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Abtrak

Bulu merupakan limbah organik terdiri atas 90% keratin
yaitu protein berstruktur a-heliks (o-keratin) atau [-sheet (b-
keratin) dengan ikatan disulfida dan ikatan hidrogen. Ikatan dan
struktur keratin membuat limbah bulu sukar didegradasi. Meski
demikian, bulu unggas dapat didegradasi dengan menggunakan
metode mekanis, kimia, dan biologi. Kekurangan dari metode
mekanis dan kimia adalah membutuhkan input energi yang besar,
menimbulkan masalah lingkungan, dan merusak asam-asam
amino tertentu sehingga kualitas dan kecernaan protein menurun.

Solusi alternatif dan inovatif untuk mengatasi limbah
bulu unggas yang melimpah adalah dengan menggunakan
mikroorganisme keratinolitik yang mampu menghasilkan
keratinase dan mendegradasi keratin menjadi asam amino dan
peptida. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peningkatan
kadar protein terlarut dari limbah bulu ayam yang telah
dimodifikasi secara enzimatik menggunakan enzim keratinase
dan mengetahui pengaruh pakan ternak dengan sumber protein
alternatif limbah bulu ayam terhadap penampilan produksi ayam
broiler.

Enzim keratinase diproduksi oleh Bacillus sp. SLII-I
melalui fermentasi menggunakan media feather meal (FM) yang
mengandung bulu. Enzim keratinase diisolasi menggunakan
metode sentrifugasi dan diukur aktivitas erta kandungan protein
enzim. Limbah bulu dimodifikasi secara enzimatik dan diamati
peningkatan kadar protein terlarutnya. Hasil modifikasi
enzimatik limbah bulu yang memiliki kadar protein terlarut



tertinggi dikonversi menjadi sumber protein alternatif pakan yang
digunakan sebanyak 5% dalam formula pakan. Pakan diuji coba
pada ternak ayam broiler (Gallus domesticus) selama sebulan
dengan dengan parameter pengukuran konsumsi pakan,
pertambahan bobot badan, dan konversi pakan. Data yang
diperolen kemudian dianalisis menggunakan prosedur analisis
ragam (Analysis of Variance /ANOVA) dilanjutkan dengan uji
Duncan dengan tingkat kepercayaan 95%.

Hasil Penelitian menunjukan bahwa Bacillus sp. SLII-I
mampu menghasilkan menghasilkan enzim keratinase kasar
dengan aktivitas enzim 2,08 (mg/detik))ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22,06% dan memberikan pengaruh terhadap penampilan
produksi ayam broiler dibandingkan dengan tepung bungkil
kedelai dan tepung ikan. Adapun ayam broiler dengan pakan
tepung bulu memberikan penampilan produksi meliputi konsumsi
pakan, pertambahan berat badan, dan konversi pakan masing-
masing sebesar 1194,8 gram/ekor, 567 gram/ekor, dan 2,11.

Kata kunci: Bacillus sp. SLII-I, Keratinase, Keratin, Pakan
Ternak, Ayam broiler.
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Abtract

Feathers is organic waste consists of 90% keratin protein
that have a-heliks (a-keratin) or f-sheet (f-keratin)structure link
by disulfide and hydrogen bonds. Structures and linkages of
keratin make feathers waste very difficult to degrade. Despite the
rigid structure of keratin, it can be degraded by mechanical,
chemical, and biological methods. The major drawback of
mechanical and chemical degradation methods is requires great
input energy, give rise to environmental problems, and are
destructive to certain amino acids that leads to low protein
quality and digestibility.

The alternative and innovative solution to overcome
abundant of feathers waste is by the utilization of keratinolytic
microorganism capable of producing keratinase and degrade
keratin become amino acids and peptides. This research aimed at
ascertaining increase levels of protein dissolved from chicken
feathers waste that has been modified enzymatically using
keratinase and find out the influence of livestock feed with
alternatice source of protein from chicken feathers waste to
production performance of broiler chicken.

Keratinase produced by Bacillus sp. SLII-I through
fermentation using feather meal media (FM) containing feather.
Keratinase isolated by centrifugation method, activy and protein
content is measured. Chicken feathers waste modified
enzymatically and levels of dissolved protein is observed. An
enzymatic engineered feathers waste which have the highest
increase level of dissolved protein converted into alternative

\'



source of protein. Livestock feed with alternative source of
protein from chicken feathers waste tested in broiler chicken for
a month. The measurement parameter in feed consumption, body
weight addition, and conversion of feed obtained and analyzed
using ANOVA (Analysis of Variance) continued by Duncan (Pos
Hoc Test) with the level of trust 95%.

The result show that Bacillus sp. SLII-I produce
keratinase with 2,08 (mg/detik)/ml activity that can increase
dissolved protein level till 22,06%. This alternative protein
source show positive effect to the feed consumption, addition of
weight, and feed convertion ration total are 1194,8 gram/head,
567 gram/head, and 2,1.

The research result show that Bacillus sp. SLII-I capable
of producing keratinase with the activity of enzyme 2.08
(mg/detik)/ ml that could increase protein levels of dissolved
protein of chicken feather until 22.06% and give the effect on
production performance of broiler chicken compared with
soybean meal and fish meal. Broiler chicken consumed feather
meal give production performance which is feed consumption,
addition of weight, and feed convertion ration that are 1194,8
gram/head, 567 gram/head, and 2,1.

Keyword: Bacillus sp. SLII-1, Keratinase, Keratin, Feed, Broiler
chicken.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bulu unggas merupakan salah satu limbah organik yang ada
dalam kuantitas besar sebagai produk samping dari peternakan.
Pada umumnya setiap unggas memiliki hingga 125 g bulu
(Lakshmi et al., 2013) yang merupakan 5-7% dari berat total
ayam dewasa (Matikevi¢iené et al., 2009). Sementara itu,
sebanyak 400 juta ayam diproses setiap minggu di seluruh dunia
(Lakshmi et al., 2013) sehingga akumulasi tahunan dari limbah
bulu ayam mencapai 5 juta ton (Han et al., 2012). Limbah bulu
unggas yang dibuang biasanya ditimbun atau dibakar sehingga
menyebabkan masalah lingkungan global seperti pencemaran
udara dan sumber air bawah tanah (Cai et al., 2008;
Matikeviciené et al., 2009) serta pemborosan sumber daya kaya
protein (Cai et al., 2008). Bulu unggas yang dibuang juga
menyebabkan berbagai infeksi termasuk klorosis, mycoplasmosis,
dan kolera unggas (Williams et al., 1991).

Bulu unggas sebagai sumber daya kaya protein terdiri atas
90 % keratin (Matikeviciené et al., 2009; Cai et al., 2008).
Keratin merupakan protein tidak larut air yang memiliki struktur
a-heliks (a-keratin) atau [-sheet (B-keratin) dengan ikatan
disulfida dan ikatan hidrogen (Riffel dan Brandelli, 2006;
Mazotto et al., 2011). Struktur-struktur ini menggulung
membentuk struktur yang kompleks (Kreplak et al., 2004).
Struktur dan ikatan dalam keratin membuat keratin sangat stabil
dan resisten terhadap agen biokimia (Mazotto et al., 2011)
sehingga sulit didegradasi menggunakan protease umum seperti
tripsin, pepsin, dan papain (Mousavi et al., 2013).

Sifat kimia keratin yang tidak reaktif menyebabkan limbah
bulu unggas mengalami daur ulang yang buruk di alam dan
memiliki keterbatasan utilitas. Meski demikian, bulu unggas
dapat didegradasi dengan menggunakan metode mekanis, kimia,



dan biologi (Mousavi et al., 2013). Kekurangan dari metode
mekanis dan kimia adalah membutuhkan input energi yang besar,
menimbulkan masalah lingkungan, dan merusak asam-asam
amino tertentu seperti metionin, lisin, dan triptofan. Degradasi
menggunakan metode mekanis dan kimiawi juga menghasilkan
asam amino tidak bernutrisi seperti lantionin dan lisinoalanin
(Marcondes et al., 2008). Hal ini menyebabkan kualitas protein
dan kemampuannya untuk dicerna rendah (Zerdani et al., 2004)
sehingga limbah bulu unggas yang diubah menjadi suplemen
makanan secara konvensional memiliki kualitas yang buruk dan
tidak menguntungkan secara ekonomi (Acda, 2010).

Solusi alternatif dan inovatif untuk mengatasi limbah bulu
unggas yang melimpah adalah dengan menggunakan
mikroorganisme  keratinolitik yang mampu menghasilkan
keratinase dan peptidase yang dapat mendegradasi keratin
(Mazotto et al., 2011). Mikroorganisme keratinolitik terdiri atas
beberapa spesies fungi seperti Microsporum (Essien et al., 2009),
Trichophyton (Anbu et al., 2008), dan Actinomycetes (Bockle et
al., 1995) serta beberapa spesies bakteri seperti Bacillus (Cai dan
Zheng, 2009; Macedo et al., 2005; Pillai dan Archana, 2008) dan
Streptomyces (Syed et al., 2009). Sebagian besar jamur yang
menghasilkan keratinase bersifat patogen (Lin et al., 1992). Oleh
karena itu, banyak penelitian yang menggali potensi keratinase
yang berasal dari bakteri (Esawy, 2007). Penelitian yang telah ada
menunjukkan bahwa Bacillus spp. memiliki keunggulan khusus
dalam mendegradasi bulu karena tingkat keamanan dan
kemampuan untuk mengeluarkan sejumlah besar keratinase
langsung ke dalam media (Agrahari dan Wadha, 2010).

Keratinase adalah enzim protease spesifik yang hanya dapat
mendegradasi keratin (Mazotto et al., 2011). Keratinase akan
menyerang ikatan disulfide untuk mendegradasi keratin
(Agrahari, 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). Limbah bulu ayam
yang mengandung protein keratin tinggi memiliki potensi untuk
digunakan sebagai sumber protein alternatif (Agrahari, 2013)
serta dapat diaplikasikan dalam pembuatan pakan ternak (Sastry
et al., 1986) yang murah dan kaya nutrisi (Balaji et al., 2008;
Khardenavis et al., 2009). Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini
dilakukan dengan memanfaatkan limbah bulu ayam yang
dimodifikasi secara enzimatik oleh enzim keratinase Bacillus sp.
SLII-I dan dikonversi menjadi sumber protein alternatif pada
pakan ayam broiler (G. domesticus) sehingga menghasilkan pakan
ternak yang murah dan kaya nutrisi.

1.2 Rumusan Permasalahan

Keratin yang terdapat dalam limbah bulu ayam dapat
didegradasi dan dimodifikasi secara enzimatik menghasilkan
sumber protein alternatif yang diaplikasikan dalam pembuatan
pakan ternak yang murah dan kaya nutrisi. Berdasarkan hal
tersebut, dapat dirumuskan masalah mengenai peningkatan kadar
protein terlarut hasil modifikasi enzimatik limbah bulu ayam serta
pengaruh pakan ternak dengan sumber protein alternatif limbah
bulu ayam terhadap penampilan produksi ayam broiler meliputi
konsumsi pakan, pertambahan bobot badan, dan konversi pakan.

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mikroorganisme keratinolitik yang digunakan adalah
Isolat Bacillus sp. SLII-I.

2. Keratinase yang diproduksi dalam penelitian ini
dilakukan dalam skala laboraturium.

3. Hewan percobaan yang diberi pakan ternak dalam
penelitian ini adalah ayam broiler (G. domesticus) dengan
parameter pengukuran konsumsi pakan (g/ekor),
pertambahan bobot badan (g/ekor), dan konversi pakan.



1.4 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
peningkatan kadar protein terlarut dari limbah bulu ayam yang
telah dimodifikasi secara enzimatik menggunakan enzim
keratinase dan mengetahui pengaruh pakan ternak dengan sumber
protein alternatif limbah bulu ayam terhadap penampilan produksi
ayam broiler meliputi konsumsi pakan, pertambahan bobot badan,
dan konversi pakan.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah mengurangi limbah bulu
yang menyebabkan pencemaran lingkungan serta mengolah
kembali limbah tersebut melalui teknologi enzim Kkeratinase
menjadi pakan ternak yang murah dan kaya nutrisi. Selain itu,
penelitian ini menjadi dasar dalam aplikasi biodegradasi keratin
dan bioteknologi dalam pembuatan pakan ternak skala industri.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ayam Broiler

Ayam broiler merupakan bangsa ayam penghasil daging dan
banyak dikembangkan sebagai sumber protein hewani (Pratikno,
2002). Ayam broiler merupakan hasil perkawinan silang dari
sistem Dberkelanjutan sehingga mutu genetiknya baik (Abidin,
2002). Adapun taksonomi ayam broiler menurut Hanifah (2010)
adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Kelas : Aves
Subkelas : Neornithes
Ordo : Galliformis
Genus : Gallus

Spesies  : G. domesticus

Ayam broiler memiliki karakter yang menguntungkan bagi
peternak dan konsumen. Adapun karakter yang dimiliki ayam
broiler adalah dagingnya empuk, kulit licin dan lunak, tulang
rawan dada belum membentuk tulang yang keras, ukuran tubuh
besar, bentuk dada yang lebar dan berisi, efisiensi terhadap pakan
cukup tinggi, konversi pakan menjadi daging besar, dan
pertumbuhannya yang sangat cepat sehingga ayam mencapai
berat £2 kg pada umur 5-6 minggu (Rasyaf, 1995).

