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ABSTRAK

Pakan berkualitas memegang peranan vital dalam pemeliharaan ternak. Salah
satu pendekatan yang dapat digunakan untuk mencapai tuuan ini adalah dengan
menambahkan imbuhan pakan (feed additive) misalnya berupa enzim. Penelitian
ini bertujuan untuk mengevaluasi bagaimana kemampuan katalitik Enzim
Keratinase, Lipase dan Selulase dari isolat Actinomycetes SD-5 yang berpotensi
dikembangkan sebagai imbuhan pakan ternak multienzim. Isolat ini telah diisolasi
sebelumnya dari sedimen di kawasan pantai Mangrove Oesapa Barat, Kota
Kupang. Uji katalitik dilakukan terhadap enzim Keratin, Lipase dan Selulase yang
secara berturut-turut menggunakan media Keratin Agar, media Lipid Agar dan
media Carboxymethyl Cellulose (CMC) Agar. Parameter yang diamati adalah
terbentuknya zona hidrolitik di sekitar koloni yang tumbuh pada meedia uji. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes SD-5 mampu menghasilkan
ketiga enzim tersebut yang ditandai dari zona-zona hidrolitik yang terbentuk pada
media agar uji. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa isolat Actinomycetes
SD-5 berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai imbuhan pakan
multienzim.

Kata kunci: Actinomycetes, Keratinase, Lipase, Mangrove, Sedimen, Selulase.

ABSTRACT

Quality feed plays a vital role in livestock maintenance. One approach to achieve
this is by adding feed additives, such as enzymes. This study aims to evaluate the
catalytic capabilities of Keratinase, Lipase, and Cellulase enzymes from the
Actinomycetes isolate SD-5, which has the potential to be developed as a
multi-enzyme feed additive for livestock. This isolate was previously obtained from
sediment in the mangrove coastal area of Oesapa Barat, Kupang City. Catalytic
tests were conducted on Keratinase, Lipase, and Cellulase enzymes using Keratin
Agar, Lipid Agar, and Carboxymethyl Cellulose (CMC) Agar media, respectively. The
observed parameter was the formation of hydrolytic zones around the colonies
grown on the test media. The results showed that the Actinomycetes isolate SD-5
was capable of producing all three enzymes, as indicated by the hydrolytic zones
formed on the test agar media. Thus, it can be concluded that the Actinomycetes
isolate SD-5 has the potential to be further developed as a multi-enzyme feed
additive.

Keywords: Actinomycetes, Keratinase, Lipase, Mangrove, Sediment, Cellulase.
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PENDAHULUAN

Pakan merupakan segala bahan yang dapat dikonsumsi oleh ternak, dicerna
baik sebagian maupun sepenuhnya, serta memberikan manfaat tanpa
menyebabkan keracunan (Subekti, 2008). Pakan memegang peranan vital dalam
pemeliharaan ternak, di mana biaya pakan sering kali menjadi komponen
pengeluaran terbesar dalam usaha peternakan (Wea et al., 2021). Warouw et al.,
(2014) menjelaskan bahwa biaya pakan menyumbang sekitar 65-80% dari total
biaya produksi peternakan. Mengingat tingginya biaya pakan, penting untuk
menemukan cara untuk mengurangi pengeluaran sekaligus meningkatkan
kualitas pakan. Salah satu pendekatan yang digunakan adalah dengan
menambahkan imbuhan pakan (feed additive) pada pakan ternak (Djunaidi &
Natsir, 2021).

Imbuhan pakan merupakan semua bahan tambahan dalam pakan yang tidak
mengandung nutrisi langsung, namun dapat meningkatkan produktivitas,
kualitas produk ternak (seperti daging, telur, susu, kulit, bulu), dan efisiensi
pakan serta kesehatan ternak (Fadhiila et al., 2022). Imbuhan pakan digunakan
untuk berbagai tujuan seperti meningkatkan sistem enzimatik pencernaan,
meningkatkan kekebalan tubuh, memiliki sifat antibakteri, antiparasit, antivirus,
anti-inflamasi, serta antioksidan (Haris et al., 2021). Salah satu jenis imbuhan

pakan yang sering digunakan adalah enzim (Sulistyoningsih et al., 2014).

