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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang produksi keratinase termostabil dari Bacillus licheniformis KA-08 amobil.  Sumber keratinase adalah Bacillus licheniformis KA-08 isolat sumber air panas Ambayan Sumatera Barat. Jumlah sel ditentukan berdasarkan metode total plate count (TPC), aktivitas enzim ditentukan menurut metoda Brandelli dan Riffel  yang dimodifikasi, pengukuran kadar protein menurut metode Lowry. Optimisasi produksi keratinase pada kondisi : waktu panen enzim 30 jam inkubasi, keratinase bersifat termostabil dan induktif dengan  induser keratin, suhu inkubasi : 500 C, pH medium 8, agitasi 175 rpm, inokulum 5%, glukosa 1%  sebagai sumber karbon, kalium nitrat 1% sebagai sumber nitrogen. Optimisasi ekstrinsik dapat meningkatkan produksi  sampai 11 kali. Produksi keratinase termostabil dengan menggunakan sel amobil maksimum dihasilkan pada 12 jam inkubasi, dengan kondisi konsentrasi alginat 3%, jumlah butiran alginat 300 butir dan penggunaan berulang sampai 9 kali.
Kata kunci :  keratinase, termostabil, sel amobil, Bacillus licheniformis KA-08, TPC.
I. PENDAHULUAN

     Protease merupakan enzim yang paling penting, karena 60% dari hasil produksi industri enzim di seluruh dunia adalah protease (Rao et al., 1998). Keratinase termasuk kelompok enzim protease yang dapat menghidrolisis keratin, sehingga memainkan peranan penting dalam industri penyamakan kulit (Sun dan Lee, 2001). Diseluruh dunia diperkirakan bahwa 315 juta kulit diproduksi setiap tahunnya dengan biaya pengolahan limbahnya sebesar USD 1 juta per hari (Macedo et al., 2005). Penghilangan bulu secara enzimatik dalam penyamakan kulit telah dipertimbangkan sebagai suatu alternatif untuk menghindari penggunaan sulfit yang bersifat racun dan menimbulkan polusi (Raju et al. 1996). 
    Permasalahan utama yang sering timbul pada bidang industri adalah sifat enzim mudah rusak pada suhu kamar, harus disimpan pada suhu rendah, karena itu enzim harus ditangani secara khusus yang memerlukan biaya relatif mahal. Aplikasi enzim dalam bioteknologi memerlukan enzim yang tahan terhadap suhu tinggi, sehingga hal ini akan meningkatkan pengunaan bakteri termofilik (Suhartono, 1989). Bakteri Bacillus mendapat perhatian utama dalam bioteknologi sebab relatif mudah untuk isolasi dari berbagai macam lingkungan dan mampu untuk tumbuh dalam media sintetik.(Johnvesly dan Naik, 2001). Agustien et al. (2006), melaporkan Bacillus sp. KA-08 (Bacillus licheniformis KA-08) termofilik yang diisolasi dari sumber air panas paling potensial menghasilkan  keratinase dan bersifat termostabil. 

     Untuk memproduksi enzim yang mempunyai aktivitas yang tinggi sehingga dapat digunakan dalam aplikasinya, maka haruslah dilakukan optimisasi pada mikroba (Mabrouk et al., 1999; Haki dan Rakshit, 2003). Produksi enzim dengan yang memiliki aktivitas enzim tinggi dan dalam jumlah yang besar,  dapat dilakukan melalui teknologi amobilisasi sel bakteri dengan fermentor yang operasionalnya terkontrol (Beshay, 2003; Wang dan Shih, 1999).
    Bertitik tolak dari uraian di atas, maka akan dilakukan penelitian produksi keratinase termostabil dari Bacillus licheniformis KA-08  termofilik yang merupakan galur lokal dan aplikasi dari keratinase termostabil yang dihasilkannya untuk bahan penyamak kulit.

II. TUJUAN PENELITIAN
     Tujuan penelitian adalah :  
1. Mengetahui kondisi optimisasi produksi  keratinase termostabil untuk mendapatkan aktivitas enzim yang paling tinggi.
2. Mengetahui produksi keratinase termostabil dari Bacillus licheniformis KA-08 amobil pada skala labu kocok .
III. METODE PENELITIAN

3.1. Uji keratinolitik Bacillus licheniformis KA-08  

     Uji keratinolitik dilakukan menurut metode Wawrzkiewicz (Friedrich et al. 1999). Biakkan Bacillus licheniformis KA-08 dari stok miring TB dengan menggunakan jarum ose di inokulasikan pada cawan petri berisikan medium TB, pH 8,0 yang mengandung 1% tepung bulu ayam. Kemudian diinkubasi pada suhu 500 C selama 4 hari. Jika terbentuk  zona bening disekitar koloni bakteri berindikasi B. licheniformis KA-08 positip menghasilkan keratinase. Pengukuran aktivitas spesifik enzim dilakukan terhadap B. licheniformis KA-08 yang berindikasikan penghasil keratinase dengan modifikasi dari metode Brandelli dan Riffel (2005). 
3.2. Profil kurva pertumbuhan bakteri dan  aktivitas keratinase