2.2 DOC (Day Old Chick) dan Penampilan Produksi Ayam

Broiler

Pemilihan DOC atau anak ayam yang digunakan untuk
produksi ayam broiler menurut Rasyaf (2002) perlu memenuhi
beberapa kriteria antara lain anak ayam berasal dari induk yang
sehat, ukuran dan berat badan baik, tidak cacat secara fisik,
kondisi mata cerah, aktif, dan tidak ada lekatan tinja diduburnya.
Manajemen produksi menentukan perkembangan bibit ayam
broiler.  Perbedaannya terletak pada konsumsi pakan,



pertumbuhan ayam, dan konversi pakan (Rasyaf, 2002). Standar
penampilan produksi ayam broiler ditunjukan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Standar Penampilan Produksi Ayam Broiler Umur 1-6

Minggu
Umur Berat Badan | Konsumsi Konsumsi Konversi
(minggu) (gram) Pakan Pakan Pakan
(gram/ekor) Akumulatif
(gram /ekor)
1 184 165 165 0,897
2 470 369 534 1,136
3 912 646 1.180 1,293
4 1.477 948 2.128 1,441
5 2.109 1.223 3.351 1,589
6 2.760 1.443 4.794 1,736

Sumber: Tamalludin (2014)

Konsumsi pakan merupakan kegiatan masuknya sejumlah
nutrisis yang ada dalam pakan untuk memenuhi kebutuhan ternak
(Ketaren, 2008). Pakan yang baik dikonsumsi secara normal dan
mampu mensuplai zat-zat makanan yang diperlukan oleh tubuh
(Wahyu, 1992). Konsumsi pakan diukur dalam waktu satu
minggu. Konsumsi pakan akumulatif adalah pakan yang
dikonsumsi pada minggu sebelumnya ditambahkan dengan
konsumsi pakan pada minggu ini (Paraksi, 1983).

Pertumbuhan adalah pertambahan dalam bentuk dan berat
jaringan-jaringan tubuh seperti urat daging, tulang, jantung, otak,
dan jaringan tubuh yang lain kecuali lemak (Anggorodi, 1990).
Pertumbuhan umumnya dinyatakan dengan pengukuran
pertambahan berat badan yang dilakukan dengan penimbangan
(Tillman et al., 1986). Pertumbuhan yang cepat berkorelasi
dengan konsumsi pakan yang lebih banyak (Rasyaf, 2002).
Pertambahan berat badan ayam menentukan jumlah konsumsi
pakan. Semakin besar berat badan ayam, semakin banyak pula
konsumsi pakan (Kartadisastra, 1994). Faktor pendukung



pertumbuhan ayam broiler antara lain pakan, temperatur
lingkungan, dan pemeliharaan (Rasyaf, 2002).

Konversi pakan didefinisikan sebagai banyaknya pakan yang
dikonsumsi untuk menghasilkan setiap kilogram pertambahan
bobot badan. Tolak ukur utama dalam menentukan keberhasilan
bisnis ayam broiler adalah konversi pakan (Tamalludin, 2014).
Angka konversi pakan yang kecil menunjukan jumlah pakan yang
digunakan untuk menghasilkan 1 kg daging semakin sedikit
(Kartasudjana dan Suprijatna, 2006).

2.3 Nutrisi dan Pakan Ayam Broiler

Ayam broiler mengkonsumsi pakan untuk memenuhi
kebutuhan nutrisi (Ketaren, 2008). Kebutuhan nutrisi ayam
broiler antara lain asam amino dan protein, energi, vitamin,
mineral, dan air (Rasyaf, 2002). Pakan merupakan salah satu
unsur yang berpengaruh penting terhadap tampilan produksi ayam
broiler dimana pakan yang berkualitas akan memberikan konversi
pakan yang baik dan pertumbuhan yang cepat (Tamalludin,
2014).

Protein berfungsi sebagai bahan pembangun dan pembentuk
jaringan tubuh, pembentuk enzim dan bagian dari enzim, dan
kebutuhan reproduksi, dan dalam kondisi kekurangan energi,
protein akan dimanfaatkan oleh tubuh untuk diubah menjadi
energy (Rasyaf, 2002). Sumber protein nabati yang sering
digunakan untuk bahan pakan adalah bungkil kacang kedelai dan
bungkil kelapa sedangkan sumber protein hewani yang sering
digunakan adalah tepung ikan, tepung darah, tepung daging,
tepung tulang, dan sisa rumah potong lainnya (Tamalludin, 2014).

Ayam broiler membutuhkan energi untuk aktivitas hidup dan
produksi daging (Rasyaf, 2002). Sumber energi yang sering
digunakan untuk bahan pakan adalah bahan yang mengandung
karbohidrat seperti biji-bijian antara lain jagung kuning, gandum,
gaplek, dedak, padi, dan polar. Formula pakan yang mengandung
energi dan protein lebih tinggi akan menghasilkan efisiensi pakan
yang lebih tinggi dibandingkan dengan pakan yang mengandung



nutrisi lebih rendah (Tamalludin, 2014). Rekomendasi hubungan
tingkat protein dan energi dalam pakan ayam broiler ditunjukan
pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Rekomendasi Hubungan Tingkat Protein dan Energi
dalam Pakan Ayam Broiler

Energi Metabolisme (kkal/kg) Ptotein (%)

Massa Awal Massa Akhir Massa Awal Massa Akhir
2.741 2.851 21,6 19,5
2.851 2.961 22,4 20,0
2.961 3.070 23,3 20,5
3.070 3.180 24,1 21,2
3.180 3.290 25,0 22,0
3.290 3.399 25,9 22,7

Sumber: Rasyaf (1992)

Vitamin merupakan komponen organik yang berperan
penting dalam metabolism tubuh. Ayam broiler masa awal
membutuhkan vitamin untuk pertumbuhan, daya tahan terhadap
penyakit, dan keindahan bulu ayam. Berdasarkan kelarutannya
vitamin dibedakan atas dua kelompok yaitu vitamin yang larut
dalam air dan vitamin yang larut dalam lemak (Rasyaf, 2002).

Ayam broiler membutuhkan mineral untuk pertumbuhan
tulang terutama pada ayam broiler masa awal. Mineral-mineral
utama yang banyak dibutuhkan adalah kalsium (Ca), fosfor (P),
sodium, potassium, magnesium, dan klorin. Sedangkan mineral-
mineral lainnya yang juga dibutuhkan adalah besi, mangn,
copper, molibalin, zinc, dan selenium (Rasyaf, 2002).

Ayam broiler membutuhkan air agar fungsi metabolisme
berlangsung dengan baik. Ayam broiler mendapatkan air melalui
tiga cara yaitu air minum, pakan, dan air metabolis. Kebutuhan air
minum dipengaruhi oleh temperatur kandang, aktivitas ayam, dan
umur ayam (Rasyaf, 2002).




2.4 Potensi Limbah Bulu Ayam

Produksi daging ayam nasional di Indonesia pada tahun
adalah 2.554.200 ton dimana 52,4% 1.337.900 ton) adalah daging
ayam broiler (Tamalludin, 2014). Produksi daging yang tinggi
diikuti oleh penumpukan limbah bulu ayam yang tinggi pula.
Limbah bulu unggas yang dibuang biasanya ditimbun atau
dibakar sehingga menyebabkan masalah lingkungan global seperti
pencemaran udara dan sumber air bawah tanah (Cai et al., 2008;
Matikeviciené et al., 2009) serta pemborosan sumber daya kaya
protein (Cai et al., 2008).

Limbah bulu ayam mengandung protein keratin yang tinggi
sebesar 90% (Matikevic¢iené¢ et al., 2009; Cai et al., 2008)
berpotensi digunakan sebagai sumber protein alternatif yang
murah (Agrahari, 2013). Akan tetapi, bulu ayam memiliki daya
cerna yang rendah karena tidak mampu didegradasi oleh enzim
protease pencernaan pada umumnya (Pissuwan et al., 2008). Oleh
karena itu perlu dilakukan proses daur ulang terlebih dahulu
sebelum digunakan. Daur ulang dengan menggunakan metode
mekanis dan kimia dapat merusak asam-asam amino tertentu
sehingga kualitas dan kecernaan protein menurun (Zerdani et al.,
2004). Solusi alternatif adalah dengan  menggunakan
mikroorganisme Keratinolitik yang mampu menghasilkan enzim
keratinase sehingga dapat menghidrolisis dan meningkatkan daya
cerna dari keratin bulu (Lee et al., 1991). Kecernaan bahan kering
bulu ayam setelah diproses dapat ditingkatkan menjadi 20-80%
(Steiner et al., 1983).

Bulu yang telah dihidrolisis menjadi tepung bulu
terhidrolisis dapat digunakan sebagai sumber protein alternatif
untuk pakan ayam pedaging (Rasyaf, 1994) yang selama ini
umumnya menggunakan tepung bungkil kedelai dan tepung ikan
(Adiati et al, 2002). Penggunaan tepung bungkil kedelai dan
tepung ikan yang masih impor membuat harga pakan relatif
mahal (Tamalludin, 2014). Komposisi asam amino tepung bulu
ayam, tepung ikan, dan bungkil kedelai ditunjukan pada Tabel
2.3.
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Tabel 2.3 Komposisi Asam Amino Tepung Bulu Ayam, Tepung
Ikan, dan Bungkil Kedelai

Asam Amino Tepung Bulu Tepung Ikan Bungkil
(%) Ayam Kedelai

Arginin 5,57 4,21 3,14
Histidin 0,95 1,74 1,17
Isoleusin 3,91 3,23 1,96
Leusin 6,94 5,46 3,39
Lisin 2,28 5,47 2,69
Methionin 0,57 2,16 0,62
Penilalanin 3,94 2,82 2,16
Treonin 3,81 3,07 1,72
Trptofan 0,55 0,83 0,74
Valin 5,93 3,90 2,07
Aspartat 6,00 4,41 3,06
Serin 16,0 3,75 1,20
Glutamat 12,11 7,05 3,81
Prolin 12,0 3,93 2,40
Glisin 6,92 3,83 2,65
Alanin 3,44 3,19 2,95
Sistin 8,85 0,63 0,65
Tirosin 1,10 1,59 2,60
Asparagin 4,40 - -
Glutamin 7,62 -

Sumber: Ketaren (2008), Sitompul (2004), dan Saravanan (2012)

Penggunaan tepung bulu terhidrolisis dalam pakan ayam
pedaging masih berbeda-beda yaitu 2,5% (Morris dan Balloun,
1973), 5% (Williams et al., 1991), dan 6% (Cabel et al., 1988;
Kamal, 1985). Ketaren (2008) melakukan penelitian tentang
pemanfaatan limbah bulu ayam sebagai sumber protein ayam
pedaging dimana hidrolisat tepung bulu yang digunakan adalah
hasil fermentasi. Penggunaan hidrolisat tepung bulu ayam
sebanyak 5% menghasilkan tampilan produksi ayam broiler yang
baik (Ketaren, 2008).
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2.5 Keratin

Keratin terdiri atas sejumlah asam amino yang sebagian
besar adalah sistin, prolin, dan serin (Ward et al. 1955; Harrar dan
Woods 1963). Asam-asam amino berikatan saling silang
membentuk ikatan disulfide dan hidrogen (Kaluzewska et al.,
1991) menghasilkan serat protein yang keras, kuat, dan ringan
(Schmidt 2002; Poole et al., 2009). Protein serat keratin yang
terbentuk dari ikatan silang antara rantai-rantai asam amino yang
berdekatan dan rapat menyebabkan molekul air sukar menerobos
masuk sehingga keratin tidak larut di dalam air (hidrofobik)
(Ketaren, 2008). Struktur dan ikatan dalam keratin membuat
keratin sangat stabil dan resisten terhadap agen biokimia (Mazotto
et al., 2011) sehingga sulit didegradasi menggunakan protease
umum seperti tripsin, pepsin, dan papain (Mousavi et al., 2013;
Mabrouk, 2008).

N /
N-H 0o=cC
-------- Fommmmman R et SRR
o=cC N-H
N /
CH-CH,-5-S-CH,- CH -
/ N :
H-N C=0;
_________ L PO S sl
C=0 H-N
7/ N
Polyp!epllde Polypeptide

chain | chain 2

Gambar 2.1 Ikatan Sistin Disulfida Pada Keratin (Saravanan,
2012).
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Gambar 2.2 Struktur Protein Keratin. (a) struktur o helix keratin;
atom karbon berwarna abu-abu, nitrogen berwarna biru, gugus R
berwarna ungu dan hidrogen berwarna putih; kemudian (b) dua
struktur o helix membentuk ikatan dimer, struktur dimer
membentuk mikrofilamen, struktur mikrofilamen membentuk
mikrofibril keratin (VVoet dan Voet, 1998).

2.6 Mikroorganisme Keratinolitik Bacillus sp.

Mikroorganisme Keratinolitik merupakan mikroorganisme
yang mampu menghasilkan keratinase dan peptidase yang dapat
mendegradasi keratin (Mazotto et al., 2011). Mikroorganisme
keratinolitik terdiri atas beberapa spesies fungi seperti
Microsporum (Essien et al., 2009), Trichophyton (Anbu et al.,
2008), dan Actinomycetes (Bockle et al., 1995) serta beberapa
spesies bakteri seperti Bacillus (Cai dan Zheng, 2009; Macedo et
al., 2005; Pillai dan Archana, 2008) dan Streptomyces (Syed et
al., 2009). Sebagian besar jamur yang menghasilkan keratinase
bersifat patogen (Lin et al., 1992). Oleh karena itu, banyak
penelitian yang menggali potensi keratinase yang berasal dari
bakteri (Esawy, 2007).

Genus Bacillus spp. memiliki kemampuan dalam
menghasilkan enzim ektraseluler keratinase (Cai dan Zheng,
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2009; Macedo et al., 2005; Pillai dan Archana, 2008).
Keunggulan yang dimiliki oleh Bacillus adalah tingkat keamanan
dan kemampuan untuk mengeluarkan sejumlah besar keratinase
langsung ke dalam media (Agrahari dan Wadha, 2010). Bacillus
mampu menghasilkan keratinase karena memiliki Gen kerA
merupakan gen yang mengkode enzim Kkeratinase (Lin et al.,
1995). Adapun klasifikasi Bacillus spp. menurut Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (Holt dan Krieg, 2000) adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Divisio  : Firmicutes

Classis  : Bacilli

Ordo : Bacillales
Familia : Bacilaceae
Genus : Bacillus

Species  : Bacillus spp.

