, bulu ayam 

yang didapatkan dari RPA (Rumah Pemotongan Ayam), kloroform, metanol, 

KH2PO4, K2HPO4, MgSO4.6H2O, NH4Cl, NaCl, agar, ekstrak ragi, agar, pepton, 

NaOH, HCl, buffer phospat, buffer Tris-HCl, kasein, glukosa, Na2CO3, susu skim, 

CuSO4.5H2O, 1% larutan Na/K tartrat, reagen folin ciocalteu, BSA, tirosin, TCA, 

akuades, alumunium foil, kertas saring, dan FeSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O. 
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3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Tahap Persiapan 

a) Penyiapan Alat 

Alat-alat gelas yang digunakan pada penelitian ini dicuci terlebih dahulu 

sampai bersih, kemudian dikeringkan dan disterilisasi. Sterilisasi dilakukan 

dengan menggunakan alat autoklafe pada suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm 

selama 15 menit. Hal ini dilakukan agar alat-alat tersebut terhindar dari 

mikroorganisme yang tidak diinginkan 

b) Persiapan Sampel Bulu Ayam 

Bulu ayam yang diperoleh dari beberapa RPA di daerah Bandar Lampung 

dicuci bersih menggunakan deterjen, kemudian dikeringkan dibawah sinar 

matahari sampai kering, selanjutnya bulu ayam direndam menggunakan 

campuran kloroform dan metanol dengan perbandingan 1:1 selama 1 jam. 

Dipisahkan antara bulu ayam dan campuran larutan, setelah itu bulu ayam 

dikeringkan dengan oven selama 24 jam pada suhu 80°C. Tujuan 

dilakukannya prosedur ini, agar sampel bulu ayam bebas dari kandungan lipid 

yang terdapat pada permukaan bulu, sehingga mempermudah akses mikroba 

atau enzim terhadap keratin atau biasa disebut proses delipidasi (Masruroh, 

2024) 

c) Pembuatan Media  

1. Skim Milk Agar (SMA) 

Pembuatan media SMA dilakukan dengan cara mencampurkan 1 g skim 

milk; 2 g agar; 0,1 g pepton; 0,5 NaCl; 0,3 glukosa; dan 100 mL akuades 

ke dalam Erlenmeyer 250 mL. Kemudian disterilisasi menggunakan 

autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Selanjutnya 

dituangkan ke dalam cawan petri atau tabung reaksi dan dibiarkan 

memadat pada suhu kamar. Proses ini dilakukan didalam laminar air flow 

(LAF). 
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2. Luria Bertani (LB) 

Pembuatan media LB dilakukan dengan cara mencampurkan 1 g pepton; 1 

g NaCl; 0,5 g yeast extract; dan 100 mL buffer fosfat 0,05 M pH 7 ke 

dalam Erlenmeyer 250 mL. Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf 

pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Kemudian media 

didinginkan pada suhu kamar. 

3. Feather Meal Liquid (FML) 

Pembuatan media FML dilakukan dengan cara mencampurkan 0,03 g 

KH2PO4; 0,04 g K2HPO4; 0,05 g NH4Cl; 0,05 NaCl; 0,01 g MgSO4.7H2O; 

0,1 g yeast extract; dan pepton 1 % untuk meningkatkan kemampuan 

mikroba dalam menghasilkan enzim keratinase. Semua bahan tersebut 

dimasukkan kedalam Erlenmeyer 250 mL kemudian ditambahkan buffer 

fosfat 0,05 M pH 7 sebanyak 100 mL. Kemudian disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. 

Media kemudian didinginkan pada suhu kamar sebelum digunakan. 

 

3.3.2. Peremajaan Bakteri 

 

Peremajaan isolat bakteri B-9-6 dilakukan dengan cara menggoreskan 1 ose isolat 

stok B-9-6 yang ada di laboratorium biokimia, dikultur ke media SMA dengan 

teknik gores zig-zag. Setelah itu diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator suhu 

37°C. Peremajaan ini dilakukan untuk memperoleh isolat yang lebih murni dan 

memiliki aktivitas yang baik. 