       Profil kurva pertumbuhan dan aktivitas keratinase dilakukan untuk menentukan profil pertumbuhan bakteri dan penentuan waktu pengisolasian keratinase. Setelah dilakukan peremajaan bakteri pada medium TB, dilakukan pembuatan inokulum dengan penginokulasian 1 ose dari biakkan ke dalam  50 ml medium produksi dan diinkubasi pada 500 C, 150 rpm selama 48 jam. Kemudian diinokulasikan sebanyak 1% inokulum (107 sel/ml) pada 200 ml medium produksi. Sampling dilakukan dengan cara sebagai berikut sebanyak  1 ml kultur dipipet dari medium produksi setiap interval 2 jam selama 48 jam. Ditentukan populasi sel bakteri dengan metode ”total plate count” dan di uji aktivitas spesifik enzim. Dibuat grafik profil pertumbuhan bakteri dengan aktivitas spesifik keratinase. 
3.3 Produksi  keratinase 

       Untuk pertumbuhan sel bakteri dan produksi  keratinase dilakukan menurut metode El-Refai et al.  (2005) yang dimodifikasi. Medium basal untuk produksi keratinase  per liter mengandung  NaCl  5.0 g; K2HPO4  0,3; KH2PO4  0,3; MgCl. 6 H2O 0.1 g, tepung bulu ayam 10 g;  Diatur menjadi pH 7,5. Sebanyak 50 ml media  pada 250 ml Erlenmeyer  yang telah disterilisasi pada otoklaf pada 121o C selama 15 menit. Diinokulasikan inokulum 1% (107 sel/ml), diinkubasi pada shaker 150 rpm suhu 500 C selama waktu tertentu (waktu panen).
3.4. Uji aktivitas  keratinase 
       Penentuan aktivitas  keratinase dilakukan menurut metode Brandelli dan Riffel (2005) yang telah dimodifikasi. Sebanyak 100 μl larutan enzim ditambahkan kedalam tabung reaksi yang berisikan 400 µl keratin 10 mg/ml (dalam buffer 0,1 M fosfat pH 7.5). Campuran tersebut diinkubasi pada 600 C selama 1 jam. Reaksi enzimatik dihentikan dengan penambahan 1,25 ml 10% asam trikloro asetat (TCA). Prosedur yang sama dilakukan untuk larutan standar tirosin 5 mmol/l dan blanko berupa air suling. Pada blanko, enzim ditambahkan setelah direaksikan dengan TCA. Campuran diinkubasi pada suhu kamar selama 20 menit, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10000 xg selama 20 menit. Sebanyak 0,375 ml supernatan dipindahkan kedalam tabung yang bersih, kemudian ditambahkan 1,25 ml 0,5 M Na2CO3 dan 0,25 ml 1 N reagen Folin-Ciocalteu’s. Absorbansi dibaca pada λ 578 nm. 
Aktivitas enzim dapat ditentukan dengan rumus :          

Satu unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat menghasilkan satu µmol produk tirosin per jam pada kondisi pengukuran.               
3.5. Penentuan kadar protein enzim dan aktivitas spesifik enzim
       Penentuan kadar protein enzim dilakukan menurut menurut metode Lowry (1951). Aktivitas spesifik enzim adalah aktivitas enzim(Unit/ml) / kadar protein (mg/ ml).  Satuan aktivitas spesifik enzim : Unit/mg.
3.1.6. Uji stabilitas enzim pada suhu 600 C 

       Pengujian stabilitas protease dan keratinase terhadap suhu, dilakukan menurut Johnvesly dan Naik (2001). Larutan enzim dipanaskan pada suhu 600 C selama 20 jam, setiap interval 1 jam diambil 500 µl larutan enzim dan dilakukan uji aktivitas spesifik  enzim.
3.7.  Pengaruh induser terhadap aktivitas keratinase

       Penentuan pengaruh jenis dan konsentrasi induser terhadap aktivitas enzim dilakukan dengan cara membuat variasi konsentrasi induser mulai 0,1; 0,5; 1,0 dan 1,5 % pada keratin, tepung bulu ayam dan tepung bulu sapi, serta medium produksi tanpa induser sebagai kontrol. Kemudian pada masing-masing perlakuan dilakukan penentuan aktivitas spesifik enzim.