Genus Bacillus merupakan salah satu bakteri yang
mempunyai  berbagai macam kemampuan yang dapat
dikembangkan dalam skala industri. Bacillus memiliki potensi
untuk dikembangkan dalam industri bioteknologi karena
karakternya yang mampu hidup pada kisaran suhu yang luas,
membentuk spora, kosmopolit, tahan terhadap senyawa-senyawa
antiseptik, bersifat aerob atau fakultatif anaerob, memiliki
kemampuan enzimatik yang beragam, dan beberapa spesiesnya
mampu melakukan biodegradasi terhadap banyak senyawa
rekalsitran dan xenobiotik (Atlas dan Bartha, 1987)

Genus Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang menarik
karena tiap-tiap jenis mempunyai kemampuan yang berbeda-
beda, yaitu mampu mengdegradasi senyawa organik seperti
protein, pati, selulosa hidrokarbon dan agar, mampu
menghasilkan antibiotik, berperan dalam nitrifikasi dan
dentrifikasi, pengikat nitrogen, pengoksidasi  selenium,
pengoksidasi dan pereduksi mangan (Mn), bersifat khemolitotrof,
aerob atau fakutatif anaerob, asidofilik atau alkalifilik,
psikoprifilik, atau thermofilik (Claus dan Barkeley, 1986).
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2.7 Keratinase

Keratinase merupakan enzim ekstraselular yang dihasilkan
oleh mikroorganisme keratinolitik dan hanya diproduksi bila ada
substrat keratin (Kumar et al., 2008). Bakteri menghasilkan
keratinase kelompok protease serin sementara fungi yang
menghasilkan keratinase yang termasuk kelompok protease
aspartik (Lin et al., 1993). Keratinase termasuk dalam kelompok
hidrolase yang mampu menghidrolisis keratin lebih efisien
dibandingkan protease lainnya (Vigneshwaran et al., 2010;
Kanmani et al., 2011). Keratinase pada umumnya memiliki berat
molekul 20-50 kDa (Zang et al., 2009). Gen kerA merupakan gen
yang mengkode enzim keratinase (Lin et al., 1995).

Keratinase adalah enzim protease spesifik yang hanya dapat
mendegradasi keratin (Mazotto et al., 2011). Keratinase akan
menyerang ikatan disulfide untuk mendegradasi keratin
(Agrahari, 2013). Biodegradasi keratin menggunakan enzim
keratinase merupakan proses yang ramah lingkungan dan
memainkan peranan penting dalam aplikasi bioteknologi dan
industri seperti produksi pupuk, lem, film, dan foil (Zerdani et al.,
2004), alternatif penggunaan natrium sulfida dalam proses
dehairing di industri kulit (Alexander et al., 2005), dan deterjen
untuk menghilangkan regangan pada kain sehingga kain menjadi
lembut (Gessesse et al., 2002). Biodegradasi keratin dengan
enzim keratinase digunakan pula untuk memproduksi asam amino
yang langka seperti serin, sistein, dan prolin serta peptida
(Mousavi et al., 2013).

2.8 Optimasi Produksi Enzim Keratinase

Enzim Kkeratinase merupakan enzim ekstraseluler yang
diproduksi dalam fermentasi submerged dalam keadaan aerobik
(Ali et al., 2011). Produksi enzim keratinase diinduksi dengan
keberadaan substrat yang spesifik (Cheng et al., 1995) yaitu
substrat keratin seperti bulu ayam, tepung bulu, wol, bulu sapi
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yang dapat digunakan sebagai penginduksi (Kumar et al., 2008;
DeToni et al., 2002; Ignatova et al., 1999).

Enzim Kkeratinase diproduksi paling optimal dalam media
pengaya Feather Meal (FM) yang mengandung 10% tepung bulu
pada pH 7.5 dan suhu 30°C (Agrahari dan Wadha, 2010). Asam
amino esensial seperti treonin, valin, metionin, isoleucin, leusin,
lisin, histidin, dan tirosin diproduksi selama proses fermentasi
pada media FM (Ali et al., 2011).

2.9 Aktivitas Enzim Keratinase

Aktivitas keratinolitik enzim keratinase dipengaruhi oleh pH
dan suhu. Pada jangkauan pH asam hingga basa sekitar 3-9
aktivitas keratinase stabil dan aktif pada kondisi netral dan basa
(Agrahari, 2013). Aktivitas keratinase akan turun sebanyak 21%
dan 9% pada pH 3 dan pH 9 (Ali et al.,, 2011). Aktivitas
keratinase stabil pada jangkauan suhu 40°C hingga 80°C
(Agrahari, 2013). Aktivitas keratinase akan turun bila suhu
kurang dari 40 °C atau lebih dari 90°C (Ali et al., 2011).

Aktivitas keratinolitik dipengaruhi pula oleh beberapa ion
logam seperti Mg®, Ca®*, dan Ba*. lon-ion logam tersebut
diduga memiliki peranan penting dalam mempertahankan
konformasi aktif dari enzim. lon-ion logam dapat digunakan
untuk keperluan aplikasi dimana ion logam spesifik dapat
ditambahkan untuk meningkatkan ataupun menghambat aktivitas
enzim Keratinase (Agrahari, 2013).
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“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB Il
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2014
hingga bulan Juni 2015 di Laboraturium Mikrobiologi dan
Bioteknologi serta Laboraturium Zoologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut
Teknologi Sepuluh November.

3.2 Metode yang Digunakan
3.2.1 Produksi Enzim Keratinase oleh Bacillus sp.
3.2.1.1 Preparasai Tepung Bulu (Feather Meal)

Preparasi tepung bulu ayam (feather meal) dilakukan
berdasarkan metode Agrahari dan Wadha (2010) yang telah
dimodifikasi. Bulu ayam dicuci dengan menggunakan sabun dan
air hingga bersih lalu direbus selama 2-3 jam. Kemudian bulu
ayam dikeringkan menggunakan sinar matahari. Bulu ayam yang
telah kering selanjutnya dihancurkan dan dihaluskan sehingga
terbentuk tepung bulu ayam.

3.2.1.2 Peremajaan dan Aklimatisasi Bacillus sp.

Isolat Bacillus sp. yang digunakan dalam penelitian ini
adalah isolate Bacillus sp. SLII-1 koleksi Laboraturium
Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi
Sepuluh November. Peremajaan isolat Bacillus sp. dilakukan
dengan menggunakan media Nutrient Agar (NA) (Lampiran 1)
dan media Nutrient Broth (NB) (Lampiran 2).

Isolat Bacillus sp. dikultur pada media mengandung bulu
ayam agar Bacillus sp. teraklimatisasi tumbuh dengan
menggunakan keratin sebagai sumber karbon. Aklimatisasi
dilakukan dengan cara memindahkan 5 ml kultur Bacillus sp. dari
media NB kedalam 45 ml media Feather Meal Broth (FMB)
(Lampiran 3). Kultur diinkubasi selama 24 jam menggunakan

17



18

rotary shaker pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm.
Kemudian sebanyak 10 ml kultur Bacillus sp. dipindahkan dari
media FMB kedalam 90 ml media Feather Meal (FM) (Lampiran
4) dan diinkubasi selama 24 jam menggunakan rotary shaker
pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm. Lalu sebanyak 20 ml
kultur Bacillus sp. dipindahkan dari media FM lama kedalam 180
ml media FM baru dan diinkubasi selama 24 jam dengan rotary
shaker pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm.

3.2.1.3 Preparasi Starter Bacillus sp.

Starter Bacillus sp. dibuat dengan cara memindahkan
sebanyak 25 ml kultur Bacillus sp. dari media FM lama kedalam
225 ml media FM baru. Kultur diinkubasi menggunakan rotary
shaker pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 24-48
jam. Pertumbuhan Bacillus sp. diamati setiap 2 jam menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm. Isolat
Bacillus sp. pada fase eksponensial digunakan sebagai starter
fermentasi cair untuk memproduksi enzim keratinase.

3.2.1.4 Produksi dan Isolasi Enzim Keratinase

Enzim keratinase diperoleh melalui teknik fermentasi
oleh isolat Bacillus sp. SLII-l. Produksi enzim keratinase
dilakukan berdasarkan metode Anitha dan Eswari (2012). Starter
Bacillus sp. sebanyak 1 ml diinokulasi kedalam gelas Erlenmeyer
berisi 99 ml media FM. Biakan diinkubasi menggunakan rotary
shaker pada kecepatan 110 rpm dan suhu 37 °C. Isolasi enzim
keratinase dilakukan ketika kultur telah memasuki fase stasioner
dimana enzim keratinase telah terakumulasi secara maksimal di
dalam media kultur. Isolasi enzim dilakukan menggunakan
metode sentrifugasi pada kultur Bacillus sp. dengan kecepatan
3500 rpm selama 30 menit. Supernatan merupakan enzim kasar
keratinase yang akan diamati aktivitas dan kandungan proteinnya
serta dilakukan purifikasi.
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3.2.2 Purifikasi Enzim Keratinase Bacillus sp.

Purifikasi enzim keratinase dalam penelitian ini dilakukan
menggunakan metode presipitasi enzim dengan penambahan
ammonium sulfat (NH,),SO,. Penambahan garam ammonium
sulfat akan menyebabkan salting out dimana terjadi penarikan air
dari koloid protein akibat perubahan muatan listrik disekitar
protein. Peristiwa ini menyebabkan interaksi hidrofobik diantara
protein dan menurunkan kelarutan protein sehingga protein
termasuk protein enzim akan mengendap.

Purifikasi enzim keratinase dilakukan dengan cara
penambahkan ammonium sulfat padat (NH,),SO,4 kedalam larutan
enzim kasar keratinase sambil diaduk dengan menggunakan
magnetic stirrer hingga kejenuhan tertentu dimana untuk 20 ml
enzim kasar ditambahkan 2,40 g (NH,),SO, (tingkat kejenuhan O-
30% fraksi 1), 1,78 g (NH,),SO, (tingkat kejenuhan 30%-45%
fraksi 2), 1,87 g (NH,),SO, (tingkat kejenuhan 45%-60% fraksi
3), 1,96 g (NH,),SO, (tingkat kejenuhan 60%-75% fraksi 4), dan
2,07 g (NH,4)2SOq (tingkat kejenuhan 75%-90% fraksi 5). Larutan
enzim dan (NH,),SO, dibiarkan selama satu malam pada suhu
4°C. Larutan kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm
selama 20 menit. Supernatan digunakan untuk tahap fraksinasi
selanjutnya. Sementara itu, fraksi protein yang mengendap
dilarutkan dalam larutan penyangga fosfat (pH pH 7,0-7,2).
Fraksi-fraksi protein yang diperoleh akan diamati aktivitas dan
kandungan proteinnya.

3.2.3 Aktivitas dan Kandungan Protein Enzim Keratinase

Pengukuran aktivitas dan kandungan protein enzim
dilakukan untuk memastikan bahwa enzim yang diproduksi dan
diisolasi merupakan enzim keratinase. Pengukuran aktivitas dan
kandungan protein enzim dilakukan pada enzim kasar keratinase
dan fraksi-fraksi protein enzim keratinase yang telah dipurifikasi
parsial menggunakan ammonium sulfat.
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3.2.3.1 Aktivitas Enzim Keratinase

Tepung bulu sebanyak 1 gram dilarutkan dalam 160 ml
larutan penyangga fosfat (pH 7,0-7,2) (Lampiran 5). Kemudian
enzim keratinase sebanyak 0,16 ml ditambahkan kedalam larutan
dan reaksi diinkubasi pada suhu 50 °C selama 7200 detik. Larutan
didinginkan menggunakan air es pada suhu 0 °C lalu disaring
menggunakan kertas Whatman nomor 1. Filtrat yang diperoleh
merupakan protein larut air yang kadarnya ditentukan
menggunakan metode Bradford berdasarkan kurva standar Bovine
Serum Albumin (BSA) (Lampiran 6).

Kontrol dalam uji aktivitas enzim Kkeratinase adalah
tepung bulu sebanyak 1 gram yang dilarutkan dalam 160 ml
larutan penyangga fosfat (pH 7,0-7,2) tanpa penambahan enzim
keratinase. Aktifitas dalam penelitian ini didefinisikan sebagai
kemampuan keratinase menghidrolisis keratin menjadi protein
larut air sebanyak 1 mg tiap detik dibandingkan dengan kontrol.
Aktivitas keratinase ditentukan berdasarkan rumus berikut:

Unit

ADP/T
Aktivitas (—) = x DF
ml

%4

Keterangan:

ADP = Jumlah protein terlarut dibandingkan kontrol (mg)
T = Waktu inkubasi (detik)

V = Volume enzim keratinase (ml)

DF = Faktor pengenceran

3.2.3.2 Kadar Protein Enzim Keratinase

Pengukuran kadar protein enzim keratinase dalam
penelitian ini dilakukan berdasarkan metode Bradford (1967)
berdasarkan kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA). Prinsip
metode ini adalah pembentukan ikatan antara zat warna
Coomassie Brilliant Blue G-250 dengan protein sehingga dapat
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diukur nilai Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 595 nm.

Reagen Bradford dibuat dengan melarutkan 100 mg
coomasie brilian blue (CBB) G-250 kedalam 50 ml etanol 95 %
dan ditambahkan 100 ml asam fosfor 85 %. Larutan dilarutkan
dengan akuades hingga volume akhir mencapai 1 liter.

Larutan standar protein dibuat dengan menimbang Bovine
Serum Albumin (BSA) dan dilarutkan dalam H,O sehingga
diperoleh larutan standar BSA dengan berbagai konsentrasi (w/v).
Larutan BSA sebanyak 0.1 ml yang akan diuji ditambahkan 5 ml
reagen Bradford. Larutan dihomogenkan menggunakan vortex
dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi dibuat dalam
bentuk kurva standar dengan persamaan y = ax + b, dimana y
adalah nilai absorbansi dan x adalah nilai konsentrasi protein
standar BSA.