 

3.3.3. Pembuatan Inokulum (Starter) Mikroba 

 

Sebanyak 1-2 ose isolat bakteri B-9-6 yang telah diremajakan diinokulasikan pada 

100 mL medium LB dalam Erlenmeyer 250 mL. Selanjutnya diinkubasi selama 

18 jam menggunakan Shaker Incubator dengan kecepatan 150 rpm. 
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3.3.4. Uji Biodegradasi Limbah Bulu Ayam 

 

Uji biodegradasi dilakukan dengan tiga kondisi perlakuan, yaitu kontrol tanpa 

mikroba, perlakuan dengan penambahan isolat B-9-6 tanpa ion logam, dan 

perlakuan dengan penambahan isolat B-9-6 dengan variasi ion logam divalen. Ion 

logam yang digunakan berasal dari senyawa garam anorganik terhidrasi, yaitu 

FeSO4.7H2O (Fe²⁺), CuSO4.5H2O (Cu²⁺), dan ZnSO4.7H2O (Zn²⁺). Masing-

masing garam ditambahkan sesuai berat yang dibutuhkan untuk menghasilkan 

konsentrasi akhir sebesar 1 mM dalam media FML Penambahan dilakukan 

langsung kedalam media. 

Sebanyak 0,5 gram bulu ayam kasar dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer 

250 mL yang telah berisi media FML. Media kemudian disterilisasi menggunakan 

autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dan didinginkan hingga suhu ruang. 

Setelah dingin inokulum isolat B-9-6 sebanyak 10 mL ditambahkan kedalam 

masing-masing erlenmeyer, kecuali kontrol.  

Seluruh perlakuan diinkubasi menggunakan shaker pada kecepatan 150 rpm 

selama 12 hari. Setelah inkubasi, sisa bulu ayam dipisahkan dari media dengan 

cara disaring menggunakan kertas saring. Kertas saring kemudian dikeringkan 

dalam oven pada suhu 100°C selama 24 jam hingga diperoleh berat konstan. 

Kemampuan isolat dalam mendegradasi bulu ayam dapat 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. 

3.3.5. Pengukuran Pertumbuhan Bakteri 

 

Pertumbuhan bakteri dinyatakan sebagai Optical Density (OD). Pengukuran OD 

dilakukan dengan mengambil 0,5 mL kultur, diencerkan dengan menambahkan 

4,5 mL aquades lalu dihomogenkan. Lalu diukur serapannya menggunakan 
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spektrofotometer UV-ViS pada panjang gelombang 600 nm. Blanko digunakan 

aquades. 

 

3.3.6. Pengukuran Kadar Asam Amino yang dibebaskan 

 
 

Kadar asam amino yang dibebaskan diukur dengan cara diambil 0,5 kultur yang 

telah disentrifugasi, dimasukkan kedalam tabung reaksi. Ditambahkan aquades 

4,5 mL, homogenkan. Serapannya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 280 nm. 

3.3.7. Uji Aktivitas Enzim Keratinase 

 

a) Pembuatan Kurva Standar Tirosin  

Pembuatan kurva standar tirosin berfungsi untuk menentukan persamaan 

regresi linier yang nantinya akan diplotkan dengan absorbansi filtrat untuk 

mengetahui aktivitas unit enzim dan kadar asam amino yang dibebaskan.  

Pembuatannya yaitu dengan menyiapkan larutan stok standar tirosin 1000 

ppm, kemudian diencerkan dengan pengenceran bertingkat dengan konsentrasi 

10, 20, 30, 40 ppm. Serapannya diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 280 nm. 

b) Pengukuran Aktivitas Enzim 

Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan menggunakan 1% kasein dalam 

Buffer Tris-HCl 100 mM (pH 8,5) sebagai substrat. 0,5 mL kasein yang telah 

dibuat, diambil kemudian ditambahkan 0,5 mL supernatan kultur. Campuran 

kemudian diinkubasi dalam penangas air selama 15 menit dengan suhu 60°C. 

Reaksi enzimatik dihentikan dengan menambahkan 0,5 mL asam 

trikloroasetat (TCA) 20%, didiamkan selama 15 menit pada suhu ruang. 