 3.8. Pengaruh suhu, pH dan agitasi pada medium produksi terhadap
              aktivitas keratinase.
       Penentuan pengaruh suhu, pH dan agitasi pada medium produksi enzim untuk memperoleh enzim dengan aktivitas yang tinggi dilakukan dengan membuat variasi suhu inkubasi mulai dari suhu kamar (30),  45, 50, 55 dan 600 C. Kemudian juga dibuat variasi pH medium produksi dari pH 6, 7, 8, 9 dan 10 serta variasi agitasi dari 100, 125, 150, 175 dan 200 rpm. Kemudian pada masing-masing perlakuan dilakukan penentuan aktivitas spesifik enzim. 
3.9. Pengaruh inokulum terhadap aktivitas enzim.
       Penentuan pengaruh konsentrasi inokulum untuk memproduksi protease dilakukan dengan cara membuat variasi konsentrasi inokulum mulai 1, 5, 10 %. Kemudian pada masing-masing perlakuan dilakukan penentuan aktivitas spesifik enzim.
3.10. Pengaruh sumber karbon dan nitrogen pada medium produksi 
               terhadap aktivitas enzim
       Penentuan pengaruh sumber karbon dan nitrogen pada medium produksi enzim terhadap aktivitas enzim dilakukan dengan cara membuat variasi konsentrasi 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 dan 2% dari sumber karbon seperti glukosa, laktosa, maltosa, asam sitrat dan xilosa  begitu juga dengan sumber nitrogen seperti ekstrak kedele, natrium nitrat, kalium nitrat, ampas kedele, amonium klorida dan amonium sulfat pada medium produksi enzim. Kemudian pada masing-masing perlakuan dilakukan penentuan aktivitas spesifik enzim.

3.11. Produksi keratinase pada skala labu kocok

       Produksi keratinase dari sel bebas B. licheniformis KA-08 dilakukan pada skala labu kocok dengan mengacu dari hasil optimasi dalam memproduksi enzim yang mempunyai aktivitas yang tinggi. Dari larutan enzim yang dihasilkan dilakukan penentuan aktivitas spesifik enzim. 
3.12. Amobilisasi sel B. licheniformis KA-08 terhadap produksi enzim  
     Produksi enzim dengan amobilisasi sel menggunakan teknik penjebakan dilakukan menurut Adinaraya et al. (2005).

 (1) Amobilisasi sel dengan menggunakan alginat

       Disiapkan larutan Na-Alginat 3% yang telah disterilisasi pada otoklaf pada 121o C selama 15 menit. Kemudian dicampurkan 2 ml suspensi sel dan larutan alginat,  distirer selama 10 menit. Selanjutnya larutan alginat dan suspensi sel di masukkan ke dalam syringe steril dan secara perlahan dikeluarkan dari syringe ke dalam wadah yang berisikan 0,2 M CaCl2  sehingga terbentuk butiran alginat. Butiran alginat disimpan pada 4o C selama 1 jam dan dicuci dengan air steril sebanyak 3 kali.

(2) Produksi enzim dengan amobilisasi sel

       Produksi keratinase termostabil dari B. licheniformis KA-08 yang telah diamobilisasi dengan alginat dilakukan pada skala labu kocok. Butiran alginat di masukkan ke dalam labu ukuran 500 ml yang berisikan 200 ml medium produksi enzim. Produksi enzim dilakukan dengan mengacu dari hasil optimasi. Diinkubasi selama 24 jam dengan setiap interval 3 jam dilakukan sampling dan ditentukan aktivitas spesifik enzim, sehingga akan diperoleh waktu panen enzim dengan aktivitas spesifik enzim dan aktivitas total enzim.

3.13. Efek konsentrasi pengemban dan jumlah butiran alginat terhadap 
         produksi keratinase.
      Efek konsentrasi dan jumlah butiran pengemban alginat terhadap produksi enzim dengan amobilisasi sel dilakukan menurut Beshay (2003).

       Prosedur kerja sama dengan langkah 3.12. hanya dibuat variasi konsentrasi pengemban alginat: 2; 2,5; 3,0; 3,5 dan 4%. Serta variasi jumlah butiran alginat: 100, 200, 300, 400, 500 dan 600 butir. Larutan enzim diisolasi pada berdasarkan waktu  panen, kemudian ditentukan aktivitas spesifik enzim.

3.14. Penggunaan berulang sel B. licheniformis KA-08 amobil dalam 
               memproduksi enzim.

       Penggunaan berulang sel B. licheniformis KA-08 amobil dalam memproduksi enzim dilakukan menurut Adinaraya et al. (2005).

