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Isolasi dan Karakterisasi Enzim Kolagenase dari Bakteri Bacillus spp. 

dengan Substrat Membran Kerabang Telur Ayam 

 

Amrizal Shalahudin 

20106040026 

 

ABSTRAK 

 

Kolagenase adalah enzim proteolitik yang mampu mendegradasi struktur triple 

heliks kolagen menjadi fragmen peptida kecil. Limbah berupa membran kerabang 

telur ayam diketahui mengandung konstituen organik seperti kolagen (tipe I, V, dan 

X) yang belum dimanfaatkan secara optimal. Bakteri Bacillus merupakan 

kelompok mikroorganisme yang paling banyak digunakan dalam industri karena 

kemampuannya dalam menghasilkan berbagai jenis enzim, termasuk sumber enzim 

kolagenase. Pada penelitian sebelumnya didapatkan 4 isolat bakteri yang berasal 

dari pollen lebah yaitu BP1, BPY1, BPY2 dan GMEKP1 dan belum diketahui 

potensinya dalam menghasilkan kolagenase. Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui karakteristik morfologi dan molekuler dari sampel isolat Bacillus spp. 

yang digunakan dalam produksi kolagenase, mengetahui potensi kolagenase 

ekstraseluler Bacillus spp. dengan substrat membran kerabang telur ayam, dan 

mengetahui karakteristik kolagenase ekstraseluler Bacillus spp. dengan substrat 

membran kerabang telur ayam. Isolat bakteri diamati karakter morfologi dengan 

mikroskop, pengecatan Gram dan Scanning Electron Microscope (SEM). Isolat 

bakteri dianalisis karakteristik secara molekuler dengan 16s rRNA menggunakan 

Sanger sekuensing. Kolagenase yang digunakan berasal dari hasil fermentasi isolat 

sampel dengan substrat membran kerabang telur ayam selama 72 jam. Supernatan 

hasil fermentasi yang sudah dipisahkan dengan sel bakteri dipresipitasi dengan 

amonium sulfat (50%) lalu didialisis menggunakan dialysing tubing cellulose 

membrane. Pengujian kolagenase dilakukan uji proteolitik dengan Bovine Serum 

Albumin serta pengujian menggunakan kolagen tidak larut air (Bovine Achilles 

Tendon) sebagai substrat uji, dengan asam amino yang dilepaskan menggunakan L-

leucine yang direaksikan dengan Ninhidrin. Sodium Dodecyl Sulphate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) digunakan untuk menunjukkan 

bobot molekul enzim kolagenase. Hasil karakterisasi morfologi bakteri 

menunjukkan bahwa semua isolat berbentuk batang dan merupakan Gram positif. 

Data BLAST-N dari sekuens 16s rRNA mengidentifikasi BPY1 dan KP1 sebagai 

Bacillus amyloliquefaciens (>97%), BP1 sebagai Bacillus nakamurai (>97%) dan 

BPY2 sebagai Calidifontibacillus erzurumensis (92,97%). Aktivitas kolagenase 

enzim kasar dari keempat sampel memiliki nilai 2,6 – 5,6 U/mL dan aktivitas enzim 

purifikasi antara 0,95 – 6,41 U/mL. Berat molekul enzim kolagenase yang 

dipurifikasi memiliki nilai 37-46 kDa. 

 

Kata kunci : Bacillus spp.; Enzim Kolagenase; Membran Kerabang Telur; 

Pemurnian Enzim 
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Isolation and Characterization of Collagenase Enzyme from Bacillus spp. 

Bacteria with Chicken Egg Shell Membrane Substrate 

 

Amrizal Shalahudin 

20106040026 

 

ABSTRACT 

 