Uji kadar protein enzim keratinase dilakukan dengan cara
mereaksikan enzim keratinase sebanyak 0,1 ml dengan reagen
Bradford sebanyak 5 ml. Larutan dihomogenkan menggunakan
vortex dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 595 nm. Kadar protein enzim dapat
ditentukan berdasarkan persamaan kurva standar BSA (Bovine
Serum Albumine) yang telah dibuat sebelumnya.

3.2.4 Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu Ayam

Modifikasi enzimatik limbah bulu ayam dilakukan dengan
cara mereaksikan secara langsung tepung bulu dan berbagai
volume enzim Kkeratinase. Tepung bulu ayam sebanyak 1 gram
dilarutkan kedalam 160 ml larutan penyangga fosfat (50 mM, pH
7.0). Kemudian enzim keratinase (0,04 ml, 0,08 ml, 0,12 ml, 0,16
ml, dan 0,20 ml) ditambahkan kedalam larutan. Reaksi diinkubasi
pada suhu 50 °C selama 7200 detik. Larutan didinginkan
menggunakan air es pada suhu 0 °C lalu disaring menggunakan
kertas Whatman nomor 1. Filtrat yang diperoleh merupakan
protein larut air yang kadarnya ditentukan menggunakan metode
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Bradford berdasarkan kurva standar Bovine Serum Albumin
(BSA) (Lampiran 6).

Kondisi optimum antara volume enzim dan substrat yang
menghasilkan kadar protein terlarut paling tinggi diaplikasikan
dalam memodifikasi secara enzimatik limbah bulu ayam dan
mengkonversinya menjadi sumber protein alternative dalam
pakan ternak. Konversi menjadi pakan ternak dilakukan dengan
menggunakan metode Poovendran et al. (2011) dimana larutan
tepung bulu yang telah direaksikan dengan enzim dipanaskan
hingga mendidih. Cairan akan menguap dan yang tersisa adalah
tepung bulu yang digunakan sebagai sumber protein pada pakan
ternak.

3.2.5 Kadar Protein Terlarut

Uji kadar protein terlarut dilakukan dengan cara
mereaksikan sampel sebanyak 0.1 ml dengan reagen Bradford
sebanyak 5 ml. Larutan dihomogenkan menggunakan vortex dan
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 595 nm. Kadar protein enzim dapat
ditentukan berdasarkan persamaan kurva standar BSA (Bovine
Serum Albumine) yang telah dibuat sebelumnya.

3.2.6 Perlakuan Pemberian Pakan Ayam Broiler

Pada penelitian ini digunakan bibit ayam broiler (DOC/
Day Old Chick) yang tidak dibedakan jenis kelaminnya (unsex).
Kandang yang digunakan adalah kandang litter sebanyak 6 petak
dengan ukuran tiap petak 70 x 70 x 60 cm. Setiap petak kandang
diisi 5 ekor ayam sehingga terdapat 30 ekor DOC yang dipelihara
dan diberi perlakuan pakan penelitian selama 4 minggu.

Formulasi perlakuan pakan penelitian terdiri atas beberapa
jenis sumber protein antara lain tepung bungkil kedelai, tepung
ikan, dan tepung bulu ayam. Tekstur pakan penelitian adalah
tepung (mash) yang telah dikarakterisasi meliputi analisa kadar
air, analisa kadar abu, analisa kadar lemak, analisa kadar protein,
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dan analisa kadar karbohidrat. Komposisi dan kadar nutrisi pakan
penelitian ditunjukan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Komposisi dan Kadar Nutrisi Pakan Ayam Broiler

Bahan Pakan P1 P2 P3
Jagung Kuning (%) 55 55 55
Dedak (%) 3 3 3
Tep. Bungkil Kedelai (%)’ 42 37 37
Tep. Ikan (%)° 0 5 0
Tep. Bulu Ayam (%)’ 0 0 5
Protein (%) 27,95 28,15 29,35
Lemak (%) 2,77 2,82 2,79
Energi (Kkal/Kg) 3336,76 3297,01 3342,69

Sumber: 1. Murtidjo (1987)
2. Tamalludin (2014)

3. Analisa Laboraturium

3.2.7 Pengamatan Penampilan Produksi Ayam Broiler

3.2.7.1 Konsumsi Pakan Ayam Broiler

Konsumsi pakan ayam broiler setiap minggu bertambah
sesuai dengan pertambahan bobot badan. Perhitungan konsumsi
pakan broiler dilakukan dengan mengukur jumlah pakan yang
dikonsumsi dan dibagi dengan total ayam dalam 1 minggu.

Konsumsi Pakan Ayam Broiler =

Konsumsi Pakan Akumulatif (g)

Jumlah Ayam Broiler <

ekor )

minggu

3.2.7.2 Pertambahan Bobot Badan (PBB) Ayam Broiler
Pengukuran bobot ayam broiler dilakukan dengan cara

menimbang ayam setiap minggu. Pertambahan bobot badan

diperoleh dari bobot badan akhir dikurangi dengan bobot badan

awal.

Pengukuran Bobot Ayam =

Berat Total Ayam (g)

Jumlah Ayam Broiler (Ekor)
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PBB = Bobot Awal (ﬁ) — Bobot Alchir (elfor)

3.2.7.3 Konversi Pakan Ayam Broiler

Konversi pakan ayam broiler (Feed Conversion Ratio/
FCR) merupakan perbandingan konsumsi akumulatif ayam tiap
minggu dengan pertambahan bobot badan yang dicapai.
Perhitungan FCR dilakukan tiap minggu.

. . g9
FCR = Konsumsi Pakan Akumulatif (ekor)

Pertambahan Berat Badan (e kgor)

3.3 Rancangan Penelitian dan Analisa Data

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 Perlakuan dan 2 ulangan
sehingga dihasilkan 6 unit percobaan. Masing-masing unit
percobaan terdiri atas 5 ekor ayam broiler sebagai hewan coba.
Pemberian pakan perlakuan antara lain:

P1 : Pakan tanpa tepung bulu (0%) + 42% tepung bungkil
kedelai (kontrol 1)

P2 : Pakan tanpa tepung bulu (0%) + 37% tepung bungkil
kedelai + 5% tepung ikan (kontrol 2)

P3 : Pakan dengan tepung bulu 5% + 37% tepung bungkil
kedelai

Data yang diperoleh dari perlakuan pakan adalah
penampilan produksi ayam broiler meliputi konsumsi pakan
(o/ekor), pertambahan bobot badan (g/ekor), dan konversi pakan.
Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan prosedur
analisis ragam (Analysis of Variance /ANOVA) dengan taraf
signifikansi 5%. Jika hasil analisis menunjukkan pengaruh yang
berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan dengan
tingkat kepercayaan 95%.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Produksi dan Isolasi Enzim Keratinase

Produksi enzim keratinase dilakukan melalui teknik
fermentasi oleh isolat Bacillus sp. SLII-I pada media feather meal
(FM) yang mengandung bulu sebagai sumber karbon yang berupa
keratin. Hasil fermentasi oleh isolat Bacillus sp. SLII-I pada
media FM menunjukan adanya perubahan secara visual pada
tekstur bulu yang menjadi lembut dan warna bulu menjadi putih
kekuningan setelah 24 jam inkubasi (Gambar 4.1) serta
menimbulkan bau (aroma) khas yang menyengat. Perubahan
tekstur terjadi akibat adanya hidrolisis protein sehingga
membentuk tekstur halus dan remah (Deliani, 2008). Sedangkan,
perubahan warna terjadi akibat adanya reaksi pencoklatan
(browning) yang disebabkan aktifitas bakteri penghasil enzim
oksidasi (Winarno, 2002). Degradasi protein dapat menghasilkan
pepton, asam amino, unsur N serta komponen yang dapat
menimbulkan bau busuk seperti NHz dan H,S (Deliani, 2008).

Gambar 4.1 Fermentasi Bulu Ayam oleh isolat Bacillus sp. SLII-I
pada media FM. A: Bulu Ayam Tanpa Fermentasi; B: Bulu Ayam
setelah 24 Jam Fermentasi

Setelah produksi enzim Kkeratinase melalui fermentasi,
dilakukan isolasi enzim keratinase. Kurva pertumbuhan
diperlukan untuk mengetahui waktu yang tepat untuk isolasi
enzim keratinase. Kurva pertumbuhan Isolat Bacillus sp. SLII-I

25
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pada media FM (Gambar 4.2) terdiri atas fase lag yang
merupakan waktu adaptasi dari bakteri terhadap medium yang
baru dilanjutkan dengan fase eksponensial yang dimana terjadi
pertumbuhan mikroorganisme yang cepat akibat melimpahnya
jumlah nutrisi. Fase stasioner merupakan fase selanjutnya yang
dicirikan ~ dengan  hampir tidak adanya pertumbuhan
mikroorganisme karena nutrisi pada medium mulai menipis dan
akumulasi produk sisa yang dapat menghambat pertumbuhan
(Madigan et al., 2012).

Gambar 4.2 Profil Pertumbuhan Isolat Bacillus SLII-I pada Media
FM Produksi Enzim Keratinase

Pada Gambar 4.2 tampak fase lag terjadi dari jam ke-0
hingga jam ke-2 dan berlangsung singkat sebab inokulum
Bacillus sp. SLII-I yang digunakan sebagai starter sebelumnya
telah teraklimatisasi melakukan biosintesis keratinase (Lampiran
7). Fase eksponensial terjadi dari jam ke-2 hingga jam ke-14.
Pada fase ini terjadi pertumbuhan isolat Bacillus sp. SLII-I
dengan memanfaatkan satu-satunya sumber karbon berupa keratin
yang dihidrolisis menggunakan enzim keratinase. Fase
eksponensial yang panjang menyebabkan akumulasi enzim
keratinase semakin banyak. Pada jam ke-14 kultur mulai
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memasuki fase stasioner. Pada fase stasioner tingkat pertumbuhan
dan kematian Bacillus sp. SLII-I seimbang sehingga tidak
terdapat pertumbuhan mikroorganisme. Produksi maksimum
keratinase terjadi pada jam ke-14 ditunjukan dengan peningkatan
pertumbuhan Bacillus sp. SLII-I yang tinggi. Selama fase
stasioner terjadi kenaikan dan penurunan populasi Bacillus sp.
SLII-I secara berulang-ulang. Hal ini diduga berkaitan dengan
pengaktifan gen kerA yang merupakan gen pengkode enzim
keratinase (Lin et al., 1995) yang akan diinduksi bila tersedia
substrat spesifik keratin keratin (Kumar et al., 2008). Pengaktifan
gen kerA akan menghasilkan enzim ektraseluler keratinase yang
menghidrolisis keratin guna memenuhi kebutuhan sumber nutrisi
karbon yang mulai menipis. Ketika kultur telah memasuki fase
stasioner, isolasi enzim keratinase dilakukan sebab enzim
keratinase terakumulasi secara maksimal di dalam media kultur.
Hal ini sesuai dengan pernyataan Anitha dan Eswari (2012) yang
menyatakan bahwa produksi enzim keratinase meningkat ketika
memasuki fase stasioner. Isolasi enzim keratinase dilakukan
menggunakan teknik sentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm
selama 30 menit dimana terbentuk lapisan supernatan yang
merupakan enzim keratinase kasar dan natan yang merupakan
pelet Bacillus sp. akibat gaya sentrifugal.

4.2 Aktivitas dan Kandungan Protein Enzim Keratinase
Enzim merupakan molekul protein fungsional yang memiliki
fungsi sebagai biokatalisator (Nelson dan Cox, 2004). Keratinase
termasuk kelompok enzim kelas hidrolase yang mampu
menghidrolisis Kkeratin lebih efisien dibandingkan protease
lainnya (Vigneshwaran et al., 2010; Kanmani et al., 2011).
Hidrolisis keratin oleh keratinase menghasilkan asam amino dan
peptida (Mousavi et al., 2013) yang memiliki sifat larut air.
Enzim keratinase kasar yang diproduksi oleh isolat Bacillus
SLII-I memiliki aktivitas keratinolitik sebesar 2,08 (mg/detik)/ml
sementara kandungan proteinnya sebesar 6,6 mg/ml. Purifikasi
parsial pada enzim keratinase kasar dilakukan dengan metode
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presipitasi menggunakan penambahan garam ammonium sulfat
pada berbagai tingkat kejenuhan sehingga menghasilkan fraksi-
fraksi protein. Keratinase yang diperoleh setelah purifikasi adalah
enzim yang lebih murni dengan aktivitas lebih tinggi
dibandingkan dengan sebelum dilakukan purifikasi sebab tujuan
utama dari pemurnian protein adalah untuk meningkatkan
fungsional dari protein tersebut (Atmaja et al., 2013). Presipitasi
enzim menggunakan ammonimum sulfat pada penelitian ini
menghasilkan aktivitas dan kandungan protein tertinggi yaitu
masing-masing sebesar 33,02 (mg/detik)/ml dan 20 mg/ml pada
fraksi pemurnian 75-90% (Lampiran 8).

4.3 Tingkat Kadar Protein Terlarut Modifikasi Enzimatik

Limbah Bulu Ayam

Limbah bulu ayam yang belum diolah memiliki kadar
protein kasar sebesar 98,68% (Supryadi et al., 2000). Protein bulu
ayam tergolong keratin yang memiliki daya cerna rendah (Joshi et
al., 2007). Enzim Kkeratinase berperan dalam menghidrolisis
keratin dan menghasilkan asam amino dan peptida (Mousavi et
al., 2013) yang secara tidak langsung mampu meningkatkan daya
cerna dari limbah bulu ayam (Lee et al., 1991).

Modifikasi enzimatik limbah bulu ayam dilakukan dengan
mereaksikan secara langsung enzim keratinase dan tepung bulu
ayam yang telah dilarutkan dalam larutan penyangga fosfat.
Keratinase akan menghidrolisis keratin melalui pemutusan ikatan
hidrogen dan disulfida sehingga menghasilkan asam amino dan
peptida yang merupakan protein larut air yang siap diserap oleh
tubuh (Ketaren, 2008). Peningkatan kadar protein terlarut hasil
modifikasi enzimatik limbah bulu ayam ditunjukan pada Gambar
4.3.

