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ABSTRAK 

Ayam broiler merupakan salah satu jenis ternak ayam yang mudah dipelihara, 

paling cepat pertumbuhannya dan murah biaya pemeliharaannya. Peningkatan 

produksi ayam broiler sebanding dengan peningkatan limbah hasil penyembelihan, 

penghilangan bulu, pembuangan isi perut, pencucian, hasil proses pendinginan, dan 

operasi pembersihan. Limbah ayam broiler berupa cairan usus halus yang diperoleh 

dari saluran pencernaan antara pankreas dan usus halus mengandung protein enzim. 

Di antara enzim tersebut adalah enzim xilanase dan protease. Dalam industri, 

xilanase dimanfaatkan di bidang industri kertas dan pemutihan pulp karena 

kemampuannya memotong ikatan antara xilan pada selulosa yang berikatan dengan 

lignin. Pada industri makanan dan minuman, xilanase digunakan sebagai peningkat 

daya kembang roti, tekstur, dan keseragaman wafer serta sebagai penjernih 

minuman.  Di bidang industri farmasi, protease dimanfaatkan sebagai obat yang 

dapat mengurangi senyawa alergenik, membantu pencernaan pada pankreas, 

mencegah atau mengobati penyakit seperti kanker. Penelitian ini bertujuan untuk 

menentukan bobot molekul enzim xilanase dan protease dari dialisat cairan 

pencernaan ayam broiler hasil penjenuhan ammonium sulfat bertingkat 50% – 65% 

untuk xilanase dan 65% - 80% untuk protease. Metode penelitian yang akan 

dilakukan ialah ekstrak kasar cairan pankreas dan usus halus ayam broiler dilakukan 

pemisahan dengan kromatografi filtrasi gel sephadex G-100. Hasil kromatografi 

filtrasi gel diuji aktivitas xilanase dan protease, dilanjutkan analisis bobot 

molekulnya dengan menggunakan elektroforesis (SDS-PAGE). Kombinasi teknik 

pemisahan protein antara penjenuhan dan kromatografi gel, menghasilkan fraksi 

protein dengan aktivitas enzim tertinggi untuk xilanase sebesar 191,85 U/mg dan 

bobot molekul sebesar 22,07 KDa. Selain itu, fraksi protein dengan aktivitas enzim 

tertinggi untuk xilanase sebesar 153,82 U/mg dan bobot molekul sebesar 46,49 

KDa. Fraksi protein yang didapat ini memiliki tingkat kemurnian yang tinggi 

dibuktikan dengan nilai aktivitas spesifik dan hasil SDS-PAGE.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Ayam broiler merupakan salah satu jenis ternak ayam yang mudah 

dipelihara, paling cepat pertumbuhannya dan murah biaya pemeliharaannya 

(Suhaeni 2007). Peningkatan produksi ayam broiler sebanding dengan peningkatan 

limbah hasil penyembelihan, penghilangan bulu, pembuangan isi perut, pencucian, 

hasil proses pendinginan, dan operasi pembersihan. Limbah ayam broiler berupa 

cairan usus halus yang diperoleh dari saluran pencernaan antara pankreas dan usus 

halus mengandung protein enzim. Protein enzim yang diproduksi disaluran 

pencernaan antara pankreas dan saluran usus mengandung amilase, protease, 

xilanase, dan lipase. Protein enzim dapat tersusun atas protein saja, namun dapat 

juga tersusun dari protein kompleks, dan kombinasi antara protein dengan kofaktor 

(Sutrisno 2017). Sejumlah protein enzim dapat diisolasi dan dimurnikan dari 

sumbernya dengan memisahkan molekul protein dari zat terlarut (Ngili 2010).  

Enzim xilanase dan protease dikenal luas penggunaannya di berbagai 

bidang industri. Masing-masing memiliki fungsi dalam proses pencernaan yang 

berlangsung secara kimiawi dalam siklus hidup ayam broiler dalam menghantarkan 

nutrisi. Pemanfaatan enzim-enzim tersebut di dalam bidang farmasi yaitu pada 

industri obat-obatan (Younes & Rinaudo, 2015). Oleh karena itu, pemurnian suatu 

enzim perlu dilakukan agar mendapatkan enzim dengan aktivitas yang tinggi untuk 

keperluan industri tersebut. 

Pemurnian suatu enzim bertujuan untuk memisahkan enzim yang 

diinginkan dari senyawa yang tidak dikehendaki. Tahap-tahap pemurnian 

tergantung dari tujuan akhir, apakah untuk tujuan komersial atau tujuan riset. Enzim 

yang kasar atau yang dimurnikan sebagian masih dapat dipakai untuk komersial, 

sedangkan enzim yang murni atau hampir murni digunakan dalam riset atau dipakai 

dalam produk analitik. Untuk tujuan riset, biasanya digunakan untuk mempelajari 

aktivitas enzim, struktur dan fungsinya. Jumlah dari protein yang telah dimurnikan 

tidak hanya bergantung pada material awal tetapi juga proses karena ada protein 

yang hilang pada setiap tahap pemurnian (Wilson et al., 2005). Oleh karena itu, 

untuk memaksimalkan proses diusahakan sedikit mungkin tahap pemurnian yang 
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digunakan. Salah satu metode pemurnian yang dapat dilakukan yaitu kromatografi 

filtrasi gel. 

Kromatografi filtrasi gel merupakan teknik pemisahan protein dan 

makromolekul biologi lain berdasarkan ukuran molekul. Matriks filtrasi gel berupa 

gel yang berpori seperti dekstran, agarosa atau poliakrilamida. Contoh matriks 

komersial tersebut adalah Sepharose, Sephadex, dan Biogel, kemudian dikemas 

didalam kolom dan dielusi dengan fase cair. Pori-pori matriks dapat menampung 

molekul berukuran lebih kecil. Molekul berukuran lebih kecil akan memasuki pori-

pori matriks, namun molekul yang besar tidak terperangkap kedalam pori kolom. 

Hasil yang dicapai adalah molekul besar akan keluar dari kolom lebih dulu 

dibanding molekul yang lebih kecil (Hong et al., 2012). 