Enzim merupakan molekul yang diproduksi oleh sel hidup dan berfungsi
sebagai katalisator reaksi kimia dalam organisme (Vertygo, 2021). Studi dari
(Selviani et al., 2023) menunjukkan bahwa penambahan multienzim dalam pakan
ayam dapat meningkatkan bobot dan kualitas telur. Penelitian lain oleh Nofer et al.
(2019) menemukan bahwa penambahan enzim dalam ransum itik dapat

meningkatkan konsumsi ransum serta pertambahan bobot badan.

Enzim sering digunakan dalam industri karena ketersediaannya yang
melimpah, mudah didapat, dan ekonomis (Yildiz, 2021). Enzim dapat diperoleh
juga dari berbagai mikroorganisme, salah satunya yang berasal dari ekosistem
Mangrove (Megavitry et al., 2022; Priyadarshini et al., 2016). Berdasarkan

aktivitas hidrolitiknya, enzim terbagi menjadi dua jenis, yaitu enzim ekstraseluler
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(eksoenzim) yang bekerja di luar sel, dan enzim intraseluler yang bekerja di dalam
sel (D. M. Putri et al., 2024). Eksoenzim hidrolitik yang sering digunakan dalam
pakan ternak biasanya bersumber dari mikroorganisme, termasuk Actinomycetes,
yang diketahui mampu menghasilkan enzim seperti selulase, lipase, dan
keratinase (Espersen et al., 2021; Lestari et al., 2018; Ventorino et al., 2016).
Ketiga enzim ini termasuk yang paling sering ditambahkan ke dalam pakan
sebagai imbuhan yang dapat meningkatkan ketersediaan nutrien dan

memberikan performa ternak yang lebih baik (Velazquez-De Lucio et al., 2021).

Actinomycetes, kelompok bakteri prokariotik dari kingdom Monera, dikenal
mampu menghasilkan berbagai senyawa metabolit, termasuk enzim penting
untuk pakan ternak (Aeny et al., 2018). Bakteri ini memiliki sifat pertumbuhan
filamen menyerupai hifa dan menghasilkan spora, yang membuatnya tampak

mirip dengan jamur (fungi) (Aghamirian & Ghiasian, 2009).

Penelitian sebelumnya telah menyoroti aktivitas hidrolitik Actinomycetes di
Kawasan Mangrove (Vertygo et al., 2021b). Di Nusa Tenggara Timur (NTT), kajian
yang dilakukan oleh (Vertygo et al., 2021a) berhasil mengisolasi enam isolat
Actinomycetes dari sedimen hutan mangrove di pesisir Oesapa Barat, Kupang.
Salah satu isolatnya yang diberi label SD-5 memiliki kemampuan katalitik enzim
Amilase dan Protease yang cukup tinggi. Oleh karena itu, untuk penelitian ini, uji
katalitik dilanjutkan untuk enzim-enzim hidrolitik lainnya yaitu Keratinase,

Lipase dan Selulase.
METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian
Kegiatan penelitian dilakukan dari bulan Oktober 2023 sampai bulan Januari
2024, yang bertempat di laboratorium Teknologi Pakan Ternak (TPT), Jurusan

Peternakan, Politeknik Pertanian Negeri Kupang.

Sterilisasi Alat dan Bahan
Semua peralatan dan media yang digunakan disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Proses sterilisasi untuk media berlangsung

selama 15 menit, sementara peralatan disterilkan selama 30 menit (Tille, 2021).
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Purifikasi Isolat

Isolat diambil dari stok secara aseptik menggunakan jarum ose, kemudian
ditanam ke dalam media International Streptomyces Project 2 Agar (ISP2 Agar).
Teknik inokulasi dilakukan menggunakan metode inokulasi titik. Media

diinkubasi dalam inkubator pada suhu 27°C selama 3 hari (Vertygo et al., 2021b).