Peningkatan kadar protein larut air tertinggi sebesar 22,06%
terjadi pada inkubasi tepung bulu sebanyak 1 gram dengan
keratinase sebanyak 0,16 ml. Hal tersebut diduga merupakan
kondisi optimum dimana jumlah enzim keratinase sebanding
dengan substrat keratin sehingga mampu menghidrolisis keratin
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secara optimum dan menghasilkan kadar protein terlarut paling
tinggi dibandingkan dengan perlakuan lain. Gaman dan
Sherrington (1992) menyatakan bahwa semakin banyak ikatan
sistin disulfide dari keratin yang dapat diputuskan menjadi ikatan
peptida sederhana selama proses hidrolisis maka semakin banyak
pula protein yang dapat diserap oleh tubuh dan menghasilkan
pertumbuhan. Kondisi optimum antara keratinase dan tepung bulu
diaplikasikan dalam tahap modifikasi enzimatik limbah bulu yang
akan dikonversi menjadi sumber protein alternatif dalam pakan
ternak.

; SN

Paningleitin Kailar Prodein Terbirnt (%)

0,0-—2,0
Keratinase (ml)

Gambar 4.3 Peningkatan Kadar Protein Terlarut Modifikasi
Enzimatik Limbah Bulu Ayam

44 Uji Biologis Pakan Ayam Terhadap Penampilan

Produksi Ayam Broiler

Pakan merupakan salah satu unsur yang berpengaruh penting
terhadap tampilan produksi ayam broiler dimana pakan yang
berkualitas akan memberikan konversi pakan yang baik dan
pertumbuhan yang cepat (Tamalludin, 2014). Tampilan produksi
ayam broiler meliputi konsumsi pakan, pertumbuhan, dan
konversi pakan (Rasyaf, 2002).
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Konsumsi pakan dan pertumbuhan ayam broiler selama
masa penelitian ditunjukkan pada Gambar 4.4 Konsumsi pakan
dan pertumbuhan menunjukan peningkatan dari minggu ke-0
hingga minggu ke-4. Hal ini sesuai dengan pernyataan Fadilah
(2004) yang menyatakan bahwa konsumsi pakan ayam selalu
meningkat dari minggu ke minggu. Peningkatan ini terjadi karena
umur ayam bertambah dan membutuhkan suplai energi lebih
banyak. Energi yang dikonsumsi oleh ayam digunakan untuk
pertumbuhan  jaringan tubuh, produksi, aktivitas, dan
mempertahankan temperatur tubuh normal (Wahyu, 1992).

Gambar 4.4 Konsumsi Pakan dan Pertumbuhan Ayam Broiler (G.
domesticus) Selama Masa Penelitian

Ayam broiler dengan perlakuan pakan tepung bulu (P3)
menunjukan tingkat konsumsi pakan yang rendah pada minggu
ke-1 dan minggu ke-2 lalu meningkat pada minggu ke-3 melebihi
tingkat konsumsi ayam broiler dengan perlakuan pakan tepung
bungkil kedelai (P1). Hal ini disebabkan ayam broiler perlu
beradaptasi dengan pakan yang mengandung tepung bulu dan
memiliki tektur dan rasa berbeda dari pakan komersial yang
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diberikan sebelumnya. Ketika jenis pakan diganti secara tiba-tiba,
nafsu makan ayam akan menurun dan pertumbuhan akan
terhambat (Kartasudjana dan Suprijatna, 2006).

Pada Gambar 4.4 tampak adanya korelasi antara konsumsi
pakan dan pertumbuhan ayam. Ayam broiler yang diberi
perlakuan pakan tepung ikan (P2) menunjukan pertumbuhan yang
lebih cepat. Hal ini disebabkan ayam broiler mengkonsumsi
pakan yang lebih banyak dibandingkan dengan perlakuan pakan
tepung bungkil kedelai (P1) dan tepung bulu ayam (P3).
Konsumsi pakan mencerminkan jumlah nutrien yang masuk
kedalam tubuh (Rasyaf, 1994). Pakan pakan dengan kandungan
energi dan protein lebih tinggi akan menghasilkan efisiensi pakan
yang lebih tinggi dibandingkan dengan pakan yang mengandung
nutrisi lebih rendah (Tamalludin, 2014).

Hasil uji statistika Anova-oneway pada tingkat 95% dengan
uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test yang disajikan pada
Tabel 4.1 menunjukan terdapat pengaruh nyata (P<0,05)
perlakuan pakan dengan berbagai jenis sumber protein (P1, P2,
dan P3) terhadap konsumsi pakan dan pertambahan berat badan.
Perlakuan pakan tepung bungkil kedelai (P1) memberikan
pengaruh konversi pakan berbeda nyata (P<0,05) dari pakan
perlakuan tepung ikan (P2) dan tepung bulu ayam (P3). Akan
tetapi, perlakuan pakan tepung ikan (P2) memiliki pengaruh
konversi pakan yang tidak berbeda nyata (P>0,05) dari perlakuan
pakan tepung bulu (P3).

Tabel 4.1 Pengaruh Pakan terhadap Tampilan Produksi Ayam Broiler

Konsumsi Pertambahan Konversi
Perlakuan Pakan (gram Berat Badan
Pakan
/ekor) (gram/ekor)
Kontrol 1: 42%
bungkil kedelai 983,6" 232,6% 4,27°
(P1)
Kontrol l: 5%
tepung ikan + 2244,3° 1203,0¢ 1,86"
37% bungkil
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kedelai (P2)

Tepung bulu 5%
+ 37% bungkil 1194,8° 567,0° 2,11°
kedelai (P3)
Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukan pengaruh yang berbeda
nyata (P<0,05) antar perlakuan.

Ayam yang diberi perlakuan pakan tepung ikan (P2)
menunjukan konsumsi pakan tertinggi sebesar 2244, 3 gram/ekor.
Ayam dengan perlakuan pakan tepung bulu ayam (P3) konsumsi
pakan sebesar 1194,8 gram/ekor. Sedangkan, ayam yang diberi
perlakuan pakan tepung bungkil kedelai (P1) menunjukan
konsumsi pakan terendah sebesar 983,6 gram/ekor. Tingkat
konsumsi pakan yang berbeda ini dipengaruhi oleh keseimbangan
kandungan zat-zat makanan dalam pakan (Ketaren, 2008).
Konsumsi pakan menurun sesuai dengan penurunan protein kasar
dan tingkat ketidakseimbangan asam amino esensial (Burman dan
Burgess, 1986; Trisiwi et al., 2004; Ketaren, 2008).

Ayam broiler dengan perlakuan pakan tepung ikan (P2)
memiliki tingkat konsumsi yang tinggi sebab tepung ikan
memiliki kualitas protein dan asam yang lebih baik dibandingkan
dengan tepung bungkil kedelai dan tepung bulu ayam. Tepung
ikan mengandung asam amino esensial lisin dan metionin yang
tinggi (Rahman, 2002) sedangkan tepung bungkil kedelai
memiliki asam amino metionin (Ketaren, 2008) yang rendah.
Tepung bulu ayam kaya akan kandungan asam amino leusin,
isoleusin, dan valin yang tinggi namun kandungan asam amino
triptofan dan metionin rendah (Ketaren, 2008). Metionin
merupakan asam amino pembatas utama pada unggas, lisin
sebagai asam amino pembatas kedua, dan treonin sebagai
pembatas ketiga (Trisiwi et al., 2004). Kekurangan salah satu
unsur asam amino esensial akan mengakibatkan konsumsi pakan
yang rendah dan pertumbuhan yang terhambat.

Ayam broiler yang diberi perlakuan pakan tepung ikan (P2)
menunjukan pertambahan berat bada tertinggi sebesar 1203,0
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gram/ekor. Hal ini disebabkan tingginya tingkat konsumsi pakan
ayam broiler yang mencapai 2244, 3 gram/ekor. Konsumsi pakan
yang tinggi menyebabkan lebih banyak protein dan energi yang
tersedia untuk pertumbuhan. Pertumbuhan ayam broiler sangat
dipengaruhi oleh protein (Anggorodi, 1994) dimana pakan dengan
kadar protein tinggi mendukung pertumbuhan yang cepat
(Amrullah, 2004). Pakan perlakuan tepung bungkil kedelai (P1)
dan tepung bulu ayam (P2) memberikan pengaruh yang lebih
rendah dibandingkan dengan perlakuan pakan tepung ikan (P2)
karena ayam broiler mengkonsumsi pakan lebih sedikit sehingga
energi dan protein yang masuk kedalam tubuh untuk keperluan
pertumbuhan rendah.

Pertumbuhan dipengaruhi oleh kualitas protein dalam pakan.
Kualitas protein pada daasarnya ditentukan oleh komposisi asam
amino dan daya serapnya. Hasil analisis nutrisi (Lampiran 9)
menunjukan bahwa tepung bungkil kedelai memiliki kadar
protein yang paling rendah sebesar 54,0% sehingga menyebabkan
pertumbuhan yang paling rendah. Sementara itu, tepung bulu
ayam memiliki kadar protein paling tinggi sebesar 82,0% namun
tidak menghasilkan pertumbuhan yang cukup baik. Hal ini
disebabkan oleh kandungan protein keratin yang memiliki daya
serap yang rendah sehingga tidak menghasilkan pertumbuhan
ayam yang optimum. Tepung ikan memiliki kadar protein sebesar
57,9%. namun mampu menghasilkan pertumbuhan paling besar
karena tepung ikan diduga memiliki daya serap yang lebih tinggi
dibandingkan dengan tepung bulu ayam. Daya serap protein
pakan yang rendah menyebabkan ayam tidak tumbuh dengan
normal akibat pertambahan berat badan yang menurun (Siregar et
al., 1989).

Konversi pakan merupakan tolak ukur utama dalam
menentukan keberhasilan produksi ayam broiler (Tamalludin,
2014). Pakan perlakuan tepung bungkil kedelai (P1) memberikan
pengaruh konversi pakan terendah sebesar 4,27. Hal ini
disebabkan oleh jumlah konsumsi pakan yang tinggi dan
rendahnya pertambahan berat badan. Ayam broiler kurang
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mampu menggunakan pakan tepung bungkil kedelai (P1) secara
efisien untuk pertumbuhan. Sementara itu, perlakuan pakan
tepung ikan (P2) memberikan pengaruh konversi pakan terbesar
sebesar 1,86. Hal ini disebabkan jumlah konsumsi pakan yang
tinggi namun diiringi pula dengan pertambahan berat badan yang
tinggi. Hal ini menyebabkan konversi pakan sesuai standar yang
anda. Menurut Tamalludin (2014) nilai FCR (food convertion
ratio) yang ideal untuk pemeliharaan ayam pedaging hingga umur
35 hari adalah 1,736.

Perlakuan pakan tepung bulu (P3) menunjukan pengaruh
konversi pakan sebesar 2,11 yang secara statistik menunjukan
tingkat efisiensi pakan terhadap pertambahan berat badan yang
sama dengan perlakuan pakan tepung ikan (P1). Konversi pakan
yang tinggi ini dipengaruhi oleh kandungan zat gizi dalam pakan
yang baik dan efisien dimana kandungan zat gizi tersebut diserap
oleh tubuh dan diekspresikan dengan pertambahan berat badan
(Ketaren, 2008). Akan tetapi, ayam broiler dengan perlakuan
pakan tepung bulu (P3) memiliki nilai pertambahan berat badan
yang rendah dibandingkan dengan perlakuan pakan mengandung
protein tepung ikan. Hal ini disebabkan ayam Dbroiler
mengkonsumsi pakan yang lebih rendah pula sehingga protein
dan energi yang tersedia untuk pertumbuhan rendah pula meski
menghasilkan nilai konversi pakan yang baik dan tidak berbeda
nyata dengan perlakuan pakan tepung ikan (P2). Perbedaan
tingkat konsumsi pakan ini diduga disebabkan oleh tekstur, rasa,
dan aroma dari tepung bulu yang kurang disukai oleh ayam
broiler sehingga konsumsi pakan menjadi rendah. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Anggorodi (1985) yang menyatakan ada
pengaruh tingkat kesukaan makan (palatibilitas) terhadap
konsumsi pakan dan pertambahan berat badan, sehingga secara
tidak langsung mempengaruhi konversi pakan.



BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Bacillus sp. SLII-I dapat menghasilkan enzim keratinase
kasar dengan aktivitas enzim 2,08 (mg/detik)/ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22,06%. Penggunaan tepung bulu ayam hingga 5% dalam pakan
mampu menggantikan sumber protein konvensional tepung
bungkil kedelai dengan tampilan produksi ayam broiler yang
lebih tinggi namun belum dapat menggantikan sumber protein
konvensional tepung ikan yang menghasilkan pertumbuhan dan
konsumsi pakan yang lebih tinggi. Pakan mengandung tepung
bulu ayam memiliki efisiensi pakan yang sama dengan pakan
mengandung tepung ikan dalam menghasilkan pertumbuhan.

5.2 Saran

Formulasi pakan ayam broiler sebaiknya memiliki nilai
protein dan asam amino seimbang agar tampilan produksi ayam
broiler baik. Protein nabati tidak mengandung asam amino yang
lengkap sehingga perlu dikombinasikan dengan sumber protein
hewani untuk menghasilkan asam amino yang sesuai dengan
kebutuhan ayam. Penggunaan tepung bulu ayam sebagai sumber
protein dalam pakan memerlukan kombinasi dengan bahan pakan
sumber protein lain seperti tepung ikan untuk menghasilkan nilai
konsumsi pakan dan pertumbuhan yang sesuai standar.
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Limbah Bulu Ayam Sebagai Pakan Ternak Kaya Nutrisi”.