Kemurnian protein dapat diamati dengan berkurangnya jumlah pita protein 

yg divisualisasi pada gel dengan cara yang paling umum digunakan, yaitu gel 

elektroforesis (Thenawidjaja dkk. 2017). Elektroforesis pada umumnya digunakan 

untuk menentukan berat molekul (BM), mendeteksi kemurnian dan kerusakan 

protein atau asam nukelat, menetapkan titik isoelektrik, serta memisahkan spesies 

yang berberda secara kualitatif dan kuantitatif. Salah satu jenis elektroforesis yang 

digunakan secara luas pada saat ini adalah elektroforesis sodium dodesil sulfat gel 

poliakrilamida (SDS-PAGE).  

Metode SDS-PAGE dinilai lebih menguntungkan disebabkan karena 

besarnya pori gel, serta perbandingan konsentrasi akrilamida dan bis-metilen 

akrilamida, oleh sebab itu gel poliakrilamida dapat digunakan tidak hanya untuk 

pemisahan dari berbagai protein, tetapi juga untuk membandingkan berat 

molekulnya. Migrasi protein di dalam gel poliakrilamida terutama ditentukan oleh 

muatan molekul dan juga dipengaruhi oleh ukuran molekul (Bintang 2010). Protein 

akan bermigrasi berdasarkan ukurannya, protein yang berukuran besar bermigrasi 

lebih lambat. Melalui elektroforesis, protein murni ditunjukan dengan adanya satu 

pita protein pada gel yang divisualisasikan dengan sinyal penanda (Thenawidjaja 

dkk. 2017). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka akan dilakukan penentuan BM 

enzim protease dari penjenuhan ammonium sulfat 50%-65% untuk enzim xilanase 

dan 65%-80% untuk enzim protease dari ekstrak kasar pankreas dan cairan usus 
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ayam broiler. Kemudian dilakukan pemisahan dengan menggunakan metode 

kromatografi filtrasi gel menggunakan sephadex G-100. Untuk mendapatkan 

aktivitas protein enzim protease, dilakukan uji aktivitas dengan metode nakanishi. 

Selanjutnya untuk menentukan berat molekulnya, dilakukan pengujian dengan 

metode SDS-PAGE. 

B. Permasalahan Penelitian 

Limbah ayam broiler mengandung enzim xilanase dan protease yang belum 

didapatkan informasi ukuran molekulnya. Oleh karena itu perlu dilakukan 

penentuan berat molekul enzim yang telah dimurnikan dengan metode dialisis pada 

membran semisolid teraliri arus atau SDS-PAGE. 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan dilakukannya penelitian ini ialah untuk menentukan berat molekul 

enzim xilanase dan protease dari dialisat pankreas dan cairan usus ayam broiler 

dengan penjenuhan ammonium sulfat dan pemurnian dengan kromatografi filtrasi 

gel menggunakan metode SDS-PAGE. 

D. Manfaat Penelitian 

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat mengetahui berat molekul dari enzim 

protease dan xilanase yang diperoleh dari cairan pankreas dan usus ayam broiler 

yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku terapeutik.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

A. Cairan Pankreas dan Usus Ayam Broiler 

Broiler adalah istilah untuk menyebut jenis ayam hasil budidaya teknologi 

yang memiliki karakteristik ekonomis dengan ciri khas pertumbuhan yang cepat 

sebagai penghasil daging, konversi pakan irit, siap dipotong pada usia relatif muda, 

serta menghasilkan kualitas daging berserat lunak (Suhaeni 2007). Ayam broiler 

memiliki karakteristik aktif, lincah, nafsu makan dan minum lebih baik, dan 

pertumbuhan badan menjadi cepat (Suprijatna et al. 2005). Ayam broiler termasuk 

salah satu komoditi unggas yang memberikan kontribusi besar dalam memenuhi 

kebutuhan protein asal hewani bagi masyarakat Indonesia. Peningkatan jumlah 

penduduk setiap tahun menyebabkan meningkatnya tuntutan ketersediaan bahan 

pangan baik hayati maupun hewani. Peningkatan produksi daging ayam broiler ini 

sebanding dengan peningkatan limbah hasil dari proses penyembelihan. Limbah 

dari ayam broiler umumnya berupa darah, bulu ayam, dan saluran pencernaan 

(Cahyono 2011). 

Sistem  pencernaan merupakan rangkaian proses yang terjadi tidak hanya 

secara fisik tetapi juga secara kimiawi dan lazim disebut sebagai hasil kerja enzim 

pencernaan dan satu kesatuan dengan pencernaan fisik (Rasyaf 1992). Sistem 

pencernaan pada ayam terdiri atas organ pencernaan utama yaitu mulut, esofagus, 

tembolok, proventrikulus, empedal, duodenum, jejunum, ileum, sekum, rektum, 

dan kloaka serta organ pencernaan tambahan seperti  hati, getah empedu, dan 

pankreas (Yuwanta 2004). Usus halus terdiri dari tiga bagian yaitu duodenum, 

jejunum, dan ileum. Usus halus merupakan tempat utama terjadinya pencernaan 

pakan secara enzimatis dan absorbsi zat makanan yang telah tercerna (Widodo 

2018). Proses pencernaan dalam usus halus dibantu oleh kelenjar pankreas yang 

terletak pada pankreas dan terdapat sejajar dengan bagian atas usus. Kelenjar 

pankreas menghasilkan enzim dan bikarbonat yang berfungsi untuk menetralkan 

keasaman atau pH isi usus halus akibat asam klorida yang dikeluarkan oleh 

proventrikulus (Rasyaf 1992). 
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   Gambar 1. Sistem pencernaan ayam broiler (Clavijo V dan Flórez MJ 2018). 

B. Enzim 

Enzim merupakan suatu protein yaitu sekumpulan dari beberapa asam 

amino yang terikat satu sama lain dengan ikatan peptida (Saryono 2011). Suatu 

enzim dapat mempercepat reaksi 108 sampai 1011 kali lebih cepat dibandingkan 

dengan reaksi yang dilakukan tanpa katalis (Poedjadi dan Supriyanti 2007). Sebagai 

protein, enzim memiliki sifat-sifat umum protein, seperti enzim terdenaturasi pada 

suhu tinggi atau kondisi ekstrim lainnya. Beberapa oksidator, keadaan polaritas 

larutan, tekanan osmotik yang abnormal juga dapat menghambat kerja enzim. 