       Prosedur kerja sama dengan langkah 3.1.2.13. dengan jumlah butiran pengemban alginat dan konsentrasi alginat yang terbaik. Larutan enzim diisolasi pada berdasarkan waktu panen, kemudian ditentukan aktivitas spesifik enzim dan aktivitas enzim total. Selanjutnya sel amobil dicuci 3 kali dengan menggunakan larutan NaCl 0,85%, kemudian dimasukkan medium yang baru untuk memproduksi enzim kembali, selanjutnya enzim dipanen kembali dan sel amobil dicuci kembali. 
IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1. Uji keratinolitik dan karakteristik Bacillus licheniformis KA-08
     Pengujian keratinolitik terhadap  Bacillus licheniformis KA-08,  menunjukkan Bacillus licheniformis KA-08 positif menghasilkan keratinase ekstraseluler. Hal ini ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni Bacillus licheniformis KA-08.
     Terbentuknya zona bening di sekitar koloni  mikroorganisme pada medium padat yang mengandung keratin, hal ini disebabkan mikroorganisme menghasilkan keratinase dan disekresikan pada medium dan menghidrolisis substrat keratin sehingga menyebabkan medium di sekitar koloni kelihatan bening (Freidrich et al., 1999). 
4.2. Profil pertumbuhan Bacillus licheniformis KA-08 dan aktivitas keratinase 
     Pertumbuhan bakteri yang cepat dimulai pada 2 jam inkubasi sampai pada 30 jam inkubasi (fase eksponensial), selanjutnya pertumbuhan bakteri mengalami statis sampai pada 36 jam (fase stasioner), akhirnya  populasi bakteri mengalami penurunan  pada  jam ke 38 inkubasi. Keratinase ekstraseluler dihasilkan sel bakteri dimulai pada 4 jam inkubasi dan dihasilkan secara maksimum pada 30 jam inkubasi dengan aktivitas spesifik enzim 0,39 U/mg.(Gambar 1).
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Gambar 1.  Profil  pertumbuhan Bacillus licheniformis KA-08

                                      dan aktivitas keratinase 
Keratinase dihasilkan selama fase eksponensial dan maksimum pada fase eksponensial yang diperlambat dan diawal fase stationer. Hal ini menunjukkan  bahwa  protease dari  Bacillus licheniformis KA-08  termasuk metabolit  primer. Menurut Crueger dan Crueger (1984), metabolit primer dihasilkan mikroorganisme pada saat pertumbuhan eksponensial dan metabolit sekunder dihasilkan pada fase stationer. Gambar 1 juga menunjukkan aktivitas protease dan keratinase masih relatif konstan sampai 48 jam, hal ini menunjukkan enzim tersebut berindikasi tidak mengalami autolisis. Hal yang berbeda ditunjukkan oleh profil penghasilan keratinase dari Bacillus licheniformis FK 14 termotoleran, yang mengalami autolisis (Suntornuk et al., 2005).
4.3. Uji stabilitas keratinase terhadap suhu

     Aktivitas spesifik keratinase dinyatakan dalam aktivitas sisa  (%)  yaitu rasio aktivitas spesifik pada awal inkubasi pada suhu 600 C terhadap aktivitas spesifik enzim pada waktu inkubasi tertentu. Selanjutnya aktivitas ini dialurkan terhadap variasi waktu inkubasi.
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Gambar 2. Aktivitas keratinase terhadap suhu 600 C.
     Gambar 2 menunjukkan profil keratinase mempunyai kestabilan yang tinggi terhadap pada suhu 600 C selama 30 jam inkubasi, hal ini ditunjukkan dengan aktivitas sisa keratinase yang tetap konstan 100 % sampai 25 jam inkubasi dan pada 30 jam inkubasi aktivitas enzim dapat dipertahankan dengan aktivitas sisa keratinase sebesar 97%.   

     Fenomena ini menunjukkan bahwa keratinase dari Bacillus licheniformis KA-08 bersifat termostabil, hal ini karena sampai 30 jam inkubasi aktivitas keratinase masih terukur pada suhu 600 C dan aktivitas enzim lebih tinggi dari waktu paruh aktivitas enzim. Menurut  bahwa Ng dan Kenealy (1986), enzim termostabil adalah aktivitas enzim yang masih terukur setelah enzim diinkubasi pada suhu 600 C atau lebih selama waktu tertentu. 
4.4. Pengaruh induser terhadap aktivitas keratinase
      Bacillus licheniformis KA-08 memiliki kemampuan menghasilkan keratinase pada medium produksi yang mengandung induser keratin, tepung bulu ayam dan tepung bulu sapi (Gambar 3). 
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               Gambar 3. Pengaruh induser terhadap aktivitas keratinase
                Keterangan : A = Keratin 0,1%;  B = Keratin  0,5%; C = Keratin 1,0%; D= Keratin 1,5%; 

                   E = Tepung bulu ayam  0,1%; F = Tepung bulu ayam  0,5%; G= Tepung bulu ayam  1%; 

                   H = Tepung bulu ayam  1,5%; I = Tepung bulu sapi  0,1%; J = Tepung bulu sapi  0,5%; 

