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RINGKASAN 

RAHMAH MUTHMAINNAH AZAM. Ekspresi, Purifikasi, dan Karakterisasi 

Enzim Trehalose Synthase dari Arthrobacter alpinus (AaTreS) untuk Produksi 

Trehalosa. Dibimbing oleh MULYORINI RAHAYUNINGSIH dan FINA 

AMRETA LAKSMI. 

 

Trehalosa merupakan disakarida non-reduksi yang banyak dimanfaatkan 

dalam industri pangan, farmasi, dan kosmetik karena memiliki stabilitas termal dan 

kimia yang tinggi serta kemampuan melindungi biomolekul. Produksi trehalosa 

secara enzimatik melalui jalur trehalose synthase (TreS) menjadi alternatif yang 

menjanjikan karena prosesnya lebih spesifik, sederhana, dan berlangsung pada 

kondisi reaksi yang relatif ringan. Penelitian ini bertujuan untuk mengekspresikan, 

memurnikan, serta mengarakterisasi enzim TreS dari Arthrobacter alpinus 

(AaTreS) secara biokimia dan kinetika guna mengevaluasi potensinya sebagai 

biokatalis dalam produksi trehalosa. 

Gen treS dari A. alpinus diekspresikan secara heterolog dalam Escherichia 

coli BL21 StarTM (DE3), kemudian enzim rekombinan yang dihasilkan dimurnikan 

menggunakan kromatografi afinitas logam terimobilisasi. Hasil optimasi ekspresi 

menunjukkan bahwa kondisi induksi pada suhu rendah menghasilkan enzim 

AaTreS dalam fraksi larut dengan tingkat ekspresi yang lebih baik. Enzim hasil 

purifikasi terdeteksi sebagai protein berukuran sekitar 67 kDa berdasarkan analisis 

SDS-PAGE dan Western blot. Karakterisasi biokimia menunjukkan bahwa AaTreS 

memiliki aktivitas optimum pada suhu 30 °C dan pH 6,5. Enzim ini juga 

menunjukkan stabilitas yang lebih baik pada suhu 20 °C dengan waktu paruh 

sekitar 11 jam dibandingkan dengan suhu 30 °C. Pengujian pengaruh ion logam 

menunjukkan bahwa AaTreS tidak memerlukan ion logam sebagai kofaktor utama, 

dengan aktivitas relatif yang tetap tinggi pada perlakuan EDTA dan sedikit 

peningkatan aktivitas pada perlakuan Ca2+ 

Analisis kinetika menunjukkan bahwa aktivitas AaTreS terhadap maltosa 

mengikuti model Michaelis – Menten dengan nilai afinitas sedang terhadap 

substrat. Uji biokonversi berbasis waktu menunjukkan bahwa AaTreS mampu 

mengkatalisis konversi maltosa menjadi trehalosa, dengan efisiensi konversi yang 

lebih tinggi pada konsentrasi substrat rendah. Profil biokonversi yang diperoleh 

mencerminkan karakter reaksi TreS yang reversibel dan sejalan dengan 

karakteristik kinetika enzim. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan 

bahwa TreS dari A. alpinus memiliki karakteristik ekspresi, aktivitas, dan stabilitas 

yang mendukung potensinya sebagai biokatalis dalam produksi trehalosa pada 

kondisi reaksi ringan dan hemat energi. 

 

Kata kunci: Arthrobacter alpinus, biokonversi, ekspresi rekombinan, karakterisasi 

enzim, trehalosa, trehalose synthase (TreS). 
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SUMMARY 

RAHMAH MUTHMAINNAH AZAM. Expression, Purification, and 

Characterization of Trehalose Synthase Enzyme from Arthrobacter alpinus 

(AaTreS) for Trehalose Production. Supervised by MULYORINI 

RAHAYUNINGSIH and FINA AMRETA LAKSMI. 

 
Trehalose is a non-reducing disaccharide widely used in the food, 

pharmaceutical, and cosmetics industries due to its high thermal and chemical 

stability and ability to protect biomolecules. Enzymatic trehalose production via 

the trehalose synthase (TreS) pathway is a promising alternative because the 

process is more specific, simpler, and occurs under relatively mild reaction 

conditions. This study aims to biochemically and kinetically characterize the TreS 

enzyme from Arthrobacter alpinus (AaTreS) and evaluate its potential as a 

biocatalyst for trehalose production.  

The treS gene from A. alpinus was heterologously expressed in Escherichia 

coli BL21 Star™ (DE3), and then the resulting recombinant enzyme was purified 

using immobilized metal affinity chromatography. The results of expression 

optimization showed that low-temperature induction conditions produced the 

AaTreS enzyme in the soluble fraction with a better expression level. The purified 

enzyme was detected as a protein of approximately 67 kDa based on SDS-PAGE 

and Western blot analysis. Biochemical characterization showed that AaTreS had 

optimum activity at 30 °C and pH 6.5. This enzyme also showed greater stability 

at 20 °C, with a half-life of approximately 11 hours, compared to 30 °C. Testing 

the effect of metal ions showed that AaTreS does not require metal ions as a 

primary cofactor, with relatively high activity observed in the EDTA treatment and 

a slight increase in the Ca2+ treatment.  

Kinetic analysis showed that AaTreS's activity toward maltose follows the 

Michaelis-Menten model with moderate substrate affinity. Time-series 

bioconversion assays demonstrated that AaTreS catalyzes the conversion of 

maltose to trehalose, with higher conversion efficiency at lower substrate 

concentrations. The obtained bioconversion profile reflects the reversible nature 

of the TreS reaction and aligns with the enzyme's kinetics. Overall, the results of 

this study indicate that TreS from A. alpinus exhibits expression, activity, and 

stability characteristics that support its potential as a biocatalyst for trehalose 

production under mild, energy-efficient reaction conditions. 

 

Keywords: Arthrobacter alpinus, bioconversion, recombinant expression, enzyme 

characterization, trehalose, trehalose synthase (TreS). 
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