Enzim yang memegang peranan penting dalam proses pencernaan makanan 

maupun proses metabolisme zat-zat makanan dalam tubuh agar makanan dapat 

lebih mudah diserap oleh tubuh adalah enzim pencernaan (Saryono 2011).  

Enzim xilanase merupakan enzim yang mampu memutuskan ikatan antar 

gugus pada rantai utama xilan membentuk xilo-oligosakarida dan xilosa. Xilosa 

hasil samping penguraian dimanfaatkan dalam memperkuat gusi dengan cara 

mencampurkan gula xilosa dengan pasta gigi sebagai pengganti pemanis makanan 

bagi penderita diabetes dan untuk meningkatkan sistem imun, menghambat laju 

osteoporosis, dan mencegah sakit telinga pada anak - anak. Enzim xilanase juga 

dimanfaatkan dibidang industri lain seperti industri kertas dan pemutihan pulp 
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dengan cara xilanase memotong ikatan antara xilan pada selulosa yang berikatan 

dengan lignin. Pada industri makanan dan minuman digunakan sebagai peningkat 

daya kembang roti, tekstur, dan keseragaman wafer serta sebagai penjernih 

minuman. Enzim xilanase dihasilkan oleh mikroorganisme, alga, protozoa, keong, 

udang, dan biji tanaman (Sutrisno 2017). Enzim xilanase mulai dapat mengendap 

pada pada konsentrasi garam dengan persen saturasi 0 – 20 dan akan meningkat 

seiring dengan peningkatan jumlah garam yang ditambahkan (Hidayat dkk. 2016). 

Enzim protease adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan peptida 

dalam peptida. Polipeptida dan protein dengan menggunakan reaksi hidrolisis 

menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana seperti peptida rantai pendek dan 

asam amino (Naiola dan Widyastuti 2002). Enzim ini diperlukan oleh semua 

mahkluk hidup karena berperan dalam sejumlah rekasi biokimia seluler. Selain itu 

enzim protease juga terlibat dalam sejumlah mekanisme patogenesis, proses 

koagulasi darah, proses sporulasi, diferensiasi, dan sejumlah proses pasca translasi 

protein (Rao et al., 1998). Kegunaan protease di dalam  bidang pengobatan yaitu 

digunakan sebagai obat untuk menghilangkan parasit gastrointestinal, mengangkat 

sel kulit mati pada pasien luka bakar, dan menghilangkan nyeri punggung (Polaina 

dan Mac 2007). 

C. Ekstrak Enzim 

Proses pemisahan protein dari suatu sumber secara umum disebut dengan 

ekstraksi. Proses ekstraksi enzim ini dilakukan melalui tahapan penghancuran 

keseluruhan atau sebagian sel target secara fisik atau kimiawi, yang kemudian 

dilanjutkan dengan pelarutan protein target dalam cairan tertentu. Penghancuran 

ekstrak enzim ini dilakukan dengan secara penghancuran fisik yaitu dapat dicapai 

melalui proses mekanis, yaitu dengan cara blender (Cooper GM, 2000). Proses 

pemisahan protein dari suatu sumber secara umum disebut dengan ekstraksi. Proses 

ekstraksi enzim ini dilakukan melalui tahapan penghancuran keseluruhan atau 

sebagian sel target secara fisik atau kimiawi, yang kemudian dilanjutkan dengan 

pelarutan protein target dalam cairan tertentu. Penghancuran ekstrak enzim ini 

dilakukan dengan secara penghancuran fisik yaitu dapat dicapai melalui proses 

mekanis, yaitu dengan cara blender (Cooper GM, 2000). 

D. Presipitasi Enzim Pencernaan dengan Ammonium Sulfat 

Presipitasi adalah proses penambahan senyawa yang dapat menggumpalkan 
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dan memisahkan protein dari bahan lain sehingga didapatkan protein yang lebih 

murni (Wilson et al., 2005). Pengendapan protein dengan garam anorganik atau 

pelarut organik bertujuan untuk meningkatkan konsentrasi enzim dan merupakan 

langkah awal proses pemurnian enzim. Pengendapan dapat dilakukan dengan 

mengubah kekuatan ionik, pH, penambahan pelarut organik, polimer, dan 

penambahan garam (Van Beilen & Li, 2002). Garam anorganik yang efektif 

digunakan dalam fraksinasi adalah berupa kation monovalent seperti (NH4)2SO4. 

Amonium sulfat merupakan garam yang umumnya digunakan karena mempunyai 

keuntungan yaitu, memiliki daya larut yang tinggi dalam air, tidak mengandung zat 

yang bersifat toksik, protein stabil di dalam larutan amonium sulfat 2-4 M, protein 

terlindungi dari denaturasi, dan membatasi pertumbuhan bakteri serta relatif tidak 

mahal. Prinsip pengendapan dengan amonium sulfat berdasarkan pada kelarutan 

protein yang merupakan interaksi antara gugus polar dengan molekul air, interaksi 

ionik protein dengan garam dan daya tolak menolak protein yang bermuatan sama 

(Wilson et al., 2005). 

Kelarutan protein pada pH dan suhu tertentu akan meningkat saat 

konsentrasi garam meningkat sampai pada konsentrasi tertentu (salting in). 

Selanjutnya pada penambahan garam dengan konsentrasi tertentu, kelarutan protein 

akan menurun (salting out). Molekul air yang berikatan dengan ion-ion garam 

semakin banyak sehingga terjadi penarikan air yang mengelilingi permukaan 

protein (Purwanto, 2016). Selain keuntungan yang diperoleh, penggunaan 

ammonium sulfat juga dapat menimbulkan kerugian antara lain, konsentrasi garam 

yang tertinggal dalam produk tinggi, kurang efisien dalam menghilangkan 

impuritis, dan ammonium sulfat tidak bersifat buffer sehingga dapat membebaskan 

ammonia yang mengakibatkan kemungkinan penambahan nilai pH (Bintang, 2010). 

Fraksinasi dengan ammonium sulfat menghasilkan protein yang mengandung kadar 

garam yang tinggi. Ammonium sulfat yang terkandung dalam protein dapat 

dihilangkan dengan cara dialisis enzim di dalam larutan dapar fosfat (Purwanto, 

2016). 