                   K= Tepung bulu sapi  1%; L = Tepung bulu sapi  1,5% dan M = kontrol (tanpa induser)
     Namun Bacillus licheniformis KA-08 tidak menghasilkan keratinase pada medium produksi tanpa induser. Hal ini berarti keratinase ekstraseluler dari Bacillus licheniformis KA-08 bersifat induktif.  Keratinase dari Bacillus megaterium F7-1 menunjukkan sifat induktif (Son et al., 2004), sedangkan enzim pendegradasi keratin dari Bacillus pumilis F3-4 dihasilkan tanpa adanya induser bulu ayam yang mengindikasi enzim bersifat konstitutif (Son et al., 2008). Bacillus  licheniformis PWD-1, Bacillus cereus B5esz dan Bacillus sp. 45,  memiliki kemampuan mensintesis keratinase dari medium yang mengandung bulu ayam (Cheng et al., 1995, Rodziewicz dan Laba, 2008, Daroit et al., 2009  Mikroorganisme pendegradasi makromolekul keratin, umumnya memproduksi keratinase jika diinduksi oleh adanya substrat keratin (Gupta dan Ramnani, 2006). Gambar 3 juga menunjukkan bahwa pemberian induser keratin 1% pada medium produksi menghasilkan keratinase dengan aktivitas paling tinggi yaitu 0,52 U/mg. Induser keratin 1% menghasilkan aktivitas keratinase dari Brevibacillus agri A-03 paling tinggi (Agustien, 2009). 
4.5. Pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas keratinase

     Keratinase dapat dihasilkan dengan rentang suhu yang luas antara suhu 300 C – 600 C  dan aktivitas enzim maksimum dihasilkan pada suhu 500 C dengan aktivitas keratinase 0,52 U/mg (Gambar 4). Kondisi seperti ini Bacillus licheniformis KA-08 sangat potensi menghasilkan enzim termostabil. Bacillus licheniformis merupakan mikroorganisme yang sangat potensial digunakan sebagai sumber enzim untuk degradasi bulu, karena bersifat termofilik yang dapat hidup pada suhu tinggi 50-650 C.
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                          Gambar 4. Profil  suhu  inkubasi terhadap aktivitas spesifik

                                            keratinase pada pH medium 7,5.
     Hal yang berbeda dilaporkan  El-Refai et al. (2005), produksi keratinase maksimum dari Bacillus pumilus F9 dihasilkan dengan suhu inkubasi     550 C, memberikan aktivitas enzim yang tinggi.  

4.6. Pengaruh pH medium terhadap aktivitas keratinase
          Bakteri yang ditumbuhkan pada rentang pH medium produksi enzim mulai dari pH 6 sampai pH 10, dapat menghasilkan keratinase dengan aktivitas spesifik enzim yang berbeda.  pH medium yang optimum untuk memproduksi keratinase  maksimum adalah medium produksi  pH 8 dengan aktivitas spesifik keratinase 0,74 U/mg (Gambar 5).
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Gambar 5. Profil  pH medium terhadap aktivitas keratinase
                                        pada suhu 500 C.   
       Kondisi fermentasi merupakan faktor penting untuk penghasilan enzim.  Bacillus sp. yang ditumbuhkan pada lingkungan alkali menghasilkan enzim proteolitik yang alkali lebih tinggi dibandingkan bila bakteri tersebut ditumbuhkan pada lingkungan netral (Glazer dan Nakaido, 1995). Hal yang berbeda dilaporkan  Rao dan Narasu (2007),  bahwa pH optimum untuk memproduksi enzim dari Bacillus firmus 7728 yang digunakan sebagai bahan penyamak kulit adalah pada pH 9,0.