LAMPIRAN
Lampiran 1. Media Nutrient Agar (NA)

Pembuatan Media NA 1 L dilakukan dengan cara sebagai berikut:
1. Nutrient Agar (NA) sebanyak 20 gram dilarutkan dalam 1
liter akuades kemudian dipanaskan hingga suhu 100°C
sambil diaduk menggunakan magnetic stirer sampai larut.
2. NA sebanyak 5 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi
kemudian ditutup dengan sumbat dan disterilkan
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C
dan tekanan 1,5 atm.
3. Tabung berisi NA yang telah steril diletakkan dalam
posisi miring dan dibiarkan memadat
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Lampiran 2. Media Nutrient Broth (NB)

Pembuatan Media NB 1 L dilakukan dengan cara sebagai berikut:

1. Nutrient Broth (NB) sebanyak 13 gram dilarutkan dalam
1 liter akuades dan dipanaskan hingga suhu 100°C sambil
diaduk menggunakan magnetic stirer sampai larut.

2. NB dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer kemudian
ditutup dengan sumbat dan disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan
1,5 atm.
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Lampiran 3. Media Feather Meal Broth (FMB)

Pembuatan Media FMB 1 L dilakukan dengan cara sebagai
berikut:

1. Beef extract 3 gram, NaCl, 0,5 gram, K,HPO, 0,3
gram, KH,PO, 0,4 gram and tepung bulu 10 gram
dilarutkan dalam 1 liter akuades dan dipanaskan
hingga suhu 100°C sambil diaduk diatas magnetic
stirer sampai larut. Medium pH 7.0 diatur dengan
penambahan HCL dan NaOH.

2. NB dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer kemudian
ditutup dengan sumbat dan disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan
tekanan 1,5 atm.
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Lampiran 4. Media Feather Meal (FM)

Pembuatan Media FM 1 L dilakukan dengan cara sebagai berikut:
1. NacCl, 0,5 gram, K;HPO, 0,3 gram, KH,PO, 0,4 gram and
tepung bulu 10 gram. Medium pH 7,5. Dilarutkan dalam
1 liter akuades dan dipanaskan hingga suhu 100°C sambil

diaduk diatas magnetic rlenme sampai larut.

2. NB dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer kemudian
ditutup dengan sumbat dan disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan
1,5 atm
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Lampiran 5. Larutan Penyangga Fosfat (pH 7,0-7,2)

Pembuatan Larutan Penyangga Fosfat (pH 7,0-7,2) dilakukan
dengan cara sebagai berikut:
1. Stok buffer basa Na,HPO, 0,067 M dibuat dengan cara
melarutkan 9,5 gram Na,HPO,dalam 1 liter akuades.
2. Stok buffer asam NaH,PO, 0,067 M dibuat dengan cara
melarutkan 9,2 gram NaH,PO,dalam 1 liter akuades.
3. Larutan penyangga fosfat pH 7,0-7,2 dibuat dengan
mencampurkan buffer basa Na,HPO, 0,067 M sebanyak
61 ml dan buffer asam NaH,PO, 0,067 M sebanyak 39 ml
lalu dilarutkan dalam900 ml akuades.
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Lampiran 6. Kurva Standar Bovine Serum Albumin
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Lampiran 7. Kurva Pertumbuhan Isolat Bacillus SLII-I Pada
Media FM Starter

Kurva Pertumbuhan Isolat Bacillus SLII-I Pada
Media FM Starter
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Lampiran 8. Tabel Pengamatan Aktivitas dan Kandungan Protein Enzim Keratinase

1. Aktivitas Keratinase

Absorbansi . Protein Terlarut Uji Aktivitas Enzim
Rata-rata Absorbansi - -

Ul U2 U3 (mg/ml) (mg/detik)/ml enzim

Kontrol 0,003 | 0,004 | 0,005 0,00 1,20 1,04
Enzim Kasar 0,018 | 0,017 | 0,014 0.02 3,67 3,19
Fraksi | 0,011 | 0,009 | 0,008 0,01 2,27 1,97
Fraksi Il 0,157 | 0,158 | 0,158 0,16 31,93 27,75
Fraksi 111 0,186 | 0,187 | 0,189 0,19 37,87 32,90
Fraksi IV 0,181 | 0,184 | 0,184 0,18 37,00 32,15
Fraksi V 0,193 | 0,196 | 0,194 0,19 39,27 34,12

2. Kandungan Protein Keratinase
U1 szbsorbanm 03 Kandungan Protein (mg/ml)

Enzim Kasar 0,031 0,031 0,031 6,60
Fraksi | 0,017 0,011 0,019 4,20
Fraksi Il 0,022 0,025 0,034 7,20
Fraksi 111 0,118 0,115 0,0107 2,54
Fraksi IV 0,061 0,051 0,045 9,40
Fraksi V 0,1 0,099 0,095 19,40
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Lampiran 9. Analisa Kadar Nutrisi Bungkil Kedelai, Tepung Ikan, dan Tepung Ikan

N Tepung Ikan Tepung Bupgkil Tepung Bulu
Kadar Nutrisi Rata Kedelai Rata Ayam Rata
Ul uz2 Ul uz2 Ul uz2
Air (%) 17,4 18,8 18,1 12,5 12,7 12,6 12,9 13,3 13,1
Abu (%) 21,7 21,1 21,4 6,2 6,2 6,2 3,3 3,0 3,2
Protein (%) 58,1 57,7 57,9 53,9 54,1 54,0 82,1 81,9 82,0
Lemak (%) 2,4 2,4 2,4 15 1,3 1,4 1,7 1,8 1,7
Karbohidrat (%) 0,4 0,0 0,2 25,9 25,7 25,8 0,0 0,0 0,0
Energi (Kkal/kg) 2558,4 | 2522,1 | 2540,3 3324,9 3309,7 | 3317,3 | 3433,0 | 3438,8 | 3435,9
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Lampiran 10. Tabel Pengamatan Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu Ayam

1. Studi Pendahuluan untuk Menentukan Enzim dengan Aktivitas Tinggi

Enzim | Bulu | Buffer Absorbansi Protein Uji Aktivitas Enzim Peningkatan Kadar Protein
() © (ml) oL T oz T uz | R® | Terarut o/detikyml ezim) Terlarut (%)
000 | 100| 16000 | 023| 023| 023 0,23 45,80 0,00 0,00
0,20 1,00 | 160,00 | 025 | 025 | 0,26 0,25 51,00 2,89 11,35
040 | 100 | 16000 | 027 | 027 | 026 0,27 53,60 1,09 17,03
060 | 100 | 16000 | 026 | 026 | 027 0,26 53,20 0,47 16,16
0,80 | 1,00 | 16000 | 027 | 027 | 027 0,27 54,80 0,31 19,65
1,00 | 100 | 160,00 | 025 | 026 | 025 0,25 51,20 0,12 11,79

2. Studi Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu Ayam
Peningkatan Kadar Protein Larut Air Tertinggi

untuk Menentukan Enzim dengan

Enzim Bulu Buffer Absorbansi Rata- Protein Uji Aktivitas Enzim Peningkatan Kadar Protein Terlarut
(ml) © M) fur |u2 |us rata Terlarut (mg/detik)(ml enzim) (%)
0,00 1,00 160,00 | 0,07 | 0,06 | 0,07 0,07 13,60 0,00 0,00
0,04 1,00 160,00 | 0,07 | 0,07 | 0,07 0,07 14,00 5,56 2,94
0,08 1,00 160,00 | 0,07 | 0,07 | 0,07 0,07 14,40 0,28 5,88
0,12 1,00 160,00 | 0,08 | 0,08 | 0,07 0,08 15,40 2,78 13,24
0,16 1,00 160,00 | 0,08 | 0,08 | 0,08 0,08 16,60 2,61 22,06
0,20 1,00 160,00 | 0,07 | 0,07 | 0,07 0,07 14,80 0,67 8,82
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Lampiran 11. Tabel Pengamatan Konsumsi Pakan Ayam Broiler

1. Perlakuan Pakan Bungkil Kedelai (P1)

Jumlah Ayam Ulangan |

Konsumsi Total/minggu

Minggu Ke- (ekor) (@) Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)
1 5 986 197,2 197,2
2 5 1098 219,6 416,8
3 5 1292 258,4 675,2
4 5 1631 326,2 10014

Minggu Jumlah Ayam Ulangan Il Konsumsi Total/minggu Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)

Ke- (ekor) (ar)

1 5 887 1774 1774
2 5 1143 228,6 406
3 5 1175 235 641
4 5 1624 324,8 965,8
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2. Perlakuan Pakan Tepung lkan (P2)

Jumlah Ayam Ulangan |

Konsumsi Total/minggu

Minggu Ke- (ekor) @) Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)

1 5 1357 2714 2714
2 5 2279 455,8 727,2
3 5 3415 683 1410,2
4 5 4339 867,8 2278
Minggu Ke- Jumlah A{:krzr;JIangan I Konsumsi (‘g(r))tallminggu Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)

1 5 1265 253 253
2 4 2131 438,8 691,8
3 4 2763 690,75 1382,55
4 4 3312 828 2210,55
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3. Perlakuan Pakan Tepung Bulu Ayam (P3)

Jumlah Ayam Ulangan |

Konsumsi Total/minggu

Minggu Ke- (ekor) (@) Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)

1 5 822 164,4 164,4
2 4 1129 250,8 415,2
3 4 1292 323 738,2
4 4 1856 464 1202,2
Minggu Ke- Jumlah A{:krgr;ﬂangan I Konsumsi (‘g(r))tallmlnggu Konsumsi/ekor/minggu | Konsumsi Akumulatif (gr/ekor)

1 4 765 168,65 168,65
2 3 698 214,0833 382,7333
3 2 749 263,1667 645,9
4 2 974 487 11329
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Lampiran 12. Tabel Pengamatan Pertumbuhan Ayam Broiler

1. Perlakuan Pakan Bungkil Kedelai (P1)

Jumlah Berat Badan Ayam Ulangan I (g) Berat Berat
Minggu Ke- Ayam Total (g) Ayam/ekor/minggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 Y ()
0 5 130 131 142 147 150 700 140 0
1 5 195 194 181 179 169 918 183,6 43,6
2 5 222 208 188 256 286 1160 232 92
3 5 270 243 209 258 212 1192 238,4 98,4
4 5 297 335 407 453 266 1758 351,6 2116
. Jumlah Berat Badan Ayam Ulangan 11 (g) Berat
M;Qg_gu Ayam T(Ii(;a(t ) Ayam/ekor/minggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 9 ()
0 5 134 131 145 | 143 | 153 706 1412 0
1 5 173 169 220 | 198 | 173 933 186,6 454
2 5 200 293 193 | 223 | 209 1118 223,6 82,4
3 5 225 211 254 | 254 | 360 1304 260,8 119,6
4 5 357 342 635 | 276 | 364 1974 394,8 253,6
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2. Perlakuan Pakan Tepung lkan (P2)

Mi}gg_gu JX?&E? Berat Badan Ayam Ulangan | (g) T(i(;a(;) Ayam/i(z?/;inggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 (@
0 5 140 146 155 138 | 162 741 148,2 0
1 5| 344 333 337 345 | 342 1701 340,2 192
2 5| 603 620 660 645 | 662 3190 638 489,8
3 5| 802 1013 1070 968 | 856 4709 9418 793,6
4 5 | 1387 1504 1264 | 1212 | 1470 6837 13674 1219,2
Mi}gg_gu JX;;:;h Berat Badan Ayam Ulangan 11 (g) T(iiﬁ;) Ayam/(?l,(eor?/tminggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 (9)
0 5 138 131 152 | 153 | 136 710 142 0
1 5| 341 342 317 | 316 | 353 1669 333,8 1918
2 4 | 583 580 586 | 702 2451 612,75 470,75
3 4 | 1096 865 872 | 920 3753 938,25 796,25
4 4 | 1367 1228 1580 | 1140 5315 1328,75 1186,75
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3. Perlakuan Pakan Tepung Bulu Ayam (P3)

M;Qg-gu JX?E:?:] Berat Badan Ayam Ulangan | (9) T(‘i‘;ﬁ;) Ayam/(ﬁ(eor?/%inggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 (9)
0 5| 145 146 138 | 130 135 694 138,8 0
1 5| 229 245 192 | 251 217 1134 226,8 88
2 4| 333 383 323 | 263 1302 325,5 186,7
3 4 | 536 434 469 | 371 1810 452,5 313,7
4 4| 769 808 631 | 717 2925 731,25 592,45
M;Qg_gu JX?&E? Berat Badan Ayam (g) T(iiﬁ;) Ayam/i%r?/;inggu PBB Ayam/ekor/minggu(g)
(ekor) 1 2 3 4 5 (9)
0 5| 153 122 144 | 145 146 710 142 0
1 4 | 238 205 223 | 236 902 2255 83,5
2 3| 272 310 322 904 301,3333 159,3333
3 2 | 397 377 774 387 245
4 2| 679 688 1367 683,5 5415
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Lampiran 13. Uji Statistik Anova-twoway Pengaruh Jenis Sumber Protein terhadap Konsumsi Pakan,

Pertambahan Berat Badan, dan Konversi Pakan Ayam Broiler

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Jumlah Konsumsi Pakan  Between Groups 1823536.448 2 911768.224| 906.345 .000]
Within Groups 3017.951 3 1005.984
Total 1826554.399 5
Peningkatan Berat Badan Between Groups 971953.521 2| 485976.760| 538.687 .000]
Within Groups 2706.453 3 902.151
Total 974659.973 5
Konversi Pakan Between Groups 7.005 2 3.502 23.856 .014
Within Groups 440 3 147
Total 7.445 5
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Lampiran 14. Uji Duncan’s Pengaruh Jenis Sumber Protein terhadap Konsumsi Pakan, Pertambahan

Berat Badan, dan Konversi Pakan Ayam Broiler

Jumlah Konsumsi Pakan

Duncan
Subset for alpha = 0.05
Jenis Pakan N 2
Bungkil Kedelai 2 983.6
Tepung Bulu Ayam 2 1194.8
Tepung lkan 2 2244.3
Sig. 1.0 1.0 1.0]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Peningkatan Berat Badan

Duncan
Subset for alpha = 0.05
Jenis Pakan N 2
Bungkil Kedelai 2 232.6
Tepung Bulu Ayam 2 567.0
Tepung lkan 2 1203.0
Sig. 1.0 1.0 1.0

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Konversi Pakan

Duncan
Subset for alpha = 0.05
Jenis Pakan N 1 2
Tepung lkan 2 1.865565
Tepung Bulu Ayam 2 2.111000
Bungkil Kedelai 2 4.270437
Sig. .567 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 15. Preparasi Tepung Bulu (Feather Meal)

=)

=)

Limbah bulu ayam dicuci
denan air hingga bebas dari
kuku, daging, dan darah.