E. Dialisis 

Dialisis adalah suatu metode yang digunakan untuk memisahkan garam dari 

larutan protein enzim. Metode dialisis dapat digunakan untuk memisahkan 

molekul-molekul yang kecil. Suatu membran yang semipermeabel membiarkan 
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molekul-molekul kecil melaluinya, tetapi mencegah molekul-molekul yang besar 

tersebut. Molekul-melekul yang berukuran kecil akan keluar melalui membran 

semipermeabel ke dalam pelarut atau dapar, sampai tercapai kesetimbangan antara 

cairan di dalam dan di luar kantung. Campuran dari molekul ini dapat dibebaskan 

dari molekul kecil dengan melakukan dialisis terhadap air yang mengalir, atau 

dengan berulang kali mengganti pelarutnya. Adapun faktor-faktor yang 

mempengaruhi kecepatan dialisis yaitu membran, pelarut, sifat-sifat fisik dan 

kesetimbangan membran (Bintang, 2010). 

 

Gambar 2. Proses Dialisis (Koelman 2005) 

F. Pemisahan Enzim dengan Kromatografi Filtrasi Gel 

Kromatografi filtrasi gel merupakan teknik pemisahan protein dan makro 

molekul biologi lain berdasarkan ukuran molekul, jadi bekerja sebagai suatu 

penyaring molekul seperti terlihat pada Gambar 4. Molekul kecil akan masuk ke 

dalam gel dan akan diikat oleh partikel gel sedangkan molekul yang besar tetap 

berada diluar dan tidak diikat partikel gel sehingga kemudian akan turun. Sephadex 

merupakan matriks atau gel dekstran yang biasa digunakan untuk pemisahan 

kromatografi filtrasi gel. Sephadex yang digunakan yaitu sephadex G-100, yang 

memiliki kisaran pemisahan sebesar 4000-150000 Dalton, sehingga sephadex G-

100 dapat memisahkan enzim lipase yaitu memiliki berat molekul sebesar 40000-

50000 Dalton (Bouvier & Koza, 2014).  
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Gambar 3. Prinsip Kerja Kromatografi Filtrasi Gel (Stryer 2002). 

 

G. Elektroforesis Gel Poliakrilamida Sodium Dodesil Sulfat (SDS-PAGE) 

Elektroforesis gel poliakrilamida sodium dodesil sulfat (SDS-PAGE) 

merupakan suatu teknik umum yang digunakan untuk menentukan berat molekul 

(BM) protein dengan melewatkan protein melalui pori gel (Sismindari dkk. 2016). 

Pengukuran BM protein dilakukan dengan mengukur intensitas pita protein pada 

gel dengan menggunakan protein standar sebagai acuan (Thenawidjaja dkk. 2017). 

Teknik SDS-PAGE menggunakan medan listrik yang mengalirkan listrik dari satu 

kutub ke kutub lainnya yang berlawanan muatannya untuk menggerakkan molekul 

protein sesuai dengan arah muatan aliran listrik. Kecepatan gerak molekul protein 

tergantung pada rasio muatan terhadap massa dan bentuk molekul (Yuwono 2005). 

Protein yang terdenaturasi dengan sempurna akan mengikat SDS dalam jumlah 

yang setara dengan BM protein tersebut (Ngili 2010). 

H. Penentuan Kadar Protein 

Protein adalah suatu polipeptida yang memiliki struktur protein, sekunder, 

tersier, dan kuartener. Ada beberapa metode yang biasa digunakan dalam penentuan 

konsentrasi protein, yaitu metode Biuret, metode Bradford, metode Lowry dan 

sebagainya. Masing-masing metode mempunyai kelebihan dan kekuranganya 

masing-masing. Pemilihan metode yang terbaik dan tepat untuk suatu pengukuran 

bergantung pada beberapa faktor seperti misalnya, banyaknya material atau sampel 

yang tersedia, waktu yang tersedia untuk melakukan pengukuran, alat 

spektrofotometri yang tersedia (Anthis & Clore, 2013). 

I. Metode Pengukuran Aktivitas Enzim 

 Aktivitas enzim adalah kemampuan suatu enzim untuk berikatan dengan 

substrat sehingga membentuk kompleks enzim-substrat dan kemudian memberikan 
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efek dalam membantu reaksi kimia. Aktivitas enzim dihitung (1) dalam satuan U 

(unit) per ml ekstrak enzim. Uji aktivitas enzim xilanase dilakukan dengan metode 

dinitrosalisilat (DNS) menggunakan kurva standar xilosa (Kusuma dkk. 2017). 

Dinitrosalisilat (DNS) merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi dengan 

gula reduksi membentuk asam-3-amino-5-dinitrosalisilat yang merupakan senyawa 

yang mampu menyerap dengan kuat radiasi gelombang elektromagnetik pada 

panjang gelombang 540 nm.  

Prinsip pengujian metode DNS adalah gugus aldehid pada rantai polisakarida 

dioksidasi menjadi gugus karboksil dan disaat yang bersamaan gugus aldehid gula 

akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi asam 3-amino-5-nitrosalisilat. 

Metode DNS digunakan untuk mengukur gula pereduksi, dimana gugus aldehid 

pada suatu sampel akan dioksidasi dengan asam dan dilanjutkan dengan pemanasan 

pada suhu 90ᴼC - 100ᴼC dalam kondisi basa, maka akan menghasilkan amino 

salisilat yang dapat diukur absorbansinya dengan teknik kolorimetri pada panjang 

gelombang 540 nm (Kusuma dkk. 2017). 

Metode pengukuran aktivitas enzim protease diuji menggunakan metode 

Nakanishi. Metode ini menggunakan kasein sebagai substrat. Kasein ditambahkan 

dengan sejumlah enzim ekstrak. Kontrol yang digunakan adalah larutan yang sama 

seperti pada pengujian sampel, namun tidak mengandung enzim. Protease akan 

menghidrolisis kasein menjadi asam amino. Besarnya aktivitas protease ditentukan 

berdasarkan jumlah tirosin yang dihasilkan dari hidrolisis kasein yang dapat 

ditentukan secara spektrofotometri pada panjang gelombang 275 nm (Nakanishi 

1974). 
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J. Roadmap Penelitian 
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Gambar 4. Roadmap penelitian. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Karakterisasi dan kestabilan 

enzim terhadap pengaruh 

aktivator serta inhibitor tertentu 

Pemisahan protein dan pemurnian 

enzim dengan metode kromatografi 

filtrasi gel.  