4.7. Pengaruh agitasi terhadap aktivitas keratinase

       Agitasi berpengaruh terhadap penghasilan keratinase, variasi agitasi memberi pengaruh terhadap produksi keratinase. Produksi keratinase dari Bacillus licheniformis KA-08 dengan agitasi 175 rpm memiliki  aktivitas spesifik keratinase paling tinggi yaitu 0,88 U/mg (Gambar 6).
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Gambar 6. Histogram  pengaruh agitasi terhadap aktivitas keratinase
     Menurut Kumar dan Takagi (1999), agitasi merupakan faktor yang penting dalam penghasilan enzim, karena agitasi akan berpengaruh terhadap homogenitas nutrisi, kultur dan penyediaan oksigen pada medium. Agitasi 200 rpm pada produksi keratinase menyebabkan aktivitas spesifik keratinase rendah (0,78 U/mg), hal ini kemungkinan disebabkan pada kondisi tersebut pada medium produksi lebih banyak terdapat buih, sehingga bakteri tidak maksimum menghasilkan keratinase. Menurut Stanbury dan Whitaker (1984), buih yang ditimbulkan pada medium akibat agitasi yang tinggi dapat menyebabkan penurunan produk fermentasi. 
4.8. Pengaruh konsentrasi inokulum terhadap aktivitas keratinase
     Bacillus licheniformis KA-08 yang ditumbuhkan pada medium produksi enzim dengan variasi konsentrasi inokulum 1, 5 dan 10 %, memberikan aktivitas spesifik keratinase yang bervariasi pula (Gambar 7).
Hal ini kemungkinan disebabkan konsentrasi inokulum memberikan pengaruh terhadap produksi enzim. Konsentrasi inokulum merupakan faktor yang sangat penting untuk pertumbuhan sel dan pembentukan produksi enzim (Cai et al., 2008). Konsentrasi inokulum 5%, merupakan konsentrasi inokulum yang optimum untuk menghasilkan keratinase yang paling tinggi. Pada konsentrasi inokulum 5%, aktivitas spesifik keratinase  1,82 U/mg.
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Gambar 7. Histogram pengaruh konsentrasi inokulum terhadap aktivitas keratinase
     Shafee et al. (2005), melaporkan bahwa peningkatan produksi protease dengan menggunakan konsentrasi inokulum yang sesuai. Konsentrasi inokulum 5% dari Bacillus licheniformis FK 46 termotoleran merupakan konsentrasi yang terbaik dalam menghasilkan keratinase (Suntornuk dan Suntornuk, 2003).  Penggunaan konsentrasi inokulum yang lebih kecil (1%) menyebabkan produksi enzim menurun yang dapat dilihat dari aktivitas spesifik keratinase, 0,88 U/mg. Menurut Shafee et al. (2005), jika digunakan konsentrasi inokulum yang lebih kecil, menyebabkan jumlah enzim yang disekresikan juga berkurang. Konsentrasi inokulum yang lebih besar (7,5%), juga menunjukkan produksi enzim menurun, yang terlihat dari aktivitas spesifik keratinase  1,25 U/mg. Konsentrasi inokulum yang lebih besar dapat mengakibatkan oksigen terlarut menjadi berkurang dan terjadinya peningkatan kompetisi akan nutrisi (Shafee et al., 2005). 

4.9. Pengaruh sumber karbon terhadap aktivitas keratinase

      Pemberian glukosa 1% pada medium produksi memiliki aktivitas keratinase yang paling tinggi yaitu 3,82 U/mg, kemudian diikuti pemberian Laktosa 0,5% (3,00 U/mg), Maltosa 0,5% (2,78 U/mg)  dan pemberian asam sitrat 2% pada medium produksi menghasilkan aktivitas keratinase yang paling kecil,  0,01 U/mg (Tabel 1).
                Tabel 1. Rata-rata aktivitas spesifik keratinase (U/mg)  pada jenis dan
                              konsentrasi sumber karbon yang berbeda.
	Sumber karbon
	Konsentrasi

	
	0,1%
	0,5 %
	1,0  %
	1,5  %
	2,0  %

	Glukosa
	1,90
	2,25
	3,82
	2,56
	2,00

	Laktosa
	2,00
	3,00
	2,65
	1,78
	1,02

	Maltosa
	1,92
	2,78
	2,00
	1,32
	0,78

	Asam sitrat
	0,05
	0,10
	0,15
	0,05
	0,01

	Xilosa
	1,85
	2,15
	2,00
	1,52
	1,00


     Glukosa 1% merupakan sumber karbon paling baik dalam menghasilkan keratinase termostabil dari Brevibacillus agri A-03 (Agustien, 2009). Glukosa merupakan sumber karbon dan energi yang paling baik bagi kebanyakan bakteri terutama dari genus Bacillus (Kumar dan Takagi, 1999). Beberapa peneliti melaporkan asam sitrat menghambat pertumbuhan mikroorganisme melalui pengkhelatan ion divalen dari medium, sehingga kehilangan ion divalen akan hilang pada medium pertumbuhan (Nadeem et al., 2008). Pemberian glukosa di atas 1% menghasilkan keratinase dengan aktivitas enzim yang lebih rendah, hal ini berarti glukosa bersifat anabolik represor. Konsentrasi glukosa yang tinggi dapat mendukung pertumbuhan dan biomassa mikroorganisme, akan tetapi dapat menekan produksi enzim pada konsentrasi glukosa di atas 1%. (Kalisz, 1988).
4.9. Pengaruh sumber nitrogen terhadap aktivitas keratinase

     Pemberian KNO3  dengan konsentrasi 1% sebagai sumber nitrogen pada produksi enzim menghasilkan aktivitas spesifik keratinase paling tinggi yaitu 4,35 U/mg, sedangkan pemberian sumber nitrogen amonium sulfat dengan konsentrasi 2% menghasilkan aktivitas spesifik keratinase paling kecil (Tabel 2).  