Uji Katalitik Enzim-enzim Hidrolitik

Untuk uji katalitik enzim Keratinase, isolat hasil peremajaan diambil secara
aseptik menggunakan jarum ose dan diinokulasikan pada media Keratin Agar.
Metode yang digunakan untuk inokulasi adalah inoulasi titik. Setelah inokulasi,
media tersebut diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 27°C selama tiga (3) hari.
Kemampuan katalitiknya dilihat dari terbentuknya zona keratinolitik berwarna

jernih (clear zone) di sekitar koloni isolat (Riffel & Brandelli, 2006).

Untuk uji katalitik enzim Lipase, isolat hasil peremajaan diambil secara
aseptik menggunakan jarum ose, kemudian ditanam pada media Lipid Agar.
Proses inokulasi dilakukan menggunakan metode titik. Media yang telah
diinokulasi selanjutnya diinkubasi pada suhu 27°C dalam inkubator selama tiga
(3) hari. Kemampuan katalitiknya dilihat dari terbentuknya koloni isolat yang

berwarna merah (Pramiadi & Yulianti, 2014).

Untuk uji katalitik enzim Selulase, dengan menggunakan jarum ose, isolat
yang telah diremajakan diambil secara aseptik dan kemudian diinokulasikan
pada media CMC Agar. Inokulasi dilakukan melalui teknik inokulasi titik dan
selanjutnya media diinkubasi dalam inkubator pada suhu 27°C selama tiga (3)
hari. Kemampuan katalitik dilihat dari terbentuknya zona selulolitik berwarna
bening-kekuningan di sekitar koloni isolat yang tumbuh, setelah ditetesi larutan

iodin (Kang & Kim, 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat Actinomycetes SDS5,
yang sebelumnya telah diisolasi dari sedimen mangrove di kawasan hutan
mangrove pantai Oesapa Barat, Kota Kupang, Provinsi (NTT). Isolat ini telah diuji
kemampuan katalitiknya pada penelitian sebelumnya terhadap enzim Amilase

dan Protease dengan hasil yang positif (Vertygo et al., 2021a). Dalam penelitian ini,
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isolat Actinomycetes A2 diuji lebih lanjut terhadap enzim-enzim hidrolitik lainnya,

yaitu Selulase, Lipase, dan Keratinase.

Uji Katalitik Enzim Keratinase

Hasil uji katalitik enzim Keratinase menunjukkan adanya zona keratinolitik
bening di sekitar koloni isolat yang tumbuh, menandakan aktivitas positif enzim
tersebut (Gambar 1). Hal ini menunjukkan bahwa enzim Keratinase diproduksi
oleh isolat Actinomycetes A2 dan telah berhasil menghidrolisis substrat keratin
pada media Keratin Agar. Media ini awalnya berwarna cokelat karena adanya
kandungan keratin, namun ketika keratin dipecah oleh enzim, bagian agar yang

tersisa menjadi bening (Awad, 2017).

Gambar 1. Uji Katalitik Enzim Keratinase Isolat Actinomycetes SD-5
(Keterangan: A = Kontrol; B = Isolat SD-5)

Keratinase adalah sekelompok enzim proteolitik yang mengkatalisis
pemecahan ikatan peptida dalam keratin (Samanta et al., 2022). Keratin itu
sendiri merupakan protein biopolimer berstruktur kompleks, yang memiliki
karakteristik stabilitas dan daya tahan (durability) yang tinggi, serta ketahanan
(resistance) terhadap hidrolisis oleh enzim-enzim proteolitik umum seperti pepsin,
tripsin, dan kimotripsin (Guarino et al., 2018). Keratin, yang disintesis dalam sel
epitel, merupakan bagian integral dari epidermis dan turunannya, termasuk
rambut, wol, bulu, kuku, tanduk, kuku kaki, dan kutikula (Feroz et al., 2020).
Dari kelompok mikroorganisme, Actinomycetes (yang terutama berasal dari genus
Streptomyces dan Thermoactinomycetes), juga telah diketahui dapat menghasilkan
enzim Keratinase (Sypka et al., 2021). Alamoudi et al. (2022), berhasil mengisolasi