Pemisahan dan pemurnian enzim 

dengan kombinasi teknik 

pemurnian dilanjutkan dengan 

SDS-PAGE 



 

12 
 

BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

A. Alat dan Bahan Penelitian 

1. Alat Penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain: Alat gelas, mikro pipet, 

pipet tetes, batang pengaduk, kolom kromatografi, centrifuge, pH universal, 

waterbath, lemari pendingin, timbangan analitik, magnetic stirrer peralatan 

elektroforesis gel slab, dan spektrofotometer UV-VIS. 

2. Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan adalah Sephadex G-100, akuades, dapar fosfat pH 7, 

HCl, akrilamida, bis-metilen, basa tris, SDS, amonium persulfat, 

tetrametilendiamin, coomassie blue R250, asam trikloro asetat, metanol, β-

Merkaptoetanol, marker protein 100 kDa, xilosa, substrat xilan, asam 3,5-

dinitrosalisilat, NaOH, ammonium sulfat, EDTA, Na2CO3, kantung selofan, 

Bradford, dan kalium natrium tartrat. 

 

B. Prosedur Penelitian 

1. Penyediaan Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah cairan pankreas dan usus 

ayam broiler sebanyak 55 ekor yang diperoleh dari Rumah Pemotongan Ayam 

(RPA) di Pisangan, Jakarta Timur. 

2. Penjenuhan Bertingkat Ammonium Sulfat 50% - 65%  

Ekstrak kasar diendapkan menggunakan ammonium sulfat dengan tingkat 

kejenuhan 50% - 65%. Penjenuhan dilakukan dengan menambahkan 44,55 g 

ammonium sulfat kemudian diaduk menggunakan magentic stirrer selama 1 jam, 

selanjutnya diinkubasi pada suhu 4ᴼC selama 24 jam (Lampiran 4). Protein kasar 

yang telah diinkubasi selama 24 jam kemudian disentrifusugasi dengan kecepatan 

4.000 rpm selama 10 menit untuk diambil endapannya.   

3. Dialisis 

Pada tahap ini dilakukan dialisis untuk menghilangkan kandungan garam. 

Membran dialisis yang digunakan adalah 14 kDa. Sebelum digunakan, dilakukan 

preparasi membrane selofan terlebih dahulu dengan cara mendidihkan membran 

dalam 200 ml larutan pencuci yang terdiri dari Na2CO3 10 g/L, EDTA 1 mmol/L 

selama 30 menit untuk membunuh mikroba yang menempel pada membran 
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(Bintang, 2010). Membran selofan didinginkan, kemudian dicuci kembali dengan 

akuades dan siap untuk digunakan. Dialisis dilakukan selama 72 jam pada suhu 4 

oC  menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 125 rpm. Pelarut yang 

digunakan selama proses dialisis adalah dapar fosfat pH 7. Pergantian pelarut 

dilakukan setiap 3 jam. Uji kualitatif ammonium sulfat terhadap larutan dialisis 

dilakukan dengan menambahkan larutan BaCl2 1% dan HCl 0,1 N untuk 

memastikan bahwa garam ammonium sulfat sudah tidak terdapat di dalam larutan 

enzim. Jika sudah tidak terbentuk endapan barium sulfat yang berwarna putih maka 

dialisis dinyatakan telah selesai. Hasil dialisis yang didapatkan adalah sebanyak 20 

ml.  

4. Pemisahan Protein dengan Kromatografi Filtrasi Gel 

Hasil dialisis dilanjutkan ke metode kromatografi filtrasi gel, dengan 

mengaplikasikan ke dalam kolom sephadex G-100 yang sebelumnya telah 

dikalibrasi dengan dapar tris HCl 0.1 M pH 8,3 dengan pengelusi 2 kali volume 

tabung kolom. Sephadex G-100 memiliki pemisahahan berat molekul sebesar 

kisaran 4-150 kDa untuk pemisahan protein (Bintang, 2010).  Langkah-langkahnya 

yaitu dengan pembuatan kolom sephadex G-100. Tepung sephadex G-100 

dikembangkan dengan dapar tris HCl 0,1 M pH 8,3 dan diinkubasi pada suhu kamar 

selama 24 jam. Suspensi ini dibiarkan sampai mengembang.  

Gel yang sudah mengembang kemudian diaduk perlahan dan dimasukkan 

lewat batang pengaduk ke dalam kolom kromatografi sampai seperempat dari tinggi 

kolom kromatografi dan dielusi dengan dapar tris HCl 0,1 M pH 8,3 sebanyak 2 

kali volume tabung kolom. Hasil fraksi ditampung sebanyak 1,5 ml per tube. Gel 

dibiarkan mengendap semua pada tabung kolom kromatografi. Pemisahan enzim 

lipase dengan kolom sephadex G-100 sebanyak 1,9 ml sampel enzim dimasukkan 

ke dalam kolom sephadex G-100 kromatografi, lalu dielusi sampai sampel habis 

dielusi. Hasil fraksi ditampung sebanyak 1,5 ml per tube. Hasil fraksi dianalisis 

serapan proteinnya pada panjang gelombang 280 nm secara langsung diukur pada 

spektrofotometer UV-Vis. 

5. Uji Kadar Protein 

a. Pembuatan Reagen Bradford 

Pengukuran dengan metode Bradford menggunakan reagen Bradford 

sebagai reagen uji. Reagen Bradford dibuat dengan cara ditimbang 100 mg 
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Coomasie Briliant Blue G-250 yang kemudian dilarutkan dalam 50 ml etanol 95%. 

Setelah itu ditambahkan 100 ml asam fosfat 85%. Larutan diencerkan dengan 

akuades hingga 1 L dan disaring menggunakan kertas saring whatman No.1 

(Bintang, 2010). 

b. Pembuatan Kurva Standar Larutan Bovine Serum Albumin (BSA) 

Larutan stok BSA konsentrasi 1000 µg/ml dibuat dengan ditimbang 100 mg 

BSA dan dilarutkan dalam 100 ml akuades. Larutan stok BSA dipipet sebanyak 10 

ml dan dicukupkan volumenya dengan akuades hingga 100 ml sehingga konsentrasi 

menjadi 100 ppm. Kemudian dipipet 1 ml dan ditambahkan 0,5 ml reagen Bradford, 

lalu diukur serapan maksimumnya. Kurva standar larutan BSA dibuat dengan 

memipet larutan BSA konsentrasi minimum dan maksimum yang didapatkan dari 

penentuan serapan maksimum. Kemudian diencerkan dengan akuades hingga tanda 

batas 100 ml pada labu ukur. Pada masing-masing variasi konsentrasi dipipet 0,1 

ml dan ditambahkan reagen Bradford sebanyak 5 ml lalu dikocok segera. 

