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ABSTRACT

Isolate local Bacillus licheniformis KA-08 known extracellular thermostable keratinase producers. Scale up of thermostable
keratinase production can be with cells immobilized. The objective of the research is to thermostable keratinase production of B.
licheniformis KA-08 cells immobilization. Thermostable keratinase activities were determined with modification of Brandelli and
Riffel method. Protein concentration of enzyme determined with Lowry method. Immobilization of cells by Ca-alginate matrix with
Adinarayana method, alginate concentration and amount of alginate bead effects with Beshay method. The result extracellular
thermostable keratinase of B. licheniformis KA-08 cells immobilized was maximum produced at 12 times incubation with activity as
9.25 U/mg. Three percent alginate has optimum activity. Three hundred alginate beads has optimum activity. Cells immobilized of B.
licheniformis KA-08 has scale up of thermostable keratinase activity at 2 times than free cells. Thermostable keratinase produced by

cell immobilized was nine cycles.
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PENGANTAR

Amobilisasi sel merupakan suatu metode di mana sel
ditahan pergerakannya pada suatu ruang. Ada beberapa
teknik amobilisasi seperti adsorpsi, ikatan kovalen, ikat
silang, dan penjebakkan. Sel amobil banyak digunakan untuk
produksi enzim, asam organik dan alkohol (Ramakrishna
dan Prakasham, 2007). Amobilisasi sel merupakan salah
satu cara atau metode untuk meningkatkan produksi enzim,
kestabilan operasionalnya tinggi, biaya murah untuk
produksi enzim (Chibata, 1983), melindungi kerusakan
sel, mengurangi kontaminasi, produktifitas tinggi dan proses
kontrol tinggi (Quirés et al., 1996).

Amobilisasi sel mikroorganisme dengan teknik
penjebakkan paling diminati dan banyak digunakan (Bregni
et al.,2000). Pengemban yang sering digunakan sebagai
matriks penjebak sel mikroorganisme adalah poliakrilamid,
kolagen, gelatin, agar, alginat dan k- karagenan (Scragg,
1990). Penjebakkan sel dengan menggunakan pengemban
kalsium alginat merupakan yang paling disukai dan banyak
dipelajari, hal ini disebabkan kehidupan dan aktivitas
sel sangat tinggi (Quiros et al., 1996), prosesnya satu
tahap dibawah kondisi yang sangat terjaga dan sangat
cocok dengan sel sehingga perolehan produknya tinggi
(Bregni et al., 2000). Alginat sebagai bahan pengemban
banyak digunakan pada amobilisasi sel Bacillus, hal ini
disebabkan alginat tidak bersifat racun terhadap sel, tingkat
kecocokan yang tinggi dengan sel, mudah diperoleh,
tekniknya sederhana dan murah (Adinarayana ez al., 2005;
Bregni et al., 2000).

Penggunaan sel amobil untuk fermentasi sangat penting
sebagai alternatif bagi memperbaiki bioproses konvensional
yang mengunakan sel bebas (Quirds et al., 1996).
Amobilisasi dari sel mikroorganisme dalam memproduksi
enzim ekstraseluler adalah untuk meningkatkan produksi
enzim dan memisahkan sel-sel mikroorganisme dari produk
ekstrak kasar enzim (Galazzo dan Bailey, 1990). Keratinase
(EC.3.4.99.11) adalah kelompok protease yang spesifik
penghidrolisis keratin (Korkmaz et al., 2003). Keratinase
memainkan peranan penting dalam aplikasi bioteknologi
seperti dalam industri penyamakan kulit, produksi asam
amino dan pakan ternak (Sun dan Lee, 2001). Kelompok
bakteri Bacillus spp. menghasilkan keratinase yang
sangat efektif dalam menghidrolisis keratin (Williams e?
al.,1990). Jenis Bacillus spp. termofilik penghasil keratinase
termostabil adalah Bacillus sphaericus FK-28 (Pissuwan
dan Suntornsuk, 2001), B. pseudofirmus (Gessesse et
al., 2003) dan B. licheniformis KA-08 (Agustien et al.,
20006).