sebanyak sembilan (9) isolat Actinomycetes yang berasal dari sampel tanah di




Bhene dkk., Uji Katalitik Enzim Keratinase ... 243

lahan peternakan unggas di Jeddah, Arab Saudi yang teramati memiliki
kemampuan keratinolitik. Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa
isolat-isolat tersebut berada pada takson spesies Streptomyces rochei AM8. Di
ekosistem perairan laut, Actinomycetes dari genus yang sama juga telah
menunjukkan aktivitas keratinolitik, sehingga berpotensi dimanfaatkan dalam
pengelolaan limbah peternakan dan sebagai tambahan dalam pakan yang
mengandung keratin, seperti tepung bulu ayam (feather meal) (Birolli et al., 2019).
Spesies Actinomycetes lainnya adalah Amycolatopsis keratiniphila subsp.
keratiniphila D2T yang menunjukkan adanya aktivitas keratinolitik yang sangat

tinggi (Espersen et al., 2021).

Penelitian oleh Xu et al. (2022) mengungkapkan bahwa pemberian pakan yang
mengandung tepung bulu yang dilengkapi dengan enzim keratinase mampu
meningkatkan performa pertumbuhan, kualitas daging, dan status redoks pada
ayam pedaging (broiler). Pengukuran status/tingkat reduksi-oksidasi (redoks)
penting untuk menggambarkan pemeliharaan pensinyalan sel dan adaptasi
sel-sel tubuh terhadap stres (Surai et al., 2021). Pada ayam fase starter,
penambahan enzim ini dalam pakan menghasilkan peningkatan berat badan,
konsumsi pakan, serta efisiensi konversi pakan (Odetallah et al., 2003).
Sementara itu, pada babi fase grower, suplemen enzim ini terbukti meningkatkan
kecernaan ileum nyata dan kecernaan ileum standar asam amino dalam pakan
yang mengandung bungkil biji kapas, dedak padi serta bungkil kacang tanah
(Huang et al., 2018).

Uji Katalitik Enzim Lipase

Uji katalitik enzim lipase menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan
perubahan warna koloni isolat menjadi merah (Gambar 2). Perubahan ini
mengindikasikan bahwa enzim lipase yang dihasilkan oleh isolat tersebut telah
menghidrolisis substrat lemak yang terdapat dalam media Lipid Agar. Proses
hidrolisis lemak oleh lipase menghasilkan asam lemak sebagai salah satu
produknya. Asam lemak yang diambil oleh isolat ini memiliki afinitas kuat
terhadap pewarna indikator Rhodamine-B dalam media. Ikatan antara kedua
senyawa tersebut menyebabkan perubahan warna koloni isolat menjadi merah
(Jette & Ziomek, 1994).
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Gambar 2. Uji Katalitik Enzim Lipase Isolat Actinomycetes SD-5
(Keterangan: A = Kontrol; B = Isolat SD-5)

Kajian oleh Hasan et al. (2024) berhasil mengisolasi Actinomycetes dari Hutan
Mangrove Lahan Basah Setiu di Terengganu, Malaysia. Dari 18 isolat yang
diperoleh, 17 isolat menunjukkan kemampuan lipolitik, yang berasal dari spesies
Streptomyces spp. dan Micromonospora chalcea. Penelitian serupa oleh Naligama
et al. (2022) menemukan tiga jenis Actinomycetes yang mampu memproduksi
enzim Lipase, yang diisolasi dari sedimen Hutan Mangrove di Kadolkele, Sri Lanka.
Proses identifikasi menunjukkan bahwa isolat-isolatnya termasuk dalam genus
Streptomyces spp. Isolasi Actinomycetes yang dilakukan oleh Fadhilah et al. (2018)
dari Kawasan ekosisten Mangrove di Pulau Pramuka, Kepulauan Seribu, Jakarta
juga menunjukkan bahwa 2 isolat Actinomycetes antibakterinya, dapat pula
menghasilkan enzim Lipase. Selain itu, Priyadarshini et al. (2016) mengisolasi
Actinomycetes dari tanah di kawasan Hutan Mangrove Bhitarkanika, Pantai
Odisha, di India, dan menemukan bahwa salah satu isolatnya, Streptomyces sp.

