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SUMMARY

PRODUCTION OF PROTEASE ENZYME FROM BACTERIA Bacillus
licheniformis TS-17 ISOLATE AND PURIFICATION USING AMMONIUM
SULFATE FRACTIONATION GEL FILTRATION CHROMATOGRAPHY

Siti Fath Annisa: Supervised by Dr. Heni Yohandini Kusumawati, M.Si.
Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University.
xvii + 76 pages, 5 tables, 14 figures, 13 appendices.

Protease is an enzyme that can catalyze hydrolysis reactions to break
down protein molecules into peptides and amino acids. Microorganisms, such as
fungi, yeast, and bacteria can produce proteases. One of the bacteria that can
produce protease is Bacillus licheniformis TS-17 isolated from the Tanjung Sakti
Lahat Hot Springs. The protease produced was a thermostable protease resistant to
high temperatures and pH so it is useful for the leather industry. This study carried
out purifying enzymes using ammonium sulfate fractionation and gel filtration
chromatography, expressing the extracellular protein profile using SDS-PAGE, and
determining the enzyme activity towards substrates using zymography.

B. licheniformis TS-17 was grown on chicken feather waste and skim
milk. After the enzymes from both media were produced, activity tests with the
Folin-Ciocalteu reagent and determination of protein concentration with the
Bradford reagent were carried out to compare the specific activities of the enzymes
from both media. Chicken feather waste media enzymes with higher specific
activity go through the first purification stage in the form of ammonium sulfate
fractionation. After the fraction with the highest specific activity was identified as
a result of ammonium sulfate fractionation, the fraction was subjected to a second
stage of purification in the form of gel filtration chromatography. Crude extracts of
chicken feather waste media enzymes, crude extracts of skim milk enzymes,
enzymes resulting from ammonium sulfate fractionation, and enzymes resulting
from gel filtration chromatography purification were characterized for their protein
profile using SDS-PAGE and their activity towards casein using Zymography.

This study showed that the crude extract of chicken feather waste media
enzymes had a higher specific activity of 2.5541 U/mg compared to the crude
extract of skim milk media enzymes of 2.1326 U/mg. Fraction 3 from ammonium
sulfate had the highest specific activity of 6.0264 U/mg. Fraction 6 from gel
filtration chromatography had the highest specific activity of 6.7137 U/mg. The
purity of fraction 3 by ammonium sulfate fractionation increased by 1.88 times from
its crude extract and fraction 6 by gel filtration chromatography increased by 2.09
times from its crude extract. Extracellular protein profile expressed by B.
licheniformis TS-17 in chicken feather waste media is not the same as in skim milk
media. The proteins expressed by B. licheniformis TS-17 in the crude enzyme
extract, the enzyme after ammonium sulfate fractionation, and the enzyme after gel
filtration chromatography have protease activity against casein, but the proteins’
sizes differ.

Keywords: Bacillus licheniformis TS-17, Chicken Feather Medium, Skim Milk
Medium, Gel Filtration Chromatography, SDS-PAGE, Zymography
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RINGKASAN

PRODUKSI ENZIM PROTEASE DARI ISOLAT BAKTERI Bacillus
licheniformis TS-17 DAN PEMURNIAN MENGGUNAKAN FRAKSINASI
AMONIUM SULFAT DAN KROMATOGRAFI GEL FILTRASI

Siti Fath Annisa: Dibimbing oleh Dr. Heni Yohandini Kusumawati, M.Si.
Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya
xvii + 76 halaman, 5 tabel, 14 gambar, 13 lampiran.

Protease merupakan enzim yang mengatalis reaksi hidrolisis untuk
pemecahan molekul protein menjadi peptida dan asam amino. Mikroorganisme,
seperti jamur, yeast, dan bakteri, dapat memproduksi protease. Salah satu bakteri
yang dapat digunakan untuk memproduksi protease adalah Bacillus licheniformis
TS-17 yang diisolasi dari Sumber Air Panas Tanjung Sakti Lahat. Protease yang
diproduksi merupakan protease termostabil yang tahan terhadap suhu dan pH tinggi
sehingga berguna untuk industri kulit. Pemurnian enzim menggunakan fraksinasi
amonium sulfat dan kromatografi gel filtrasi, pengekspresian profil protein
ekstraseluler menggunakan SDS-PAGE, dan penentuan aktivitas enzim terhadap
substrat menggunakan Zimografi telah dilakukan pada penelitian ini.