     Menurut Agustien (2009), pemberian KNO3  atau NaNO3  pada medium produksi enzim menghasilkan aktivitas spesifik keratinase paling tinggi dibandingkan dengan pemberian amonium klorida ataupun amonium sulfat. Kehadiran amonium sulfat dan amonium klorida dalam medium dapat menekan pertumbuhan dan biosintesis enzim yang diakibatkan adanya pelepasan amoniak yang cukup cepat dari sumber nitrogen anorganik sehingga pH menjadi lebih rendah (Nadem et al., 2008).
                     Tabel  2. Rata-rata aktivitas spesifik keratinase (U/mg)  pada 
                                    jenis dan konsentrasi sumber nitrogen  yang berbeda.
	Sumber nitrogen
	Konsentrasi

	
	0,1%
	0,5 %
	1,0  %
	1,5  %
	2,0  %

	KNO3
	1.81
	2.66
	4,35
	3.88
	2.92

	NaNO3
	1.32
	2,05
	4,05
	3.15
	2.34

	NH4Cl
	1.12
	1,51
	3,82
	3,35
	1,60

	(NH4)2SO4
	0,58
	1,32
	3,25
	1,08
	0,54


      Lebih rendahnya aktivitas spesifik keratinase pada konsentrasi sumber nitrogen di atas 1%, hal ini diduga akibat dari lebih banyaknya sumber nitrogen pada medium produksi sehingga menghambat biosintesis keratinase. Menurut Suhartono (1991), produksi protease dalam medium dipengaruhi oleh konsentrasi sumber nitrogen yang terdapat dalam medium produksi.
4.10. Aktivitas keratinase pada kondisi optimisasi pada skala labu kocok

          Aktivitas spesifik keratinase dari  B. licheniformis  KA-08 pada kondisi sebelum optimisasi adalah 0,39 U/mg dan setelah dilakukan optimisasi aktivitas spesifik keratinase menjadi 4,35 U/mg. Hal ini berarti optimisasi ekstrinsik yang dilakukan terhadap Bacillus licheniformis KA-08 meningkatkan produksi  keratinase 11 kali.
        Tabel 3. Aktivitas spesifik keratinase pada kondisi sebelum dan setelah 

                      optimisasi.
	Kondisi
	Aktivitas spesifik keratinase (U/mg)
	Peningkatan aktivitas

(kali)

	Sebelum optimisasi
	0,39
	

	Setelah optimisasi
	4,35
	11,15


     Dilaporkan bahwa optimisasi medium produksi protease dari Bacillus licheniformis meningkatkan produksi enzim 10 kali dibandingkan dengan menggunakan medium basal (Mabrouk et al., 1999).  

4.11. Produksi keratinase dengan amobilisasi sel
       Amobilisasi sel Bacillus licheniformis KA-08 menggunakan metode penjebakan dengan Ca-alginat sebagai pengemban untuk memproduksi keratinase, memperlihatkan produksi keratinase maksimum dihasilkan pada 12 jam inkubasi, dengan aktivitas spesifik 9,25  U/mg (Gambar 8).    
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      Gambar 8. Produksi keratinase dari sel Bacillus licheniformis  KA-08 amobil. 
     Hal yang berbeda diperlihatkan oleh Brevibacillus agri A-03 termofilik yang diamobilisasi dengan pengemban alginat yang menghasilkan keratinase termostabil maksimum pada 18 jam inkubasi (Agustien, 2009). Produksi keratinase dengan teknik amobil sel, tidak hanya memiliki aktivitas spesifik enzim yang lebih tinggi (9,25 U/mg) dibandingkan dengan produksi keratinase dengan menggunakan sel bebas ( 4,35 U/mg), juga waktu produksi keratinase dengan teknik amobil sel lebih cepat (12 jam) dibandingkan jika produksi keratinase dengan sel bebas (30 jam). Keuntungan menggunakan sel amobil dalam produksi enzim adalah meningkatkan aktivitas enzim (Galazzo dan Bailey, 1990) dan mereduksi waktu produksi enzim (Quintana dan Dalton, 1999). 
4.12.  Pengaruh  konsentrasi alginat terhadap aktivitas enzim

     Alginat dengan konsentrasi 3% dapat menghasilkan keratinase paling tinggi, dengan aktivitas spesifik enzim 9,25 U/mg (Gambar 9).
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Gambar 9. Histogram pengaruh konsentrasi alginat terhadap aktivitas keratinase

     Adanya perbedaan masing-masing perlakuan terhadap aktivitas spesifik enzim, kemungkinan disebabkan konsentrasi alginat dapat mempengaruhi sifat fisik dan pori dari pengemban Ca-alginat. Butiran alginat dengan konsentrasi yang rendah menyebabkan butiran relatif lunak dan memungkinkan cepat terjadi kebocoran jika dibandingkan dengan alginat dengan konsentrasi tinggi sedangkan koefisien difusi glukosa menurun dengan peningkatan konsentrasi alginat (Beshay, 2003). Ca-alginat dengan konsentrasi 3%, mempunyai diameter pori yang maksimal (Hannoun dan Stephanopoulus, 1985). 
4.13.  Pengaruh jumlah butiran alginat terhadap aktivitas enzim

     Jumlah butiran alginat sebanyak 300 buah dapat menghasilkan keratinase paling tinggi, dengan aktivitas spesifik enzim  9,25 U/mg (Gambar 10).
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Gambar 10. Histogram pengaruh jumlah butiran alginat terhadap aktivitas keratinase.
Adanya perbedaan masing-masing perlakuan terhadap aktivitas spesifik enzim, ini kemungkinan disebabkan jumlah butiran alginat dapat memberi efek terhadap sel untuk menghasilkan enzim.Beshay (2003), melaporkan bahwa peningkatan  jumlah butiran dapat meningkatkan produksi enzim yang maksimum, sedangkan jumlah butiran di atas jumlah yang optimum menyebabkan reduksi terhadap perolehan enzim.

