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SUMMARY 

PRODUCTION AND PURIFICATION OF AMYLASE ENZYMES FROM 

BACTERI Bacillus licheniformis TS-10 USING GEL FILTRATION 

 

Citra Pratiwi: Supervised by Dr. Heni Yohandini K, M.Si and Dr. Desnelli, M.Si 

Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya 

University 

xvi + 66 pages, 10 picture, 3 table, 8 attachment 

 Amylase enzyme is an extracellular enzyme that can hydrolyze the internal 

bond of α 1,4-glucan in starch and is also one of the enzymes widely used in the 

industrial field. In industries that use enzymes, thermostable amylases with low 

substrate costs are the main choice because they can work at 60-120ºC and are 

usually produced by thermophilic bacteria. For certain purposes enzymes are often 

required in their pure state. Therefore, a pure thermostable amylase enzyme with 

low production cost is needed. This study aims to compare the amylase enzyme 

produced with soluble starch substrate and cassava peel starch from Bacillus 

licheniformis TS-10 bacteria and see the improvement of enzyme purity using gel 

filtration and protein profile analysis produced. 

In this study, the production of amylase enzyme from Bacillus licheniformis 

TS-10 bacteria using soluble starch substrate and cassava peel starch was carried 

out, which was then tested for enzyme activity by DNS method and protein content 

by Bradford method. Furthermore, the enzyme produced was purified using 

Sephacryl S-200 HR resin filtration gel and analyzed for protein profiles using 
SDS-PAGE electrophoresis and Zymography. 

The results showed that amylase enzyme produced using cassava peel starch 

substrate has specific enzyme activity that is not much different from soluble starch 

substrate amylase enzyme of 3.950 U/mg and has more protein bands than soluble 

starch substrate amylase enzyme. The amylase enzyme purified by gel filtration, 

which has the greatest enzyme specific activity, is found in fraction 6, which is 

9.478 U/mg and has an increase in purity by 2.399 times from the crude extract of 

the enzyme. The protein content of fraction 6 obtained is small so that the protein 

band is not observed in the electrophoregram, but because the enzyme activity of 

the 6th fraction obtained is high in the zymogram, the clear zone is observed. The 

amylase enzyme purified by gel filtration which has the highest protein content is 

fraction 2 and 3 so that in the electrophoregram there is a protein band located 

around the size of BSA, namely 65 to 67 kDa. 

 

Keywords : Amylase, Starch, Gel filtration, Protein profile, Enzyme activity  

Citation : 68 (1996-2024) 
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RINGKASAN 

PRODUKSI DAN PEMURNIAN ENZIM AMILASE DARI BAKTERI 

Bacillus licheniformis TS-10 MENGGUNAKAN GEL FILTRASI  

Citra Pratiwi : Dibimbing oleh Dr. Heni Yohandini K, M.Si dan Dr. Desnelli, M.Si 

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 

Sriwijaya 

xvi + 66 halaman, 10 gambar, 3 tabel, 8 lampiran 

Enzim amilase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis 

ikatan internal α 1,4-glukan pada pati dan juga salah satu enzim yang digunakan 

secara luas pada bidang industri. Dalam industri yang menggunakan enzim, amilase 

termostabil dengan biaya substrat yang murah menjadi pilihan yang utama karena 

dapat bekerja pada suhu 60-120ºC dan biasanya dihasilkan oleh bakteri termofilik. 

Untuk tujuan tertentu enzim sering kali dibutuhkan dalam keadaan murni. Oleh 

karena itu dibutuhkan enzim amilase termostabil yang murni dengan biaya produksi 

murah. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan enzim amilase yang 

diproduksi dengan substrat soluble starch dan pati kulit singkong dari bakteri 

Bacillus licheniformis TS-10 serta melihat peningkatan kemurnian enzim 

menggunakan kromatografi gel filtrasi dan analisis profil protein yang diproduksi. 