B. licheniformis TS-17 ditumbuhkan pada media limbah bulu ayam dan
susu skim. Setelah enzim dari kedua media diproduksi, uji aktivitas dengan reagen
Folin-Ciocalteu dan penentuan kadar dengan reagen Bradford dilakukan untuk
membandingkan aktivitas spesifik enzim dari kedua media. Enzim media limbah
bulu ayam dengan aktivitas spesifik yang lebih tinggi melalui tahap pemurnian
pertama berupa fraksinasi amonium sulfat. Setelah diketahui fraksi dengan aktivitas
spesifik tertinggi hasil fraksinasi amonium sulfat, fraksi tersebut dilakukan
pemurnian tahap kedua berupa kromatografi gel filtrasi. Ekstrak kasar enzim media
limbah bulu ayam, ekstrak kasar enzim media susu skim, enzim hasil fraksinasi
amonium sulfat, dan enzim hasil pemurnian kromatografi gel filtrasi dikarakterisasi
profil protein menggunakan SDS-PAGE dan aktivitasnya terhadap kasein
menggunakan Zimografi.

Hasil penelitian ini menunjukan ekstrak kasar enzim media limbah bulu
ayam memiliki aktivitas spesifik lebih tinggi sebesar 2,5541 U/mg dibandingkan
ekstrak kasar enzim media susu skim sebesar 2,1326 U/mg. Fraksi 3 hasil amonium
sulfat memiliki aktivitas spesifik tertinggi sebesar 6,0264 U/mg. Fraksi 6 hasil
kromatografi gel filtrasi memiliki aktivitas spesifik tertinggi sebesar 6,7137 U/mg.
Kemurnian fraksi 3 hasil fraksinasi amonium sulfat meningkat sebanyak 1,88 kali
lipat dari ekstrak kasarnya dan fraksi 6 hasil kromatografi gel filtrasi meningkat
sebanyak 2,09 kali lipat. Profil protein-protein ekstraseluler yang diekspresikan B.
licheniformis TS-17 pada media limbah bulu ayam tidak sama dengan media susu
skim. Protein-protein yang diekspresikan B. licheniformis TS-17 pada ekstrak kasar
enzim, enzim setelah fraksinasi amonium sulfat, dan enzim setelah kromatografi
gel filtrasi memiliki aktivitas protease terhadap kasein, tetapi ukuran protein yang
dihasilkan berbeda.

Kata Kunci: Bacillus licheniformis TS-17, Media Limbah Bulu Ayam, Media Susu
Skim, Kromatografi Gel Filtrasi, SDS-PAGE, Zimografi
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Protease diketahui sebagai enzim yang banyak terdapat di alam yang
mampu mengatalis reaksi hidrolisis untuk pemecahan molekul protein menjadi
peptida dan asam amino. Protease termasuk klasifikasi Enzyme Commission (EC)
kelas 3 (hidrolase) dan sub-grup 4 (penghidrolisis ikatan peptida) (Sharma et al.,
2017). Protease dapat ditemukan dari berbagai sumber, seperti tumbuhan, hewan,
dan mikroorganisme. Protease mikroba lebih dipilih dibandingkan sumber lain
karena biaya produksi yang lebih murah dan menggunakan sumber daya
terbarukan. Umumnya, protease mikroba diproduksi oleh bakteri, jamur, dan
kapang. Spesies Bacillus diketahui sebagai salah satu jenis bakteri yang memiliki
kemampuan untuk memproduksi protease ekstraseluler tertentu selama fase setelah
eksponensial dan stasioner. Berbagai spesies Bacillus, seperti Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, dan
Bacillus lentus diketahui dapat memproduksi protease (Pouryafar ef al., 2015).

B. licheniformis diketahui sebagai bakteri Gram positif yang sering
dijumpai di tanah dan bulu unggas. Beberapa penelitian mengindikasikan bakteri
ini tumbuh dengan baik pada kondisi alkali (basa) dan memproduksi enzim protease
termostabil yang tetap stabil pada pH tinggi. Sifat enzimatik ini cocok untuk
aplikasi industri, seperti tambahan dalam deterjen dan dalam industri kulit sehingga
protease industri yang dihasilkan B. licheniformis digunakan sebagai agen
pembersih dalam deterjen (Pouryafar et al., 2015). Protease diketahui sebagai
alternatif yang ramah lingkungan untuk meningkatkan kualitas kulit, membantu
mengurangi limbah, dan menghemat waktu dan energi. Penggunaan protease alkali
dengan kalium hidroksida dan natrium klorida selama proses dehairing dan
dewooling dapat mengurangi limbah pembuangan (Singh et al., 2016).

Pemurnian protein diketahui sebagai proses multi-step yang
memanfaatkan karakteristik biokimia dan biofisika protein target, seperti
sumbernya, konsentrasinya, kelarutan, muatan, dan sifat hidrofobik. Idealnya,

pemurnian digunakan untuk mendapatkan recovery semaksimal mungkin dari
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protein yang diinginkan, tetapi kehilangan aktivitas seminimal mungkin. Protein
diketahui sebagai molekul yang rapuh dan dapat terdenaturasi dengan mudah pada
suhu dan pH yang ekstrim. Metode yang digunakan untuk pemurnian protein harus
ringan serta menjaga konformasi molekul dan bioaktivitasnya. Jika dibutuhkan,
beberapa tahap dapat digabungkan berurutan tanpa prosedur tambahan antar tahap,
seperti: Presipitasi garam > Gel filtrasi > Kromatografi penukar ion (Rosenberg,
2005).