BSA-11, juga mampu menghasilkan enzim lipase.

Enzim lipase merupakan salah satu enzim hidrolitik yang sering digunakan
dalam pakan ternak. Studi oleh Castro & Kim (2020) menunjukkan bahwa
penambahan enzim lipase dalam pakan ayam broiler selama periode 1-42 hari
mampu mengurangi efek negatif dari pakan rendah protein, energi, dan asam
amino, dan menghasilkan performa yang setara dengan pakan yang
diformulasikan sesuai standar peternakan. Ahmad et al. (2023) juga melakukan
suplementasi lipase dalam pakan rendah energi dan menunjukkan adanya

peningkatan performa pertumbuhan dan kualitas daging ayam broiler. Selain itu,
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penambahan lipase dapat mengurangi dampak negatif dari diet rendah energi
yang diberikan pada ayam broiler. Kajian yang sama yang dilakukan oleh Oliveira
et al. (2019) juga menunjukkan bahwa penggunaan lipase dalam pakan
menghasilkan peningkatan bobot badan yang lebih tinggi, yang didukung oleh
konsumsi pakan yang lebih tinggi pula. Pada babi pasca-sapih, Liu et al. (2018)
melaporkan bahwa suplementasi lipase secara signifikan meningkatkan daya
cerna nutrien, meningkatkan aktivitas lipase di duodenum dan ileum, serta
meningkatkan aktivitas protease di duodenum dan jejunum pada babi yang diberi
pakan rendah energi. Suplemen enzim ini juga terbukti menurunkan kadar

kolesterol LDL-C, trigliserida (TG), serta produksi NHs dalam feses.

Uji Katalitik Enzim Selulase

Uji katalitik enzim selulase menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya
zona selulolitik di sekitar koloni isolat yang tumbuh. Zona tersebut tampak bening
kekuningan setelah ditetesi larutan Lugol’s iodine (Gambar 3). Hal ini
menandakan bahwa substrat selulosa (berupa Carboxymethyl cellulose/CMC)
yang ada dalam media CMC agar telah dihidrolisis oleh enzim selulase yang
dihasilkan oleh isolat tersebut. Proses hidrolisis menghasilkan monomer glukosa
yang digunakan sebagai substrat dalam reaksi metabolik untuk menghasilkan
energi (Agustina et al., 2021). Ketika selulosa masih ada, penambahan larutan
Lugol’s iodine pada media akan menghasilkan warna biru kehitaman. Namun, jika
substrat telah terdegradasi, glukosa hasil hidrolisis tidak akan berikatan dengan

Lugol’s iodine, sehingga warna tidak muncul (Rc et al., 2008).

Berbagai jenis Actinomycetes, telah diketahui memiliki kemampuan selulolitik
atau dapat memproduksi enzim selulase. Gayathri & Muralikrishnan (2013)
berhasil mengisolasi Actinomycetes endofitik dari akar, batang, dan daun
tumbuhan mangrove spesies Rhizopora apiculata dan Avicennia marina. Dari hasil
isolasi tersebut, mereka mendapatkan enam isolat yang memiliki kemampuan
selulolitik, yang berasal dari genus Streptomyces spp. Temuan ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh Vyas et al. (2020), yang menemukan bahwa
keenam isolat Actinomycetes endofitik yang mereka isolasi mampu mendegradasi
selulosa, ditunjukkan oleh aktivitas enzim Fpase (Filter Paperase), Endoglucanase

dan B-glucosidase (Cellobiase). Selain itu, penelitian oleh (Putri & Setiawan, 2019)
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yang mengisolasi Actinomycetes dari tanah di daerah Mamasa, Sulawesi Barat,
menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes selulolitik yang berhasil diisolasi
berasal dari genus-genus Asanoa, Streptomyces, Kitasatospora,

Dactylosporangium, Streptosporangium dan Nonomurae.