 Pada penelitian ini telah dilakukan produksi enzim amilase dari bakteri 

Bacillus licheniformis TS-10 menggunakan substrat soluble starch dan pati kulit 

singkong yang kemudian diuji aktivitas enzim dengan metode DNS dan kadar 

protein dengan metode Bradford. Selanjutnya enzim yang diproduksi dimurnikan 

menggunakan gel filtrasi resin Sephacryl S-200 HR serta dianalisis profil 

proteinnya menggunakan elekroforesis SDS-PAGE dan Zimografi. 

 Hasil penelitian menunjukkan enzim amilase yang diproduksi 

menggunakan substrat pati kulit singkong memiliki aktivitas spesifik enzim yang 

tidak jauh berbeda dari enzim amilase substrat soluble starch yaitu sebesar 3,950 

U/mg dan memiliki pita protein yang teramati lebih banyak dibandingkan enzim 

amilase substrat soluble starch. Enzim amilase hasil pemurnian dengan gel filtrasi, 

yang memiliki aktivitas spesifik enzim paling besar didapatkan pada fraksi 6 yaitu 

sebesar 9,478 U/mg dan memiliki peningkatan kemurnian sebesar 2,399 kali dari 

ekstrak kasar enzimnya. Kadar protein fraksi 6 yang didapatkan kecil sehingga pada 

elektroforegram pita proteinnnya tidak teramati akan tetapi karena aktivitas enzim 

fraksi ke 6 yang didapatkan tinggi pada zimogram teramati zona beningnya. Enzim 

amilase hasil pemurnian dengan gel filtrasi yang memiliki kadar protein paling 

besar yaitu fraksi 2 dan 3 sehingga pada elektroforegram terdapat pita protein yang 

terletak sekitar ukuran BSA yaitu 65 sampai 67 kDa. 

 

Kata kunci  : Amilase, Pati, Gel filtrasi, Profil protein, Aktivitas Enzim  

Sitasi : 68 (1996-2024) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Enzim merupakan protein yang membantu proses metabolisme seluler 

dengan mengurangi tingkat energi aktivasi (Ea) untuk memulai reaksi kimia antar 

biomolekul (Wibowo et al., 2021). Enzim digunakan secara luas pada bidang 

industri karena semakin berkembangnya teknologi aplikasi enzim, teknologi 

fermentasi, dan rekayasa genetika (Purnawan et al., 2015). Beberapa enzim yang 

biasa digunakan secara luas diantaranya enzim amilase, lipase, dan protease 

(Supriyatna et al., 2015). Amilase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat 

menghidrolisis ikatan internal α 1,4-glukan pada pati sehingga membentuk dekstrin 

dan polimer kecil lainnya yang biasanya terdiri dari unit glukosa (Sharma et al., 

2018). Dalam industri yang menggunakan enzim, amilase termostabil menjadi 

pilihan utama karena dapat beroperasi secara optimal pada suhu antara 60–125 °C 

dan dalam rentang pH yang luas (Yassin et al., 2021;  Yandri et al., 2020). 

Penggunaan enzim termostabil meningkatkan efisiensi proses, mempercepat reaksi, 

dan mengurangi biaya produksi ( Albejo & Hamza, 2017). 

Enzim termostabil umumnya dihasilkan oleh bakteri termofilik, yang mampu 

bertahan pada suhu tinggi dan memiliki protein yang tahan terhadap denaturasi 

(Mahestri et al., 2021). Kusumayanti (2022) telah melakukan skrining bakteri 

termofilik yang dapat menghasilkan enzim amilase. Bakteri termofilik yang 

diskrining merupakan bakteri termofilik Sumber Air Panas Tanjung Sakti Lahat 

yang telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi oleh Yohandini et al, 2015. 

Berdasarkan penelitian Kusumayanti (2022) dari 15 isolat bakteri termofilik 

terdapat  4 isolat yang dapat menghasilkan enzim amilase yaitu bakteri Bacillus 

licheniformis TS-10 dan TS-3, serta Annoxybacillus rupiensis TS-1 dan TS-4 

berdasarkan pembentukan zona bening pada media yang mengandung pati. 

Diameter zona bening yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus licheniformis TS-10 

dan TS-3, serta Annoxybacillus rupiensis TS-1 dan TS-4 berturut-turut yaitu 8,55 

dan 8,05 serta 7,5 dan 6,95 mm. 