Presipitasi menggunakan amonium sulfat diketahui sebagai teknik yang
digunakan sebagai tahap awal dalam skema pemurnian. Presipitasi protein
menggunakan amonium sulfat dicapai dengan penghilang kadar air di sekitar
molekul protein. Molekul air dalam jumlah yang banyak berikatan dengan ion sulfat
(SO4*) dalam larutan, mengurangi kadar air yang akan berinteraksi dengan molekul
protein. Kromatografi gel filtrasi dikenal juga sebagai pemisahan molekul,
permeasi gel, dan kromatografi eksklusi ukuran atau Size Exclusion
Chromatography (SEC). Tujuan utama gel filtrasi adalah pemisahan molekul
berdasarkan ukuran secara cepat. Gel filtrasi bisa digunakan untuk menghilangkan
garam dari larutan protein dan juga mengganti buffer (Rosenberg, 2005).

Berat molekul protein merupakan salah satu ciri yang dapat digunakan
untuk identifikasi protein. Berat molekul protein ditentukan dengan menghitung
berat molekul total asam amino penyusun protein. Metode Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel (SDS-PAGE) dapat digunakan untuk menentukan berat
molekul protein dengan membandingkan pergerakan elektroforesis protein target
dengan protein standar yang telah diketahui berat molekulnya (Rosenberg, 2005).
Metode SDS-PAGE memisahkan molekul protein berdasarkan bentuk, ukuran, dan
berat molekulnya. Metode ini dapat menunjukkan protein mana yang
konsentrasinya lebih banyak, berat molekul dari masing-masing pita protein, dan
kandungan protein pada masing-masing pita protein (Masyitoh et al., 2016).
Zimografi juga dapat digunakan untuk menentukan berat molekul protein. Teknik
ini telah banyak digunakan untuk identifikasi dan karakterisasi protease. Teknik ini
memberikan analisis yang sensitif, terukur, dan fungsional menggunakan gel
elektroforesis dalam kondisi denaturasi non-reduksi. Maka dari itu, zimografi

memungkinkan untuk memperkirakan aktivitas proteolitik protease berdasarkan
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degradasi substrat tertentu serta identifikasi berdasarkan berat molekul (Monte et
al.,2017).

Sebelumnya, (Rini, 2022) telah melakukan penelitian mengenai
perbandingan aktivitas enzim protease dari isolat bakteri B. licheniformis TS-17
pada media limbah bulu ayam dan susu skim sehingga diketahui aktivitas enzim
pada media limbah bulu ayam lebih tinggi dibandingkan enzim pada media susu
skim. Maka dari itu, pemurnian enzim pada penelitian ini dilakukan pada media
limbah bulu ayam. Pemurnian dilakukan menggunakan fraksinasi amonium sulfat
dan kromatografi gel filtrasi untuk memisahkan protein berdasarkan ukuran
molekul. Hasil pemurnian ini dibandingkan dengan ekstrak kasarnya menggunakan
uji aktivitas dan penentuan kadar protein. Selanjutnya, ekstrak kasar enzim media
limbah bulu ayam dan ekstrak kasar enzim dari susu skim dikarakterisasi

menggunakan SDS-PAGE dan Zimografi.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana peningkatan kemurnian enzim protease dari media
limbah bulu ayam setelah proses pemurnian menggunakan fraksinasi
amonium sulfat dan kromatografi gel filtrasi?

2. Apakah protein-protein ekstraseluler yang diekspresikan oleh B.
licheniformis pada media limbah bulu ayam dan media susu skim
memiliki profil protein yang sama?

3. Apakah protein-protein ekstrak kasar enzim dan enzim setelah
pemurnian merupakan protein yang memiliki aktivitas protease

terhadap kasein?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Menentukan peningkatan kemurnian enzim protease dari media
limbah bulu ayam setelah proses pemurnian dengan fraksinasi
amonium sulfat dan kromatografi gel filtrasi.
2. Membandingkan profil pita protein enzim media limbah bulu ayam
dan enzim media susu skim pada elektroforegram SDS-PAGE.
3. Menganalisis protein-protein ekstrak kasar enzim media susu skim,

ekstrak kasar enzim media limbah bulu ayam, dan enzim hasil
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pemurnian yang memiliki aktivitas protease terhadap kasein

menggunakan metode Zimografi.

14 Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi mengenai pemurnian protease dari media
limbah bulu ayam menggunakan fraksinasi amonium sulfat dan
kromatografi gel filtrasi.

2. Memberikan informasi mengenai perbandingan pita-pita protein
ekstraseluler enzim media susu skim dan limbah bulu ayam
menggunakan SDS-PAGE.

3. Menjadi acuan penggunaan Zimografi untuk identifikasi aktivitas

enzim protease terhadap kasein.
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