Gambar 3. Uji Katalitik Enzim Selulase Isolat Actinomycetes SD-5

Enzim adalah molekul protein yang berfungsi sebagai biokatalisator (Hikmah
et al., 2022). Sejak awal abad ke-20, enzim telah digunakan dalam pakan ternak
(Anoop Kumar et al., 2019). Pemberian pakan yang mengandung enzim selulase
pada kambing perah telah menunjukkan peningkatan kepadatan serta jumlah
produksi air susu (Rojo et al., 2015). Pada pakan lengkap yang berbasis batang
pisang yang difermentasi dengan suplementasi enzim selulase pada tingkat yang
berbeda juga memberikan pengaruh signifikan pada peningkatan konsumsi
bahan kering dan bahan organik pada sapi Bali yang digemukkan (Sobang et al.,
2024). Penggunaan enzim selulase juga terbukti meningkatkan aktivitas
enzimatik di dalam rumen (Febriyani et al., 2024). Pada kambing yang sedang
laktasi, suplementasi pakannya dengan enzim selulase terlihat meningkatkan
hasil susu dan profil asam lemak keju, tanpa memberikan dampak negatif pada
kesehatan kambing perah, komposisi susu, dan sifat keju lunak yang dihasilkan

(Sayed et al., 2015).

Pentingnya penambahan enzim hidrolitik dalam pakan ternak, semakin
menegaskan potensi isolat Actinomycetes SD-5 untuk dikembangkan sebagai
imbuhan pakan multienzim. Penggunaan isolat ini dapat memberikan manfaat
besar bagi industri peternakan, terutama di wilayah-wilayah dengan keterbatasan
akses terhadap pakan berkualitas, seperti daerah pedesaan ataupun wilayah

tropis. Sumber daya pakan lokal yang melimpah namun sulit dicerna dapat
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dioptimalkan dengan adanya enzim-enzim ini. Selain itu, pengembangan imbuhan
pakan dari isolat SD-5 juga berperan dalam pengelolaan limbah pakan, karena
kemampuannya untuk menguraikan bahan-bahan yang sulit tercerna seperti
keratin dari bulu unggas dan protein dari bungkil menjadi nutrisi yang lebih
mudah diserap (Gunawan et al., 2024). Dengan demikian, penggunaan
enzim-enzim tersebut tidak hanya meningkatkan performa ternak, seperti
peningkatan berat badan dan produksi susu, tetapi juga dapat mengurangi emisi
gas amonia dari kotoran, sehingga menurunkan dampak lingkungan dari kegiatan
peternakan. Dalam jangka panjang, pengembangan imbuhan pakan berbasis
Actinomycetes SD-5 dapat membuka peluang inovasi baru dalam industri pakan
ternak, menciptakan produk yang lebih ramah lingkungan, hemat biaya, serta

turut mendukung keberlanjutan peternakan global.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil dan pembahasan yang telah disampaikan, dapat
disimpulkan bahwa isolat Actinomycetes SD-5 yang diisolasi dari sedimen
Mangrove di kawasan Hutan Mangrove Oesapa, Kota Kupang, provinsi NTT,
memiliki kemampuan menghasilkan enzim Selulase, Lipase, dan Keratinase. Oleh
karena itu, isolat ini berpotensi semakin besar untuk dikembangkan sebagai

imbuhan pakan ternak multienzim (multienzyme feed additive).
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