Selanjutnya dibaca serapannya pada panjang gelombang 595 nm (Malle, Telussa, 

& Lasamahu, 2015). 

c. Penentuan Kadar Protein 

Penentuan kadar protein dilakukan terhadap ekstrak enzim kasar sebelum 

penambahan ammonium sulfat, terhadap dialisis, dan terhadap hasil pemurnian 

dengan kromatografi filtrasi gel dengan cara dipipet 0,1 ml ekstrak enzim 

ditambahkan 5 ml reagen Bradford dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 10 

menit. Perlakuan pada blanko, larutan enzim diganti dengan akuades. Absorbansi 

larutan sampel enzim dibaca pada panjang gelombang maksimum yang telah 

didapatkan dengan menggunakan persamaan yang diperoleh dari kurva standar 

BSA (Malle et al., 2015). 

6. Uji Aktivitas Xilanase 

Xilan 1% (b/v) dimasukkan ke dalam dapar fosfat 0,2M pH 7 selama 15 

menit. Sebanyak 1 ml enzim dicampurkan dan direaksikan dengan 1 ml substrat 

xilan kemudian diinkubasi pada suhu 48ᴼC selama 10 menit, setelah itu reaksi 

dihentikan dengan penambahan DNS 3 ml (campuran reaksi akan berubah warna 

menjadi kuning orange) diikuti dengan pemanasan pada suhu 100ᴼC selama 5 

menit, kemudian serapan diukur pada panjang gelombang 514 nm. 
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7. Uji Aktivitas Protease 

Metode Nakanishi yang dilakukan oleh Yusriah dan Nengah (2013) 

digunakan untuk uji aktivitas protease dengan menggunakan substrat kasein 2%. 

Prosedur pengujiannya adalah dengan mencampurkan 0,6 ml kasein 2% dan 0,1 ml 

larutan enzim. Campuran diinkubasi pada suhu 37oC selama 10 menit. Reaksi 

diakhiri dengan melalui penambahan 0,6 ml reagen TCA. Blanko yang digunakan 

adalah 0,6 ml kasein 2% tanpa penambahan larutan enzim dan diinkubasi selama 

10 menit kemudian ditambahkan larutan TCA sebanyak 0,6 ml. Hasil inkubasi 

diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 200-400 

nm Satu unit protease (U) didefinisikan sebagai banyaknya ml enzim yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan 1 µmol tirosin tiap menit dengan kasein sebagai 

substrat.  

Aktivitas enzim protease diihitung dengan rumus (4) : 

Keterangan : 

Tirosin = Konsentrasi tirosin yang terbentuk (mg/ml) 

V = Volume total sampel pada tiap tabung (ml) 

q = Waktu inkubasi (menit) 

p = Jumlah enzim (ml)

Aktivitas Proteolitik  = [Tirosin]   x   V ……(1) 

p x q 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

1. Hasil Kromatografi Filtrasi Gel Dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% - 

65% Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Kromatografi merupakan suatu teknik analisis biokimia berdasarkan 

metode pemisahan yang memerlukan waktu relatif singkat dan tidak membutuhkan 

alat yang rumit dibandingkan dengan metode pemisahan lainnya. Filtrasi gel 

umumnya menggunakan alat yang disebut dengan kolom kromatografi. Kolom 

kromatografi terbuat dari gelas dan panjang kolom disesuaikan dengan jumlah 

komponen yang akan dianalisis, sedangkan lebar kolom disesuaikan dengan jumlah 

senyawa yang akan dianalisis. Prinsip kromatografi filtrasi gel ialah pemisahan 

komponen dalam suatu senyawa berdasarkan perbedaan berat molekul, komponen 

dengan BM lebih besar akan terfiltrasi lebih dulu dibandingkan dengan komponen 

yang memiliki BM lebih rendah. Komponen dengan BM rendah akan terperangkap 

dalam pori - pori gel (matriks) yang digunakan dan menyebabkan terfiltrasi lebih 

lambat. Gel yang digunakan pada penelitian ini ialah gel sephadex G-100. 

Gel sephadex G-100 digunakan karena mampu memisahkan peptida dan 

protein dengan BM kisaran 4000 – 1,5 x 105 Dalton. Xilanase memiliki BM kisaran 

15.000 – 30.000 Dalton. Isolasi xilanase dari hasil dialisat ammonium sulfat 50% - 

65% pankreas dan cairan usus ayam broiler menggunakan teknik kromatografi 

filtrasi gel, dimana sampel diinjeksikan pada kolom yang sudah terisi gel sebanyak 

3% dari volume kolom yang digunakan. Sampel diinjeksikan pada kolom setelah 

dilakukan kalibrasi kolom menggunakan dapar fosfat pH 7. Hasil isolasi 

kromatografi filrasi gel didapatkan 77 fraksi dimana 20 fraksi pertama merupakan 

fraksi hasil kalibrasi kolom dan 57 fraksi selanjutnya merupakan fraksi yang 

diperoleh setelah sampel diinjeksikan dalam kolom yang kemudian dikelompokkan 

berdasarkan luas permukaan menjadi 14 kelompok fraksi. Isolasi kromatografi 

filtrasi gel dihentikan dengan melihat absorbansi fraksi yang didapat menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm. 
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Gambar 5. Fraksi hasil kromatografi filtrasi gel dari dialisat ammonium sulfat  

50% - 65% pankreas dan cairan usus ayam broiler. 