Collagenase is a proteolytic enzyme capable of degrading the triple helix structure 

of collagen into small peptide fragments. Eggshell membrane waste is known to 

contain organic constituents such as collagen (types I, V, and X) that have not been 

optimally utilized. Bacillus bacteria are the most widely used group of 

microorganisms in industry due to their ability to produce various types of enzymes, 

including collagenase enzymes. In previous studies, four bacterial isolates were 

obtained from bee pollen, namely BP1, BPY1, BPY2, and GMEKP1, and their 

potential for producing collagenase has not yet been determined. The aim of this 

study was to determine the morphological and molecular characteristics of Bacillus 

spp. isolates used in collagenase production, to determine the potential of Bacillus 

spp. extracellular collagenase with chicken eggshell membrane substrate, and to 

determine the characteristics of Bacillus spp. extracellular collagenase with 

chicken eggshell membrane substrate. Bacterial isolates were observed for 

morphological characteristics using a microscope, Gram staining, and Scanning 

Electron Microscope (SEM). Bacterial isolates were analyzed for molecular 

characteristics using 16S rRNA with Sanger sequencing. The collagenase used was 

derived from the fermentation of sample isolates with chicken eggshell membrane 

substrate for 72 hours. The supernatant of fermentation that has been separated 

with bacterial cells was precipitated with ammonium sulfate (50%) and then 

dialyzed using dialysing tubing cellulose membrane. Collagenase testing was 

performed using a proteolytic assay with Bovine Serum Albumin and testing using 

water-insoluble collagen (Bovine Achilles Tendon) as the test substrate, with amino 

acids released using L-leucine reacted with Ninhydrin. Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) was used to determine the 

molecular weight of the collagenase enzyme. Morphological characterization of the 

bacteria revealed that all isolates were rod-shaped and Gram-positive. BLAST-N 

data from the 16S rRNA sequence identified as Bacillus amyloliquefaciens (>97%), 

BP1 as Bacillus nakamurai (>97%) and BPY2 as Calidifontibacillus erzurumensis 

(92.97%). The crude collagenase enzyme activity of the four samples ranged from 

2.6 to 5.6 U/mL, while the purified enzyme activity ranged from 0.95 to 6.41 U/mL. 

The molecular weight of the purified collagenase enzyme ranged from 37 to 46 kDa. 

 

Keywords: Bacillus spp.; Collagenase Enzyme; Egg Shell Membrane; Enzyme 

Purification. 
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MOTTO 
 

نِ  لَّيۡسَ  وَأنَ سَعىََٰ  مَا إِلَّّ  لِلِۡۡنسََٰ  

"Dan bahwasanya seorang manusia tiada memperoleh selain apa yang telah 

diusahakannya."  

(QS. An-Najm: 39) 

 

ينَ ٱ لَلّه ٱ يَرْفَع   نكهمْ  ءَامَنهوا   لَذ  ينَ ٱوَ  م  لْمَ ٱ أهوتهوا   لَذ  ت   لْع  درََجََٰ  

 

"Niscaya Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman di antaramu dan 

orang-orang yang diberi ilmu pengetahuan beberapa derajat." 

(QS. Al-Mujadilah: 11) 

 

يقًا سَلكََ  مَنْ  سه  طَر  لْمًا ف يه   يَلْتمَ  يقًا ب ه   لَهه  اَللّه  سَهَلَ  ع  الْجَنَة   إ لَى طَر   

 

"Barangsiapa menempuh suatu jalan untuk menuntut ilmu, maka Allah akan 

memudahkan baginya jalan menuju surga." 

(HR. Muslim) 

 

"I'm free to be whatever I, whatever I choose to be." 

(Oasis - Whatever) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Kolagen adalah protein yang ditemukan dalam matriks ekstraseluler 

jaringan ikat pada vertebrata (Lima et al., 2015). Kolagen membentuk 

sekitar 25 - 35 % dari kandungan protein tubuh. Protein ini berperan penting 

dalam menjaga struktur dan kesehatan kulit, tulang, otot, tendon, dan 

ligament (Septiani et al., 2023). Kolagen dan  turunannya banyak 

diaplikasikan sebagai bahan untuk minuman, makanan, obat-obatan, 

kosmetik, dan berbagai produk  kesehatan dengan tujuan untuk 

meningkatkan sifat fungsional produk (Pal & Suresh, 2016). 