Produksi amilase menggunakan media sintetis memerlukan biaya yang cukup 

besar, sehingga para peneliti berupaya menemukan alternatif untuk mengurangi 
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biaya produksi. Pada umumnya, soluble starch digunakan sebagai sumber karbon 

untuk pertumbuhan organisme. Walaupun sudah ada sumber alternatif lain seperti 

maltosa, laktosa, dan galaktosa yang dapat digunakan, namun substrat tersebut 

masih tergolong mahal untuk aplikasi dalam skala besar (Badmos et al., 2021). Oleh 

karena itu, diperlukan sumber karbon alternatif yang lebih ekonomis untuk produksi 

amilase. Limbah pertanian yang terjangkau dan mudah diperoleh seperti kulit 

singkong berpotensi menjadi sumber kaya mikroorganisme penghasil amilase. 

Ekstrak kasar enzim amilase dapat dianalisis profil proteinnya lebih lanjut 

menggunakan elektroforesis SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate 

Polyacrylamide Gel Electroforesis). Elektroforesis SDS-PAGE merupakan teknik 

untuk memisahkan rantai polipeptida pada protein berdasarkan kemampuannya 

untuk bergerak dalam arus Listrik (Putranto et al., 2006) . 

Enzim yang telah diproduksi sering kali diperlukan dalam keadaan murni 

untuk tujuan tertentu. Proses pemurnian enzim sangat penting untuk memisahkan 

enzim yang diinginkan dari senyawa yang tidak dikehendaki (Rahmi et al., 2020). 

Beberapa metode pemisahan yang biasa digunakan untuk pemurnian enzim 

diantaranya kromatografi penukar ion, kromatografi afinitas, dan kromatografi gel 

filtrasi (Coskun, 2016). Kromatografi gel filtrasi adalah suatu teknik pemisahan 

yang digunakan untuk memisahkan protein dan makromolekul biologis lainnya 

berdasarkan ukuran molekulnya (Rahmi et al., 2020). Abd-Elaziz et al (2020) 

melakukan pemurnian enzim amilase menggunakan kromatografi gel filtrasi resin 

sephacryl S-200 dan mendapatkan peningkatan kemurnian sebesar 2,3 kali dari 

ekstrak enzim kasarnya. Enzim yang sudah dimurnikan dapat dianalisis profil 

proteinnya dan aktivitas enzimnya menggunakan elektroforesis SDS-PAGE dan 

zimografi.  

Penelitian Kusumayanti (2022) telah berhasil melakukan produksi enzim 

amilase menggunakan substrat pati kulit singkong, akan tetapi belum dimurnikan 

dan dianalisis lebih lanjut. Oleh karena itu, pada penelitian ini telah dilakukan 

produksi enzim amilase dari bakteri Bacillus licheniformis TS-10 yang juga 

menggunakan substrat pati kulit singkong dan dilanjutkan pemurnian enzim 

amilase dengan kromatografi gel filtrasi sephacryl S-200 HR serta menganalisis 

profil protein menggunakan elektroforesis SDS-PAGE dan zimografi. 



3 
 

 

Universitas Sriwijaya 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana perbandingan aktivitas spesifik enzim amilase dan profil 

proteinnya yang diekspresikan oleh bakteri Bacillus licheniformis TS-10 

dengan substrat soluble starch dan pati limbah kulit singkong ? 

2. Bagaimana tingkat kemurnian enzim amilase setelah pemurnian dengan 

kromatografi gel filtrasi ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Membandingkan aktivitas spesifik enzim amilase dan profil protein yang 

diekspresikan oleh bakteri Bacillus licheniformis TS-10 dengan substrat 

soluble starch dan pati limbah kulit singkong 

2. Mendapatkan enzim amilase yang lebih murni menggunakan pemurnian 

kromatografi gel filtrasi 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai pemurnian 

enzim amilase dengan kromatografi gel filtrasi dan profil protein dengan SDS-

PAGE, serta pemanfaatan pati limbah kulit singkong sebagai substrat. 
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