Selanjutnya larutan disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 6.000 

rpm. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 280 nm. Blanko memiliki 

prosedur yang sama hanya saja kultur diganti dengan 0,5 mL Buffer Tris-HCl 

100 mM (pH 8,5). Pengukuran dilakukan untuk mengetahui jumlah enzim 

yang diperlukan untuk melepaskan jumlah tirosin per menit (Kambhavi et al., 

1993). 
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3.3.8. Penentuan Kadar Protein 

 

a) Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) 

Pembuatan kurva BSA berfungsi untuk menentukan persamaan regresi linier 

yang kemudian diplotkan dengan absorbansi filtrat untuk mengetahui kadar. 

protein terlarut. Disiapkan larutan stok standar BSA 1000 ppm, kemudian 

diencerkan dengan pengenceran bertingkat dengan konsentrasi 100, 200, 300, 

400, dan 500 ppm. Serapannya diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 750 nm. Blankonya adalah aquades. 

b) Pembuatan Pereaksi  

1. Pereaksi A : Pereaksi A : 2 g Na2CO3 dilarutkan dalam 100     

mL NaOH 0,1N. 

2. Pereaksi B : Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO4.5H2O 1% 

ditambahkan kedalam 5 mL larutan Na/K-tartrat 

1% 

3. Pereaksi C : 2 mL pereaksi B + 100 mL pereaksi A 

4. Pereaksi D : Reagen folin ciocelteau diencerkan 1:1 dengan 

aquades 

c) Penentuan kadar protein 

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry et al.,(1951). Sebanyak 

0,1 mL supernatan enzim ditambahkan 0,9 mL aquades, lalu ditambahkan 

dengan 0,5 mL pereaksi C, campuran dihomogenkan kemudian didiamkan 

selama 10 menit pada suhu ruang. Selanjutnya tambahkan dengan cepat 0,5 

mL pereaksi D dan homogenkan, diamkan kembali selama 30 menit pada suhu 

kamar. Absorbansinya diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 750 nm. Kontrol disiapkan dengan perlakuan yang sama, hanya 

saja 0,1 mL enzim diganti dengan 0,1 mL aquades. 
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3.4. Skema Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Skema alur penelitian 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

Dari hasil penelitian yang telah diperoleh, dapat diambil kesimpulan sebagai 

berikut : 

1. pengaruh penambahan ion logam divalen (Fe2+, Cu2+, dan Zn2+) terhadap 

kemampuan isolat B-9-6 dalam mendegradasi limbah bulu ayam, menurunkan 

degradasi hingga 50 % (perolehan % degradasi tertinggi oleh ion logam Fe2+ 

33,43%) dibandingkan dengan kultur tanpa penambahan ion logam divalen 

(56,56%)  

2. kadar asam amino tertinggi diperoleh pada kondisi kultur tanpa penambahan 

ion logam divalen (1.096,15 ppm), lebih tinggi dari penambahan ion logam 

Fe2+ (568,68 ppm), Cu2+ (750,00 ppm), dan Zn2+ (570,33 ppm). 

3. kadar protein tertinggi diperoleh pada kondisi kultur tanpa penambahan ion 

logam divalen yaitu sebesar 1.497,14 ppm, lebih tinggi dibandingkan dengan 

penambahan ion logam Fe2+ (866,57 ppm), Cu2+ (724,00), dan Zn2+ (885,43 

ppm). 

4. pengaruh penambahan ion tiga logam divalen terhadap aktivitas enzim 

keratinase, diperoleh nilai aktivitas enzim tertinggi oleh penambahan ion 

logam Zn2+  (19,35 U/mL) dan ion logam Fe2+ (8,57 U/mL), sedangkan 

kondisi kultur tanpa penambahan ion logam memperoleh nilai aktivitas 6,50 

U/mL. 
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5.2. Saran 

 

Pada penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan variasi ion logam 

monovalen seperti misalnya Na+ dan K+ yang diharapkan dapat menghasilkan % 

degradasi yang jauh lebih tinggi. 
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