Besarnya kebutuhan kolagen mendorong pengembangan berbagai 

variasi metode untuk mengekstrak kolagen. Hingga saat ini, metode yang 

umum digunakan untuk mengekstrak kolagen dari jaringan hewan adalah 

dengan cara kimiawi dan secara enzimatis (Schmidt et al., 2016). Metode 

ekstraksi kolagen secara kimia memiliki skalabilitas dan efektivitas biaya 

yang lebih baik, namun kualitas kolagen yang dihasilkan kurang begitu baik 

karena banyak yang terdestruksi oleh bahan kimia ketika proses ekstraksi. 

Adapun ekstraksi kolagen secara enzimatis menghasilkan produk kolagen 

yang lebih berkualitas karena enzim hanya menghidrolisis substrat target 

yakni kolagen dan bukan protein lain pada jaringan (Pal & Suresh, 2016). 

Sektor industri medis dan kosmetik adalah bidang industri yang sering 

menggunakan enzim seperti pepsin dalam mengekstraksi kolagen karena 

menghasilkan produk dengan kemurnian dan bioaktivitas yang lebih tinggi 

(Sionkowska et al., 2020).
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Enzim untuk mengekstrak kolagen dari suatu jaringan adalah enzim 

protease kolagenolitik atau kolagenase yang terdiri dari domain katalitik dan 

domain pengikat kolagen guna mengenali dan mendegradasi kolagen (Lima 

et al., 2015). Enzim tersebut mampu membelah ikatan peptida antara 

molekul kolagen, yang menyebabkan degradasi struktur triple heliks 

kolagen menjadi fragmen peptida kecil (Hoa Bach et al., 2020). 

Industri halal global yang menuntut jaminan kehalalan di setiap mata 

rantai pasok memberikanjaminan pada bahan penolong proses seperti 

enzim. Tanpa adanya sumber enzim yang terjamin halal, produk akhir 

seperti makanan, obat-obatan, dan kosmetik dapat berstatus syubhat 

(diragukan) atau bahkan haram. Enzim protease seperti kolagenase sering 

diekstraksi dari pankreas sapi dan babi yang menjadikan status kehalalanya 

haram untuk babi dan diragukan karena sulitnya verifikasi apakah hean yang 

digunakan disembelih secara syariat Islam. Untuk mengatasi masalah 

fundamental di atas, industri halal membutuhkan sumber kolagenase yang 

dapat dikontrol. Produksi kolagenase dari bakteri menjadi solusi yang yang 

ideal dengan syarat menggunakan strain bakteri non-patogenik dari sumber  

dan media yang halal (Ayu et al., 2023). Selain itu, enzim kolagenase yang 

berasal dari bakteri umumnya memiliki kelebihan karena pertumbuhan 

bakteri yang relatif cepat, mudah diisolasi, ramah lingkungan dan memiliki 

peluang untuk direkayasa genetik agar memperoleh kualitas enzim yang 

lebih tinggi (Febrina et al., 2022).  

Bakteri yang digunakan untuk produksi enzim kolagenase adalah 

bakteri dari genus Bacillus. Hal tersebut karena Bacillus umumnya dianggap 

aman untuk produksi enzim kolagenase serta mampu memproduksi 

sejumlah besar enzim ekstraseluler (20-25 g/L) (Lima et al., 2015). Isolat 

bakteri yang digunakan adalah 4 isolat Bacillus yang memiliki kemampuan 

untuk memproduksi metabolit maupun enzim penting yakni BP1, BPY1, 

BPY2 dan GMEKP1 dari hasil penelitian di Badan Riset dan Inovasi 

Nasional (BRIN) dan Universitas Gadjah Mada (UGM).  
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Substrat yang digunakan untuk menghasilkan enzim kolagenase 