Bulu ayam dicuci
dengan sabun
dan dibilas.

Bulu direbus pada suhu 100°C selama 2-3 jam lalu
ditiriskan dan dijemur menggunakan matahari hingga

kering.

Bulu dihaluskan menggunakan Waring
Commercial Laboratory Blender hingga

halus

Bulu ayam yang telah dikeringkan dibersihkan kembali agar bebas dari
kotoran seperti kuku dan daging kemudian digunting agar lebih halus
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Lampiran 16. Produksi dan Isolasi Enzim Keratinase oleh Bacillus sp. SLII-I

=)

=)

=

Kultur  di Kultur diaklimatisasi pada media Kultur di media FM Inkubasi  kultur dengan
media NA FMB dan FM yang mengandung untuk membuat starter rotary shaker pada suhu
dan NB tepung bulu dan produksi enzim ruang dan 110 rpm

Natan merupakan pelet Bacillus sp.
Sedangkan supernatant merupakan enzim
kasar keratinase.

Sentrifus media kultur
dengan kec.3500 rpm
selama 30 menit

Media FM produksi enzim keratinase
disaring untuk menghilangkan sisa tepung
bulu.
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Lampiran 17. Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu Ayam dan Konversi Tepung Bulu Menjadi Sumber

Protein Alternatif

Tepung bulu, buffer fosfat, dan enzim
keratinase kasar dimasukkan ke dalam

Erlenmeyer dan dinkubasi suhu 50°C Larutan

selama 7200 detik

Larutan disaring menggunakan kasa
untuk menghilangkan tepung bulu.

menagunakan Whatmann no.1

Filtrat yang diperloreh dihitung
protein terlarutnya
disaring menggunakan metode Bradford.

kadar

g

Tepung bulu dihaluskan
kembali kemudian
disimpan ditempat
tertutun dan bersih

Tepung bulu  yang
masih basah dipanaskan
dengan oven hingga
benar-benar kerina

Larutan tepung bulu yang
telah dimodifikasi secara
enzimatik dipanaskan
hinaaa buffer menauan

Tepung bulu, buffer,
dan enzim keratinase
diinkubasi pada suhu
50°C selama 7200
detik
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Lampiran 18. Pembuatan Pakan Penelitian

Tepung jagung kuning ditimbang sebanyak 550 gram untuk
mendapatkan komposisi 55% dari 1 Kg pakan.

Tepung dedak ditimbang sebanyak 30 gram untuk
mendapatkan komposisi 3% dari 1 Kg pakan.

Bahan pakan dicampur
rata mengjadi  pakan
bungkil ~ kedelai  (P1)
sebanyak 1 Kg pakan.
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4

Tepung bungkil kedelai dtitimbang sebanyakan 420 gram
untuk mendapatkan komposisi 42% dari 1 Kg pakan.




Tepung jagung kuning ditimbang sebanyak 550 gram untuk
mendapatkan komposisi 55% dari 1 Kg.

Tepung dedak ditimbang sebanyak 30 gram untuk
mendapatkan komposisi 3% dari 1 Kg pakan.

g

Tepung ikan ditimbang sebanyak 50 gram untuk
mendapatkan komposisi 5% dari 1 Kg pakan.

g

Tepung bungkil kedelai dtitimbang sebanyakan 3700 gram
untuk mendapatkan komposisi 37% dari 1 Kg pakan.

Bahan pakan dicampur rata
mengjadi pakan tepung ikan
(P2) sebanyak 1 Kg pakan.
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Tepung jagung kuning ditimbang sebanyak 550 gram untuk
mendapatkan komposisi 55% dari 1 Kg.

Tepung dedak ditimbang sebanyak 30 gram untuk
mendapatkan komposisi 3% dari 1 Kg pakan.

4

Tepung bulu ditimbang sebanyak 50 gram untuk
mendapatkan komposisi 5% dari 1 Kg pakan.

Tepung bungkil kedelai dtitimbang sebanyakan 3700 gram
untuk mendapatkan komposisi 37% dari 1 Kg pakan.

d

Bahan pakan dicampur rata
mengjadi pakan tepung bulu
ayam (P3) sebanyak 1 Kg
pakan.
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Lampiran 19. Pemeliharaan Ayam Broiler

Kandang ayam
diberi pemanas
berupa lampu pijar
25 Watt. Dinding
kandang  ditutupi
oleh  kain  atau

Koran untuk
menghindari

hilangnya panas
dari kandang.

Termometer ruang
digunakan  untuk
kontrol suhu

Brooding DOC
(Day Old Chick)

menggunakan
lampu pemanas
Broiler diberi

pakan jadi hingga
umur 6 hari setelah
dirasa siap diberi
perlakuan pakan.

Setiap hari sekam ditambahkan
sehingga litter tidak lembab.
Sekam diangkat dan dibuang
pada sore hari seminggu sekali,

Pada umur 4 hari ayam broiler diberikan vaksin ND dan dibiarkan
istirahat selama 6 harri. Air minum tidak lupa tetap diberi suplemen
vitamin dan mineral untuk memulihkan ayam.
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Lampiran 20. Pemberian Pakan dan Minum

Ayam broiler diberi pakan perlakuan secara adlibitum Ayam broiler diberi air minum (telah ditambahkan
suplemen vitamin dan mineral) secara adlibitum.

Pakan ditimbang setiap hari untuk mengetahui jumlah
konsumsi pakan
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Lampiran 21. Penimbangan Ayam Broiler

Penimbangan ayam broiler dilakukan setiap minggu untuk kontrol pertumbuhan ayam broiler.
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Lampiran 22. Ayam Hasil Penelitian

A B C

Ayam broiler hasil penelitian (A) perlakuan pakan bungkil kedelai (P1). (B) perlakuan pakan tepung ikan
(P2). (C) perlakuan pakan tepung bulu ayam (P3)
Keterangan: €4 (tinggi 30 cm)
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Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu Ayam Sebagai Pakan Ternak
Kaya Nutrisi

Ditya Larasati dan Endry Nugroho Prasetyo
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh
Nopember (ITS)
JI. Arief Rahman Hakim, Surabaya 60111 Indonesia
e-mail: endry@bio.its.ac.id

Abstrak—Bulu merupakan limbah organik terdiri atas
90% keratin dengan ikatan disulfida dan ikatan hidrogen.
Ikatan dan struktur keratin membuat limbah bulu tidak larut
air dan sukar didegradasi. Solusi alternatifnya adalah dengan
menggunakan mikroorganisme Kkeratinolitik yang mampu
menghasilkan keratinase dan dapat mendegradasi Kkeratin
menjadi asam amino dan peptida yang merupakan protein
larut air. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
pakan ternak dengan sumber protein alternatif limbah bulu
ayam yang telah dimodifikasi secara enzimtaik terhadap
penampilan produksi ayam broiler. Enzim keratinase
diproduksi oleh Bacillus sp. SLII-1 melalui fermentasi
menggunakan media feather meal (FM) yang mengandung
bulu . Pakan dengan sumber protein alternative tepung bulu
diuji coba pada ternak ayam broiler (Gallus domesticus)
selama sebulan dengan dengan parameter pengukuran
konsumsi pakan, pertambahan bobot badan, dan konversi
pakan. Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan
prosedur analisis ragam (Analysis of Variance /ANOVA)
dilanjutkan dengan uji Duncan dengan tingkat kepercayaan
95%. Hasil Penelitian menunjukan bahwa Bacillus sp. SLII-I
mampu menghasilkan menghasilkan enzim keratinase kasar
dengan aktivitas enzim 2,08 (mg/detik))ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22,06% dan memberikan pengaruh terhadap penampilan
produksi ayam broiler dibandingkan dengan tepung bungkil
kedelai dan tepung ikan. Adapun ayam broiler dengan pakan
tepung bulu memberikan penampilan produksi meliputi
konsumsi pakan, pertambahan berat badan, dan konversi
pakan masing-masing sebesar 1194,8 gram/ekor, 567
gram/ekor, dan 2,11.

Kata kunci: Bacillus sp. SLII-I, keratinase, keratin, pakan
ternak, ayam broiler.

I. PENDAHULUAN

ulu unggas merupakan salah satu limbah organik yang

ada dalam kuantitas besar sebagai produk samping dari

peternakan. Pada umumnya setiap unggas memiliki
hingga 125 g bulu [1] yang merupakan 5-7% dari berat total
ayam dewasa [2]. Sementara itu, sebanyak 400 juta ayam
diproses setiap minggu di selurun dunia [1] sehingga
akumulasi tahunan dari limbah bulu ayam mencapai 5 juta ton
[3]. Limbah bulu unggas yang dibuang biasanya ditimbun atau
dibakar sehingga menyebabkan masalah lingkungan global
seperti pencemaran udara dan sumber air bawah tanah [2;4]

serta pemborosan sumber daya kaya protein [4]. Bulu unggas
yang dibuang juga menyebabkan berbagai infeksi termasuk
klorosis, mycoplasmosis, dan kolera unggas [5].

Bulu unggas sebagai sumber daya kaya protein terdiri
atas 90 % keratin [2;4]. Keratin merupakan protein tidak larut
air yang memiliki struktur a-heliks (a-keratin) atau B-sheet (B-
keratin) dengan ikatan disulfida dan ikatan hidrogen [6;7].
Struktur-struktur ini menggulung membentuk struktur yang
kompleks [8]. Struktur dan ikatan dalam keratin membuat
keratin sangat stabil dan resisten terhadap agen biokimia [7]
sehingga sulit didegradasi menggunakan protease umum
seperti tripsin, pepsin, dan papain [9].

Sifat kimia keratin yang tidak reaktif menyebabkan
limbah bulu unggas mengalami daur ulang yang buruk di alam
dan memiliki keterbatasan utilitas. Meski demikian, bulu
unggas dapat didegradasi dengan menggunakan metode
mekanis, kimia, dan biologi [9]. Kekurangan dari metode
mekanis dan kimia adalah membutuhkan input energi yang
besar, menimbulkan masalah lingkungan, dan merusak asam-
asam amino tertentu seperti metionin, lisin, dan triptofan.
Degradasi menggunakan metode mekanis dan kimiawi juga
menghasilkan asam amino tidak bernutrisi seperti lantionin
dan lisinoalanin [10]. Hal ini menyebabkan kualitas protein
dan kemampuannya untuk dicerna rendah [11] sehingga
limbah bulu unggas yang diubah menjadi suplemen makanan
secara konvensional memiliki kualitas yang buruk dan tidak
menguntungkan secara ekonomi [12].

Solusi alternatif dan inovatif untuk mengatasi limbah
bulu unggas yang melimpah adalah dengan menggunakan
mikroorganisme Keratinolitik yang mampu menghasilkan
keratinase dan peptidase yang dapat mendegradasi keratin [7].
Mikroorganisme Keratinolitik terdiri atas beberapa spesies
fungi seperti Microsporum [13], Trichophyton [14], dan
Actinomycetes [15] serta beberapa spesies bakteri seperti
Bacillus [16;17;18] dan Streptomyces [19]. Sebagian besar
jamur yang menghasilkan keratinase bersifat patogen [20].
Oleh karena itu, banyak penelitian yang menggali potensi
keratinase yang berasal dari bakteri [21]. Penelitian yang telah
ada menunjukkan bahwa Bacillus spp. memiliki keunggulan
khusus dalam mendegradasi bulu karena tingkat keamanan
dan kemampuan untuk mengeluarkan sejumlah besar
keratinase langsung ke dalam media [22].

Keratinase adalah enzim protease spesifik yang hanya dapat
mendegradasi keratin [7]. Keratinase akan menyerang ikatan
disulfide untuk mendegradasi keratin [23]. Biodegradasi
keratin menggunakan enzim keratinase menghasilkan peptida
dan asam amino yang langka seperti serin, sistein, dan prolin
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[9] serta asam amino esensial seperti treonin, valin, metionin,
isoleucin, leusin, lisin, histidin, dan tirosin [24]. Limbah bulu
ayam yang mengandung protein keratin tinggi memiliki
potensi untuk digunakan sebagai sumber protein alternatif [23]
serta dapat diaplikasikan dalam pembuatan pakan ternak [25]
yang murah dan kaya nutrisi [26;27]. Berdasarkan hal
tersebut, penelitian ini dilakukan dengan memanfaatkan
limbah bulu ayam yang dimodifikasi secara enzimatik oleh
enzim keratinase Bacillus sp. SLII-I dan dikonversi menjadi
sumber protein alternatif pada pakan ayam broiler (Gallus
domesticus) sehingga menghasilkan pakan ternak yang murah
dan kaya nutrisi.

Il. METODOLOGI

A. Waktu dan Lokasi

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2014
hingga bulan Juni 2015 di Laboraturium Mikrobiologi dan
Bioteknologi serta Laboraturium Zoologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Institut
Teknologi Sepuluh November.

B. Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
kompor, blender, rotary shaker, spektrofotometer, sentrifus,
oven, whatmaan No.1, tepung bulu, nutrient agar media (NA),
nutrient broth media (NB), feather meal broth media (FMB),
feather meal media (FM), larutan penyangga fosfat, reagen
Bradford, tepung bungkil kedelai, tepung ikan, dedak, dan
gandum.