BAHAN DAN CARA KERJA

Aktivitas spesifik keratinase

Pengukuran aktivitas keratinase dilakukan menurut
Brandelli dan Riffel (2005) yang telah dimodifikasi. Larutan
enzim 100 pl ditambahkan kedalam tabung reaksi yang
berisikan 400 pl keratin 10 mg/ml. Campuran tersebut
diinkubasi pada 60° C selama 1 jam. Reaksi enzimatik
dihentikan dengan penambahan 1,25 ml 10% TCA.
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Prosedur yang sama dilakukan pada 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, 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 Na,CO; dan
0,25 ml 1 N reagen Folin-Ciocalteu's. Absorbansi dibaca
pada A 578 nm.

Penentuan kadar protein enzim dilakukan menurut
metode Lowry (1951).

Amobilisasi sel B. licheniformis KA-08 dan
produksi keratinase (Adinaraya et al., 2005)

Penyediaan inokulum

Sebanyak 5 ml air suling steril di masukkan ke dalam
biakan miring bakteri yang berumur 24 jam. Suspensi sel
bakteri di masukkan ke dalam labu ukuran 250 ml yang
berisikan 45 ml medium. Kemudian diinkubasi pada shaker
150 rpm, suhu 55° C selama 14 jam. Medium produksi
enzim disentrifugasi pada 5000 g selama 20 menit. Pelet sel
dilarutkan dan dicuci dengan larutan KC1 2% steril, NaCl
0,85% steril, dan air suling steril. Terakhir sel dilarutkan
dengan NaCl 0,85% steril.

Amobilisasi sel dengan matriks alginat

Disiapkan larutan Na-Alginat 3% steril dan dicampurkan
dengan 2 ml suspensi sel dan larutan alginat, distirer selama
1 menit. Sel pada larutan alginat di masukkan ke dalam
syringe steril dan secara perlahan dikeluarkan dari syringe
ke dalam wadah yang berisikan 0,2 M CaCl, sehingga
terbentuk butiran alginat dan disimpan pada suhu 4°¢ C
selama 1 jam dan dicuci dengan air steril sebanyak 3 kali.

Produksi enzim dengan amobilisasi sel

Butiran alginat di masukkan ke dalam labu ukuran
500 ml yang berisikan 200 ml medium produksi enzim.
Diinkubasi selama 24 jam dan setiap interval 3 jam dilakukan
sampling dan ditentukan aktivitas spesifik enzim.

Efek konsentrasi Ca-alginat

Efek konsentrasi Ca-alginat terhadap produksi enzim
dilakukan menurut Beshay (2003), dengan membuat variasi
konsentrasi pengemban alginat: 2; 2,5; 3,0; 3,5 dan 4%.
Larutan enzim diisolasi dan ditentukan aktivitas spesifik
enzim.

Efek jumlah butiran Ca-alginat

Efek jumlah butiran Ca-alginat terhadap produksi
enzim dilakukan menurut Beshay (2003), dengan membuat
variasi jumlah butiran alginat sebanyak: 100, 200, 300, 400,
500 dan 600 butir; menggunakan konsentrasi alginat yang
terbaik. Larutan enzim diisolasi dan ditentukan aktivitas
spesifik enzim.

Penggunaan berulang sel amobil (Adinaraya et
al., 2005)

Penghasilan keratinase termostabil dengan sel amobil
pada kondisi konsentrasi dan jumlah butiran 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. Operasional sel amobil dilakukan sampai
menunjukkan aktivitas keratinase termostabil menurun.