2. Penentuan Kadar Protein Dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% - 65% 

Pankreas Dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Penentuan kadar protein dapat dilakukan dengan berbagai metode, 

diantaranya dengan metode Bradford. Metode Bradford ialah metode untuk 

mengukur protein total secara kolorimetri dalam suatu sampel menggunakan 

pewarna coomasie brilliant blue G-250 (CBB G-250). Pewarna CBB G-250 

terdapat dalam tiga bentuk yaitu anionik, netral dan kationik. Pewarna CBB G-250 

akan berikatan dengan protein dalam sampel menghasilkan perubahan warna 

menjadi kebiruan. Pewarna CBB G-250 membentuk kompleks non kovalen yang 

kuat dengan gugus karboksil protein melalui ikatan van der waals dan gugus amino 

melalui ikatan elektrostatik. Pewarna CBB G-250 menyumbangkan elektron bebas 

pada gugus protein yang terionisasi menyebabkan perubahan bentuk asli protein 

menjadi bentuk tersier, gugus amina yang bermuatan positif dari bentuk tersier 

protein akan berikatan non kovalen dengan gugus non polar dari pewarna CBB G-

250 yang memiliki muatan negatif sehingga menyebabkan perubahan warna 

menjadi kebiruan.  
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Fraksi kromatografi filtrasi gel yang memiliki nilai aktivitas enzim tertinggi 

selanjutnya dilakukan pengukuran kadar protein menggunakan metode Bradford 

dengan zat pewarna CBB G-250. Pewarna CBB G-250 ditambahkan pada fraksi 

sampel menyebabkan sampel berubah warna menjadi kebiruan, kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. Perubahan warna menjadi kebiruan 

selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-

VIS pada panjang gelombang 593,50 nm. Absorbansi yang diperoleh kemudian 

dibandingkan dengan absorbansi blangko dan dimasukkan dalam persamaan regresi 

linear y = 0,1213 + 0,004584X. Fraksi E memiliki nilai kadar protein sebesar 

0,08007 U/mg, fraksi G memiliki nilai kadar protein sebesar 0,08174 U/mg, fraksi 

I memiliki nilai kadar protein sebesar 0.08283 U/mg. Nilai kadar tersebut 

menunjukkan bahwa dalam 1 mg fraksi kromatografi filtrasi gel pankreas dan 

cairan usus ayam broiler mengandung 0.08283 unit protein. 

Tabel 1. Hasil Uji Kadar Protein Dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% - 65%      

Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Fraksi 
Kadar Protein (mg/ml) 

Rerata 

Kadar 

Protein 

(mg/ml) 
1 2 3 

A 0,06712 0,06560 0,06669 0,06647 
B 0,08065 0,07912 0,08000 0,07992 

C 0,03855 0,03942 0,03898 0,03898 

D 0,04640 0,04553 0,04684 0,04626 

E 0,08109 0,07869 0,08043 0,08007 

F 0,05076 0,04945 0,04989 0,05004 

G 0,08196 0,08087 0,08240 0,08174 

H 0,07258 0,07280 0,07323 0,07287 

I 0,08349 0,08196 0,08305 0,08283 

J 

11 

0,07912 0,07781 0,07672 0,07789 

K 0,04836 0,04749 0,04836 0,04807 

L 0,03113 0,02851 0,03069 0,03011 

M 0,02415 0,02153 0,02349 0,02306 

N 0,01870 0,01237 0,01782 0,01630 

Dialisat 0,07847 0,07716 0,07847 0,07803 

 

3. Penentuan Aktivitas Xilanase  

Xilosa yang terbentuk direaksikan dengan reagen DNS kemudian 

diinkubasi pada suhu 100ᴼC selama 10 menit dan didiamkan pada suhu ruang 
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selama 20 menit untuk menghentikan reaksi. Xilosa yang bereaksi dengan reagen 

DNS akan menghasilkan perubahan warna larutan dari larutan berwarna kuning 

muda menjadi larutan kuning kecoklatan. Perubahan warna yang terjadi diukur 

absorbansinya menggunakan spektroftometri UV-Vis pada panjang gelombang 514 

nm. Absorbansi yang diperoleh dimasukkan dalam persamaan regresi linier kurva 

standar xilosa yaitu y = 0,049 + 0,001989X. Fraksi kromatografi filtrasi gel 

dikelompokkan menjadi 14 fraksi dilakukan pengukuran aktivitas xilanase dan 

diperoleh aktivitas tertinggi pada fraksi E sebesar 11,8905 U/ml, fraksi G sebesar 

13,4463 U/ml dan fraksi I sebesar 15,8910 U/ml. Harga aktivitas tersebut 

menunjukkan bahwa terbentuk 15,8910 unit xilosa per menit untuk setiap ml enzim. 

Pengukuran aktivitas xilanase terhadap dialisat ammonium sulfat 50% - 

65% pankreas dan cairan usus ayam broiler sebelum dilakukan kromatografi filtrasi 

gel ialah sebesar 0,6668 U/ml. Perbedaan signifikan terlihat antara pengukuran 

aktivitas xilanase hasil dialisat cairan pankreas dan usus ayam broiler terhadap 

pengukuran aktivitas xilanase yang diperoleh setelah dilakukan kromatografi 

filtrasi gel. Pengukuran aktivitas xilanase pada hasil dialisat pankreas dan cairan 

usus ayam broiler yang telah dilakukan kromatografi memiliki nilai aktvitas yang 

lebih tinggi, dikarenakan terjadi pemisahan berdasarkan perbedaan nilai BM pada 

komponen yang terkandung dalam sampel sehingga dapat diperoleh enzim yang 

murni. Pemisahan protein menggunakan metode kromatografi filtrasi gel 

menghasilkan fraksi protein yang lebih spesifik dan meminimalkan tercampurnya 

antar kompnen yang terkandung dalam sampel, sehingga dapat memberikan nilai 

aktivitas yang tinggi dan lebih spesifik. 

Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Xilanase dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% -  

65% Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Fraksi 

Absorbansi Aktivitas 

Xilanase 

(U/ml) 

Aktivitas 

Spesifik 

(U/mg) 1 2 
3 

E 0,536 0,537 0,537 11,8905 148,5013 

G 0,542 0,542 0,540 13,4663 167,7838 

I 0,548 0,549 0,549 15,8910 191,8507 

Dialisat 0,505 0,501 0,503 0,6668 8,5454 
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4. Penentuan Nilai BM Protein Dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% - 

65% Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler 

Elektroforesis gel merupakan elektroforesis yang menggunakan gel sebagai 

fase diam untuk memisahkan molekul seperti DNA dan protein menjadi pita – pita 

yang terdiri atas molekul dengan panjang yang sama. Gel yang dapat digunakan 

yaitu gel agarosa untuk elektroforesis DNA dan gel poliakrilamida untuk 

elektroforesis protein. Akrilamida pada elektroforesis dapat mencegah difusi akibat 

timbulnya panas pada arus listrik dan sering dimanfaatkan untuk memisahkan 

molekul protein yang kecil. Metode elektroforesis protein yang paling umum 

dikenal yaitu SDS-PAGE, dimana molekul SDS akan memiliki muatan negatif 

dalam range pH yang luas apabila dilarutkan. SDS akan memberikan muatan 

negatif pada protein, mendenaturasi protein, dan menyederhanakan bentuk, ukuran, 

dan muatan protein yang akan dianalisis. Tujuan analisis protein dengan metode 

elektroforesis yaitu untuk memisahkan protein berdasarkan berat molekul dengan 

gel penyangga akrilamida.  