C. Produksi dan Isolasi Enzim Keratinase

Produksi enzim Kkeratinase dilakukan melalui teknik
fermentasi oleh isolat Bacillus sp. SLII-1 pada media feather
meal (FM) yang mengandung bulu sebagai sumber karbon
yang berupa Kkeratin. Isolat Bacillus sp. SLII-l1 yang
digunakan sebelumnya telah dikultur dan diaklimatisasi pada
media NA, NB, FMB, dan FM. Kultur diinkubasi selama 24
jam menggunakan rotary shaker pada suhu ruang dengan
kecepatan 110 rpm pada masing-masing media. Isolasi enzim
keratinase menggunakan teknik sentrifugasi dengan
kecepatan 3500 rpm selama 30 menit dimana supernatan
merupakan enzim keratinase kasar dan natan merupakan
pelet Bacillus sp. SLII-I.

D. Modifikasi Enzimatik Limbah Bulu

Modifikasi enzimatik limbah bulu ayam dilakukan dengan
cara mereaksikan secara langsung satu gram tepung bulu dan
0,16 ml enzim keratinase. Tepung bulu ayam sebanyak 1 gram
dilarutkan kedalam 160 ml larutan penyangga fosfat (50 mM,
pH 7.0). Kemudian enzim keratinase (0,04 ml, 0,08 ml, 0,12
ml, 0,16 ml, dan 0,20 ml) ditambahkan kedalam larutan.
Reaksi diinkubasi pada suhu 50 °C selama 7200 detik. Larutan
didinginkan menggunakan air es pada suhu 0 °C lalu disaring
menggunakan kertas Whatman nomor 1. Filtrat yang diperoleh
merupakan protein larut air yang kadarnya ditentukan
menggunakan metode Bradford berdasarkan kurva standar
Bovine Serum Albumin (BSA).

Aktifitas dalam penelitian ini didefinisikan sebagai
kemampuan keratinase menghidrolisis keratin menjadi protein

larut air sebanyak 1 mg tiap detik dibandingkan dengan

kontrol.  Pengukuran  aktivitas keratinase  ditentukan
berdasarkan rumus berikut:
. Unit ADP/T
Aktivitas (—) = x DF
ml %4
Keterangan:
ADP = Jumlah protein terlarut dibandingkan kontrol (mg)
T = Waktu inkubasi (detik)
V = Volume enzim keratinase (ml)
DF = Faktor pengenceran
Konversi menjadi pakan ternak dilakukan dengan

menggunakan metode [28] dimana larutan tepung bulu yang
telah direaksikan dengan enzim dipanaskan hingga mendidih.
Cairan akan menguap dan yang tersisa adalah tepung bulu
yang digunakan sebagai sumber protein pada pakan ternak.

E. Pengamatan Tampilan Produksi Ayam Broiler

Pada penelitian ini digunakan bibit ayam broiler (DOC/ Day
Old Chick) yang tidak dibedakan jenis kelaminnya (unsex).
Kandang yang digunakan adalah kandang litter sebanyak 6
petak dengan ukuran tiap petak 70 x 70 x 60 cm. Setiap petak
kandang diisi 5 ekor ayam sehingga terdapat 30 ekor DOC
yang dipelihara dan diberi perlakuan pakan penelitian selama
4 minggu. Komposisi dan kadar nutrisi pakan penelitian
ditunjukan pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi dan Kadar Nutrisi Pakan Ayam Broiler

Bahan Pakan P1 P2 P3
Jagung Kuning (%) 55 55 55
Dedak (%) 3 3 3
Bungkil Kedelai (%) 42 37 37
Tepung lkan (%) 0 5 0
Tepung Bulu (%) 0 0 5
Protein (%0) 27,95 28,15 29,35
Lemak (%0) 2,77 2,82 2,79

Energi (Kkal/Kg) 3336,76  3297,91  3342,69

Tampilan produksi ayam broiler yang diamati meliputi
konsumsi pakan, pertambahan berat badan (PBB) ayam
broiler, dan konversi pakan ayam broiler. Konsumsi pakan
diukur dengan rumus perhitungan sebagai berikut:

Konsumsi Pakan Akumulatif (g)

ekor )
minggu

Konsumsi Pakan =

Jumlah Ayam Broiler (

Pertambahan berat badan (PBB) diukur dengan rumus
perhitungan sebagai berikut:

Berat Total Ayam
PBE = yam (9)

Jumlah Ayam Broiler (Ekor)



PBB = Bobot Awal (%) — Bobot Akhir (ekgor)

Konversi pakan diukur dengan rumus perhitungan sebagai
berikut:

g
ekor)
)

ekor

Konsumsi Pakan Akumulatif (
FCR =

Pertambahan Berat Badan (:
I1l. URAIAN PENELITIAN

Bacillus sp. SLII-1 dapat menghasilkan enzim keratinase
kasar dengan aktivitas enzim 2,08 (mg/detik)/ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22,06%. Hasil uji statistika Anova-oneway pada tingkat 95%
dengan uji lanjut Duncan’s Multiple Range Test yang
disajikan pada Tabel 2 menunjukan terdapat pengaruh nyata
(P<0,05) perlakuan pakan dengan berbagai jenis sumber
protein terhadap penampilan produksi ayam broiler.

Tabel 2. Pengaruh Pakan terhadap Tampilan Produksi Ayam

Broiler
Perlakuan Konsumsi PBB Konversi
(gram/ekor) (gram/ekor) Pakan
P1 983,6" 232,6" 4,27°
P2 2244,3° 1203,0¢ 1,86"
P3 1194,8° 567,0° 2,11%

Ayam vyang diberi perlakuan pakan tepung ikan (P2)
menunjukan konsumsi pakan tertinggi sebesar 2244, 3
gram/ekor. Ayam dengan perlakuan pakan tepung bulu ayam
(P3) konsumsi pakan sebesar 1194,8 gram/ekor. Sedangkan,
ayam yang diberi perlakuan pakan tepung bungkil kedelai (P1)
menunjukan konsumsi pakan terendah sebesar 983,6
gram/ekor. Tingkat konsumsi pakan yang berbeda ini
dipengaruhi oleh keseimbangan kandungan zat-zat makanan
dalam pakan [29]. Konsumsi pakan menurun sesuai dengan
penurunan protein kasar dan tingkat ketidakseimbangan asam
amino esensial [29;30;31].

Ayam broiler dengan perlakuan pakan tepung ikan (P2)
memiliki tingkat konsumsi yang tinggi sebab tepung ikan
memiliki kualitas protein dan asam yang lebih baik
dibandingkan dengan tepung bungkil kedelai dan tepung bulu
ayam. Tepung ikan mengandung asam amino esensial lisin
dan metionin yang tinggi [32] sedangkan tepung bungkil
kedelai memiliki asam amino metionin [29] yang rendah.
Tepung bulu ayam kaya akan kandungan asam amino leusin,
isoleusin, dan valin yang tinggi namun kandungan asam amino
triptofan dan metionin rendah [29]. Metionin merupakan asam
amino pembatas utama pada unggas, lisin sebagai asam amino
pembatas kedua, dan treonin sebagai pembatas ketiga [31].
Kekurangan salah satu unsur asam amino esensial akan
mengakibatkan  konsumsi pakan yang rendah dan
pertumbuhan yang terhambat.

Ayam broiler yang diberi perlakuan pakan tepung ikan (P2)
menunjukan pertambahan berat bada tertinggi sebesar 1203,0
gram/ekor. Hal ini disebabkan tingginya tingkat konsumsi
pakan ayam broiler yang mencapai 2244, 3 gram/ekor.
Konsumsi pakan yang tinggi menyebabkan lebih banyak
protein dan energi yang tersedia untuk pertumbuhan.
Pertumbuhan ayam broiler sangat dipengaruhi oleh protein
[33] dimana pakan dengan kadar protein tinggi mendukung
pertumbuhan yang cepat [34]. Pakan perlakuan tepung bungkil
kedelai (P1) dan tepung bulu ayam (P2) memberikan pengaruh
yang lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan pakan
tepung ikan (P2) karena ayam broiler mengkonsumsi pakan
lebih sedikit sehingga energi dan protein yang masuk kedalam
tubuh untuk keperluan pertumbuhan rendah.

Pertumbuhan dipengaruhi oleh kualitas protein dalam pakan.
Kualitas protein pada daasarnya ditentukan oleh komposisi
asam amino dan daya serapnya. Hasil analisis nutrisi
menunjukan bahwa tepung bungkil kedelai memiliki kadar
protein yang paling rendah sebesar 54,0% sehingga
menyebabkan pertumbuhan yang paling rendah. Sementara
itu, tepung bulu ayam memiliki kadar protein paling tinggi
sebesar 82,0% namun tidak menghasilkan pertumbuhan yang
cukup baik. Hal ini disebabkan oleh kandungan protein keratin
yang memiliki daya serap yang rendah sehingga tidak
menghasilkan pertumbuhan ayam yang optimum. Tepung ikan
memiliki kadar protein sebesar 57,9%. namun mampu
menghasilkan pertumbuhan paling besar karena tepung ikan
diduga memiliki daya serap yang lebih tinggi dibandingkan
dengan tepung bulu ayam. Daya serap protein pakan yang
rendah menyebabkan ayam tidak tumbuh dengan normal
akibat pertambahan berat badan yang menurun [35].

Konversi pakan merupakan tolak ukur utama dalam
menentukan keberhasilan produksi ayam broiler [36]. Pakan
perlakuan tepung bungkil kedelai (P1) memberikan pengaruh
konversi pakan terendah sebesar 4,27. Hal ini disebabkan oleh
jumlah  konsumsi pakan vyang tinggi dan rendahnya
pertambahan berat badan. Ayam broiler kurang mampu
menggunakan pakan tepung bungkil kedelai (P1) secara
efisien untuk pertumbuhan. Sementara itu, perlakuan pakan
tepung ikan (P2) memberikan pengaruh konversi pakan
terbesar sebesar 1,86. Hal ini disebabkan jumlah konsumsi
pakan yang tinggi namun diiringi pula dengan pertambahan
berat badan yang tinggi. Hal ini menyebabkan konversi pakan
sesuai standar yang anda. Menurut [36] nilai FCR (food
convertion ratio) yang ideal untuk pemeliharaan ayam
pedaging hingga umur 35 hari adalah 1,736.

Perlakuan pakan tepung bulu (P3) menunjukan pengaruh
konversi pakan sebesar 2,11 yang secara statistik menunjukan
tingkat efisiensi pakan terhadap pertambahan berat badan yang
sama dengan perlakuan pakan tepung ikan (P1). Konversi
pakan yang tinggi ini dipengaruhi oleh kandungan zat gizi
dalam pakan yang baik dan efisien dimana kandungan zat gizi
tersebut diserap oleh tubuh dan diekspresikan dengan
pertambahan berat badan [29]. Akan tetapi, ayam broiler
dengan perlakuan pakan tepung bulu (P3) memiliki nilai
pertambahan berat badan yang rendah dibandingkan dengan
perlakuan pakan mengandung protein tepung ikan. Hal ini
disebabkan ayam broiler mengkonsumsi pakan yang lebih
rendah pula sehingga protein dan energi yang tersedia untuk
pertumbuhan rendah pula meski menghasilkan nilai konversi



pakan yang baik dan tidak berbeda nyata dengan perlakuan
pakan tepung ikan (P2). Perbedaan tingkat konsumsi pakan ini
diduga disebabkan oleh tekstur, rasa, dan aroma dari tepung
bulu yang kurang disukai oleh ayam broiler sehingga
konsumsi pakan menjadi rendah. Hal ini sesuai dengan
pernyataan [37] yang menyatakan ada pengaruh tingkat
kesukaan makan (palatibilitas) terhadap konsumsi pakan dan
pertambahan berat badan, sehingga secara tidak langsung
mempengaruhi konversi pakan.

IV. KESIMPULAN

Bacillus sp. SLII-1 dapat menghasilkan enzim keratinase
kasar dengan aktivitas enzim 2,08 (mg/detik)/ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22,06%. Penggunaan tepung bulu ayam hingga 5% dalam
pakan mampu menggantikan sumber protein konvensional
tepung bungkil kedelai dengan tampilan produksi ayam broiler
yang lebih tinggi namun belum dapat menggantikan sumber
protein konvensional tepung ikan yang menghasilkan
pertumbuhan dan konsumsi pakan yang lebih tinggi. Pakan
mengandung tepung bulu ayam memiliki efisiensi pakan yang
sama dengan pakan mengandung tepung ikan dalam
menghasilkan pertumbuhan.
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Keratinase akan menghidrolisis keratin melalui pemutusan ikatan hidrogen
dan disulfida sehingga menghasilkan asam amino dan peptida yang
merupakan protein larut air yang siap diserap oleh tubuh (Ketaren, 2008)

dan menghasilkan pertumbuhan (Gaman dan Sherrington, 1992)
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: 983,64 232,64 4,278
kedelai (P1)
Kontrol II: 5% tepung ikan S 5 A T
+ 37% bungkil kedelai (P2) ’ ! ’
0 0
Tepung bulu 5% + 37% 1194 88 567 08 2 114

bungkil kedelai (P3)

Konversi
Pakan

Konsumsi
Pakan

Pertumbuhan




. N

Kesimpulan J

m Bacillus sp. SLII-I dapat menghasilkan enzim keratinase kasar
dengan aktivitas enzim 2.08 (mg/detik)/ml yang dapat
meningkatkan kadar protein terlarut tepung bulu ayam hingga
22.06%.

® Penggunaan tepung bulu ayam hingga 5% dalam pakan mampu
menggantikan sumber protein konvensional tepung bungkil
kedelal dengan tampilan produksi ayam broiler yang lebih
tinggi namun belum dapat menggantikan sumber protein
konvensional tepung ikan yang menghasilkan pertumbuhan dan
konsumsi pakan yang lebih tinggi.

® Pakan mengandung tepung bulu ayam memiliki efisiensi pakan
yang sama dengan pakan mengandung tepung ikan dalam
menghasilkan pertumbuhan.
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