HASIL

Berikut ini adalah hasil dari penelitian yang dilakukan.
Produksi keratinase dari sel B. licheniformis KA-08 amobil
dapat dilihat pada Gambar 1. Sedangkan Gambar 2 dan 3
menunjukkan pengaruh konsentrasi dan jumlah butiran
alginat. Untuk penggunaan sel amobil dapat dilihat pada
Gambar 4. Tabel 1 menunjukkan data produksi keratinase
menggunakan sel bebas dab sel amobil.

Adivitas spesifik leratinase
(Umg)

Gambar 1. Produksi keratinase dari sel B. licheniformis KA-08
amobil
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Tabel 1. Produksi keratinase menggunakan sel bebas dan sel

amobil
Akt.spesifik (U/mg)  Peningkatan (kali)
Sel bebas 4,35
Sel amobil 9,25 2.13
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Aktivitas
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Gambar 2. Histogram pengaruh konsentrasi alginat
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Gambar 3. Histogram pengaruh jumlah butiran alginat
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Gambar 4. Penggunaan berulang sel amobil

PEMBAHASAN

Amobilisasi sel Bacillus licheniformis KA-08
menggunakan metode penjebakan dengan Ca-alginat
sebagai matriks untuk memproduksi keratinase,
memperlihatkan produksi keratinase maksimum dihasilkan
pada 12 jam inkubasi, dengan aktivitas spesifik 9,25 U/mg.
Hal yang berbeda diperlihatkan oleh Brevibacillus agri
A-03 termofilik yang diamobilisasi dengan pengemban
alginat yang menghasilkan keratinase termostabil pada

18 jam inkubasi (Agustien, 2010). 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).

Alginat dengan konsentrasi 3% dapat menghasilkan
keratinase paling tinggi, dengan aktivitas spesifik enzim
9,25 U/mg. 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 (Hanoun dan Stephanopoulus,
1985). Keadaan pori yang maksimal menyebabkan proses
transfer nutrisi dari medium ke sel bakteri yang berada
dalam butiran alginat dan juga terjadi difusi produk dari
sel melalui pori pengemban ke medium. Oleh karena itu,
konsentrasi butiran pengemban, substrat, dan konsentrasi
produk mempunyai peranan yang sangat penting dalam
pertumbuhan dan produktivitas sel (Quiros et al., 1995).

Jumlah butiran alginat sebanyak 300 buah dapat
menghasilkan keratinase paling tinggi, dengan aktivitas
spesifik enzim 9,25 U/mg. Peningkatan jumlah butiran
dapat menyebabkan produksi enzim menjadi maksimum,
sedangkan jumlah butiran di atas jumlah yang optimum
menyebabkan reduksi terhadap perolehan enzim (Beshay
2003).

Produksi enzim dengan menggunakan sel bebas
menghasilkan aktivitas spesifik keratinase sebesar 4,35 U/
mg, sedangkan jika menggunakan B. licheniformis KA-08
amobil, aktivitas keratinase menjadi 9,25 U/mg. Sel amobil
meningkatkan produksi keratinase lebih dari 100%, hal ini
menunjukkan pengemban alginat sangat sesuai digunakan
sebagai penjebak sel untuk memproduksi enzim. Menurut
Quiros et al. (1995), penjebakkan sel dalam butiran alginat
paling sesuai bagi viabilitas sel sehingga aktivitas sel sangat
tinggi.

Penggunaan berulang sel Bacillus licheniformis
KA-08 amobil dengan pengemban alginat untuk
menghasilkan keratinase dengan aktivitas relatif masih
100% setelah digunakan sebanyak 9 kali. Adinaraya et al.
(2005) melaporkan bahwa penggunaan berulang sel amobil
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Bacillus subtilis PE-11, aktivitas protease masih 100%
setelah 9 kali penggunaan.

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan produksi
keratinase dengan menggunakan sel B. licheniformis KA-08
amobil, enzim maksimum dihasilkan pada 12 jam inkubasi.
Kondisi produksi enzim adalah konsentrasi alginat 3%,
jumlah butiran alginat 300 butir, dan penggunaan berulang
sebanyak 9 siklus.
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