 

Gambar 6. Hasil SDS-PAGE Protein Dari Fraksi Kromatografi Filtrasi Gel 

Keterangan : 

1. : Marker protein 

2. : BSA 

3, 4, 5 : Xilanase 

6, 7, 8 : Protease 
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Hasil analisa menggunakan metode SDS-PAGE akan mendapatkan gel yang 

terdapat pita – pita protein, dimana pita protein yang terbentuk diukur sebagai 

Retention factor (Rf) untuk selanjutnya dapat ditentukan nilai BM protein dengan 

membandingkan Rf marker protein (Gunarti dkk. 2013). Nilai Rf dan Log BM 

marker protein dimasukkan dalam perhitungan regresi linear dan didapatkan 

persamaan liniear y = 2,5571 – 1,6756 X. Analisa dilakukan menggunakan marker 

protein dan BSA sebagai pembanding terhadap sampel dan diperoleh pita protein 

sampel terdapat di bawah pita BSA, hal tersebut menunjukkan bahwa protein pada 

fraksi kromatografi filtrasi gel pankreas dan cairan usus ayam broiler  hasil 

penjenuhan ammonium sulfat 50% - 65% memiliki BM lebih rendah dari BM BSA 

(Tabel 3). Fraksi E, G, dan I dilakukan analisis BM dengan metode SDS-PAGE dan 

diperoleh pita protein dengan jarak yang sama, menunjukkan bahwa ketiga fraksi 

tersebut mengandung protein dengan BM yang sama. Analisis data dilakukan 

dengan menghitung Rf pita sampel yaitu sebesar 0,8750 dan selanjutnya ditentukan 

nilai BM protein. Fraksi sampel kromatografi filtrasi gel hasil penjenuhan 

ammonium sulfat 50% - 65% pankreas dan cairan usus ayam broiler memiliki nilai 

BM sebesar 22,1105 KDa.  

Tabel 3. Nilai BM Protein Dari Dialisat Ammonium Sulfat 50% - 65%    

Pankreas dan Cairan Usus Ayam Broiler  

Fraksi 
Panjang Pita 

(cm) 
Nilai Rf 

Nilai BM 

(KDa) 

3,4 dan 5 4,2 0,7241 22,0698 

6,7 dan 8 3,1 0,6458 46,4869 

BSA  2,7 1,7771 59,8549 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

Fraksi kromatografi filtrasi gel pankreas dan usus ayam broiler hasil dari 

penjenuhan ammonium sulfat 50% - 65% memiliki aktivitas enzim xilanase sebesar 

: fraksi E 11,8905 U/ml, fraksi G 13,4663 U/ml dan fraksi I 15,8910 U/ml dengan 

nilai BM sebesar 22,0698 KDa. Sedangkan enzim protease memiliki aktivitas 

sebesar 12,087 U/ml dengan nilai BM sebesar 46,4869 Kda. 

 

B. Saran 

Aktivitas enzim xilanase dari cairan pankreas dan usus ayam hasil 

penjenuhan ammonium sulfat 50% - 65% sebaiknya dilakukan penelitian lebih 

lanjut tentang karakterisasi enzim dan kestabilan enzim xilanase terhadap pengaruh 

aktivator serta inhibitor tertentu. 
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BAB 7. RENCANA TINDAK LANJUT DAN PROYEKSI HILIRISASI 

  

Proyeksi Hilirisasi 

Penelitian ini merupakan pengembangan keilmuan teknik biokimia dalam 

memisahkan dan memurnikan biomolekul protein dari campuran molekul lainnya 

dengan memanfaatkan limbah dari ayam broiler. Protein yang dipisahkan adalah 

enzim pencernaan xilanase dan protease yang mana enzim-enzim tersebut dapat 

dimanfaatkan di berbagai bidang diantaranya bidang farmasi yaitu sebagai 

suplemen bagi penderita yang mengalami gangguan pencernaan. Kemurnian enzim 

memberikan aktivitas yang tinggi sehingga menjadi parameter utama guna 

pemanfaatannya di bidang industri. Penelitian ini merupakan kelanjutan dari 

penelitian sebelumnya yang melakukan pemisahan protein tanpa dilakukan tahapan 

pemurnian. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas enzim yang lebih besar 

menggunakan teknik kromatografi filtrasi gel pada tahap pemurnian dan diperoleh 

satu pita protein pada teknik SDS-PAGE yang menunjukkan kemurniannya. 

 

Rencana Tindak Lanjut 

Kemurnian enzim dapat diperoleh dengan beberapa teknik pemurnian protein. 

Selektifitas dan sensitivitas suatu teknik menjadi faktor yang menentukan 

kemurnian protein yang diperoleh. Kemurnian enzim ini perlu dibuktikan dengan 

metode analisis protein seperti SDS-PAGE, karena meskipun aktivitas enzim yang 

diperoleh lebih besar namun belum tentu enzim telah murni. Oleh karena itu, selain 

diperlukan kombinasi tahapan pemurnian, pada rencana tindak lanjut diperlukan 

pula melakukan identifikasi protein dengan SDS-PAGE. Analisis protein ini 

familiar digunakan untuk melihat pita protein yang terbentuk. Apabila pita protein 

yang terbentuk hanya satu maka protein dapat dikatakan telah murni. Protein yang 

telah murni dapat dilanjutkan dengan melakukan karakterisasi dan kestabilan enzim 

terhadap pengaruh aktivator serta inhibitor tertentu. Roadmap penelitian dapat 

dilihat pada Gambar 4. 
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