4.14. Produksi keratinase dari sel bebas dan sel amobil. 

          Produksi keratinase dengan menggunakan sel bebas Bacillus licheniformis KA-08 menghasilkan aktivitas spesifik keratinase sebesar 4,35 U/mg, sedangkan jika menggunakan  Bacillus licheniformis KA-08 amobil, aktivitas keratinase menjadi 9,25 U/mg. Penggunaan sel amobil menyebabkan terjadinya peningkatan produksi keratinase sebanyak 2,13 kali (Tabel 4.)
                Tabel 4. Produksi keratinase menggunakan sel bebas dan sel amobil.

	
	Aktivitas spesifik keratinase (U/mg)
	Peningkatan (kali)

	Sel bebas
	4,35
	

	Sel amobil
	9,25
	2.13


Peningkatan produksi  keratinase dari Bacillus licheniformis KA-08, menunjukkan pengemban alginat sangat sesuai digunakan sebagai penjebak sel untuk memproduksi enzim. Menurut Quiros et al. (1995), penjebakan sel dalam butiran alginat umumnya paling sesuai bagi viabilitas sel sehingga aktivitas sel sangat tinggi. Rao et al. (2008),  melaporkan bahwa produksi enzim dari Bacillus circulans amobil meningkat sebesar 1,5 kali. 
4.15. Penggunaan berulang sel amobil
     Penggunaan berulang sel Bacillus licheniformis KA-08 amobil dengan pengemban alginat untuk menghasilkan keratinase dengan aktivitas relatif masih 100% setelah digunakan sebanyak 9 kali. Namun terjadi penurunan produksi keratinase pada penggunaan sel amobil pada siklus ke 10 dengan aktivitas relatif menjadi 90%, selanjutnya terjadi penurunan produksi enzim pada siklus ke 11 (aktivitas relatif 75%) dan siklus ke 12 aktivitas relatif tinggal 50%. (Gambar 11).
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Gambar 11. Penggunaan berulang sel Bacillus licheniformis KA-08 amobil.

     Adinaraya et al. (2005) melaporkan bahwa penggunaan berulang sel amobil Bacillus subtilis PE-11 dengan pengemban alginat dalam produksi protease alkali, aktivitas enzim masih 100% setelah 9 kali penggunaan.
V. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1. Kesimpulan

       Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan,
1. Bacillus licheniformis KA-08 menghasilkan keratinase maksimum pada jam ke 30 

    inkubasi dengan aktivitas spesifik keratinase 0,39 U/mg, enzim bersifat induktif 

    dan termostabil.
2. Optimisasi ekstrinsik menunjukkan, keratinase di produksi pada kondisi keratin 1% 

    sebagai induser, medium produksi pH 8, suhu inkubasi 500 C, agitasi 175 rpm,  

    inokulum 5%, sumber karbon glukosa 1% dan sumber nitrogen KNO3 1%.
3. Produksi keratinase dengan kondisi optimisasi pada skala labu kocok memiliki 

    aktivitas spesifik keratinase 4,35 U/mg dengan peningkatan aktivitas sebanyak 11 
    kali dibandingkan dengan produksi keratinase sebelum dilakukan optimisasi.
4. Produksi keratinase menggunakan sel Bacillus licheniformis KA-08 amobil, enzim 

    maksimum dihasilkan pada 12 jam inkubasi dengan aktivitas spesifik keratinase 

    9,25 U/mg.
5. Kondisi produksi keratinase dengan sel amobil adalah konsentrasi alginat 3%, 

    jumlah butiran alginat 300 butir dan penggunaan berulang sebanyak 9 siklus.
5.2. Saran-saran

     Dari penelitian yang telah dilakukan, disarankan :

1. Perlu dilakukan penelitian peningkatan skala produksi (”scale up”) dengan 

      menggunakan fermentor 1 L dan 10 L.
2. Diteliti lebih lanjut tentang karakterisasi parsial keratinase

3. Perlu diteliti tentang potensi aplikasi keratinase sebagai penyamak kulit.
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Aktivitas (Unit/ml)  =      (A contoh   - Ablanko)    X   (Faktor pengenceran)


			    (A standar - Ablanko )         (Waktu reaksi) 
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