adalah substrat yang memiliki kandungan kolagen di dalamnya (Gautam & 

Azmi, 2017). Produksi skala industri terkadang menggunakan limbah dari 

industri lain sebagai substrat serta sebagai sumber karbon dan nitrogen bagi 

pertumbuhan mikroba. Substrat dari limbah industri biasanya berupa bahan 

kaya akan kolagen kompleks seperti kulit hewan, tendon dan tulang (Ayu et 

al., 2023). Membran kerabang telur ayam dipilih sebagai substrat 

pembuatan enzim kolagenase karena total protein penyusunnya sebanyak 

10% adalah kolagen (Arias et al., 1991). Kolagen yang berasal dari 

membran kerabang telur ayam adalah kolagen tipe I, V, dan X 

(Wahyuningsih et al., 2023). Adapun kolagen hasil dari ekstraksi membran 

kerabang telur ayam telah teruji tidak memicu reaksi alergi serta autoimun 

(Ruff et al., 2012). Selain itu, cangkang telur juga menjadi limbah dan 

masyarakat luas jarang yang mengolahnya. Sebagai contoh terdapat dua 

pabrik penetasan telur (hatchery) yang beroperasi di Kapanewon Semanu, 

Gunungkidul, dengan kapasitas produksi 100.000 butir telur tetas/bulan, hal 

tersebut tentu menghasilkan banyak limbah cangkang telur (Iskandar 

Setiyawan et al., 2022). 

Penelitian isolasi dan karakterisasi enzim kolagenase dari bakteri 

Bacillus spp. dengan substrat membran kerabang telur ayam perlu 

dilakukan, untuk memanfaatkan limbah cangkang telur ayam. Proses untuk 

produksi kolagen dengan kualitas dan karakteristik yang memenuhi standar 

juga dibutuhkan enzim kolagenase yang dengan kemampuan mengekstrak 

kolagen dengan maksimal. Oleh karena itu, diperlukan isolasi dan  

karakterisasi terhadap kolagenase ekstraseluler dari isolat Bacillus spp.yang 

digunakan.  
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B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, berikut adalah rumusan masalah 

penelitian : 

1. Bagaimana karakteristik morfologi dan molekuler dari sampel isolat 

Bacillus spp. yang digunakan dalam produksi kolagenase? 

2. Bagaimana potensi kolagenase ekstraseluler Bacillus spp. dengan 

substrat membran kerabang telur ayam? 

3. Bagaimana karakteristik kolagenase ekstraseluler Bacillus spp. dengan 

substrat membran kerabang telur ayam? 

 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui karakteristik morfologi dan molekuler dari sampel isolat 

Bacillus spp. yang digunakan dalam produksi kolagenase 

2. Mengetahui potensi kolagenase ekstraseluler Bacillus spp. dengan 

substrat membran kerabang telur ayam. 

3. Mengetahui karakteristik kolagenase ekstraseluler Bacillus spp. dengan 

substrat membran kerabang telur ayam. 

 

D. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

potensi enzim kolagenase dari Bacillus spp. untuk mendapatkan produk 

berupa peptida kolagen dari suatu substrat bahan mentah. Selain itu, untuk 

memberikan data tentang karakteristik enzim dari dari Bacillus spp. 
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BAB V 

PENUTUP 
 

A. Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah : 

1. Empat isolat Bacillus spp (BP1, BPY1, BPY2, dan KP1) secara 

morfologi berbentuk batang dan merupakan bakteri Gram positif. Hasil 

BLAST-N dari 16s rRNA menunjukkan BPY1 dan KP1 sebagai 

Bacillus amyloliquefaciens (>97%), BP1 sebagai Bacillus nakamurai 

(>97%) dan BPY2 sebagai Calidifontibacillus erzurumensis (92,97%).  

2. Empat isolat Bacillus spp. dengan penambahan membran kerabang 

telur ayam memiliki potensi aktivitas enzim kolagenase. Aktivitas 

kolagenase enzim kasar dari keempat sampel memiliki nilai 2,6 – 5,6 

U/mL, adapun untuk aktivitas enzim purifikasi antara 0,95 – 6,41 

U/mL. Sampel enzim purifikasi yang menunjukkan kemampuan 

kolagenase paling unggul adalah BP1 dengan nilai aktivitas 6,41 U/mL.  

3. Sampel kolagenase yang teridentifikasi karakter berat molekulnya 

adalah BP1 dengan berat molekulnya 40 dan 42 kDa, serta BPY2 

dengan berat molekulnya 37 dan 46 kDa. 

 

B. Saran 

Saran dari penelitian ini adalah : 

1. Diperlukan penelitian dan eksplorasi lebih lanjut mengenai proses 

purifikasi enzim kolagenase dari setiap isolat sampel. 

2. Diperlukan penelitian pengaplikasian enzim kolagenase dari keempat 

isolat sampel. 
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