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RINGKASAN 

FATMILA AMIRAH RADWA. Pemurnian Parsial Selulase Bacillus sp. 

TSUS3.4.1 asal Tanah Bekas Tambang Emas dan Deteksi Gen Penyandi 

Selulasenya. Dibimbing oleh NISA RACHMANIA MUBARIK dan POPI ASRI 

KURNIATIN. 

 

Enzim merupakan biokatalis yang dapat mengakselerasi proses konversi 

substrat menjadi produk dengan mekanisme penurunan energi aktivasi. Kerja 

katalitiknya yang spesifik memungkinkan enzim mempercepat jalannya reaksi 

kimia tanpa menghasilkan produk samping yang tidak diharapkan. Selain itu, 

efisiensi katalitiknya dalam menghidrolisis substrat dapat menurunkan konsumsi 

energi dan penggunaan bahan-bahan kimia toksik sehingga lebih ramah lingkungan. 

Selulase menjadi salah satu kelompok enzim hidrolitik yang penggunaannya terus 

mengalami peningkatan seiring berkembangnya sektor bioteknologi modern. 

Pemanfaatan selulase mencakup aplikasinya dalam industri tekstil, pulp dan kertas, 

pangan dan pakan, hingga sektor pengolahan limbah organik untuk mengonversi 

biomassa menjadi sumber energi terbarukan. 

 Eksplorasi mikroorganisme penghasil selulase telah dilakukan pada berbagai 

area, seperti hutan mangrove, tanah hutan hujan tropis, hingga pada tumpukan 

serasah atau hasil samping pertanian. Upaya isolasi biokatalis dari area 

konvensional tersebut kerap melaporkan keterbatasan stabilitas ketika digunakan 

langsung pada kondisi lingkungan yang tidak terkontrol dengan fluktuasi pH, suhu, 

dan keberadaan senyawa lainnya yang berpotensi menginhibisi efisiensi katalitik 

enzim. Upaya bioprospeksi isolat dan biokatalis dalam beberapa tahun terakhir 

mulai bergeser pada area marginal, termasuk lahan bekas aktivitas pertambangan, 

yang mampu menyeleksi mikrob adaptif. Bacillus sp. TSUS3.4.1 merupakan 

bakteri hasil isolasi asal tanah bekas lahan tambang emas yang diketahui memiliki 

aktivitas selulolitik pada media basal dengan penambahan substrat carboxymethyl 

cellulose (CMC) 1 %. Karakterisasi aktivitas enzimnya masih terbatas pada ekstrak 

enzim kasar (crude extract). Oleh sebab itu, penelitian ini bertujuan melakukan 

karakterisasi dan identifikasi molekuler isolat, melakukan pemurnian parsial enzim, 

melakukan karakterisasi parameter penting selulase hasil pemurnian, serta deteksi 

gen penyandi selulase pada Bacillus sp. TSUS3.4.1. 

Penelitian ini dilakukan dalam empat tahapan utama yang meliputi 

konfirmasi karakteristik Bacillus sp. TSUS3.4.1, produksi dan pemurnian selulase, 

karakterisasi parameter penting dan kinetika enzim, serta analisis molekuler yang 

melingkupi identifikasi taksonomi dan deteksi gen penyandi selulasenya. 

Peremajaan isolat dilakukan untuk mengonfirmasi karakter makroskopis dan 

mikroskopis Bacillus sp. TSUS3.4.1. Uji patogenisitas pada agar-agar darah 

dilakukan untuk mengetahui aktivitas hemolitiknya. Produksi selulase dilakukan 

pada kondisi kultur optimum, yaitu inkubasi goyang selama 27 jam pada suhu 37 °C. 

Sentrifugasi dilakukan untuk memisahkan bagian pelet dan supernatan yang berisi 

enzim ekstraseluler. Selulase ekstrak kasar selanjutnya dipekatkan menggunakan 

garam amonium sulfat dengan rentang kejenuhan 0–20% hingga 60–70%. Nilai 

kejenuhan pemekatan terbaik dengan aktivitas tertinggi digunakan untuk produksi 

lanjutan hingga tahap pemurnian dengan metode dialisis. Karakterisasi parameter 



 

 

optimum enzim dilakukan pada berbagai variasi pH, suhu, dan pengujian profil 

stabilitas enzim. Parameter kinetika enzim meliputi nilai Km dan Vmaks dilakukan 

dengan pengujian aktivitas selulase pada konsentrasi substrat 0,1 hingga 1,2 %. 

Identifikasi molekuler melalui amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan untuk 

menganalisis kekerabatannya. Desain primer spesifik dilakukan untuk mendeteksi 

keberadaan gen penyandi selulase pada genom bakteri. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat TSUS3.4.1 merupakan bakteri 

basil Gram-positif dengan keberadaan endospora, mengindikasikan bahwa isolat ini 

kemungkinan besar merupakan bagian dari genus Bacillus. Hasil ini kemudian 

dikonfirmasi oleh hasil sekuensing amplifikasi gen 16S rRNA yang menunjukkan 

kedekatan evolusioner dengan Bacillus stercoris galur D7XPN1 melalui konstruksi 

pohon filogenetik. Aktivitas hemolitik tidak terdeteksi pada isolat mengindikasikan 

TSUS3.4.1 tidak mensekresikan toksin yang dapat melisiskan eritrosit. Kondisi 

optimum untuk presipitasi enzim berada pada kejenuhan amonium sulfat 40% 

dengan peningkatan aktivitas spesifik senilai 7,70 kali relatif terhadap enzim 

ekstrak kasar. Metode dialisis sebagai tahapan pemurnian lanjutan efektif 

menghilangkan sisa garam amonium sulfat dan protein nontarget dengan 

peningkatan nilai kemurnian sebesar 5,60 kali lipat. Selulase Bacillus sp. 

TSUS3.4.1 memiliki aktivitas selulase optimum pada pH 7 dan suhu 50 °C. 

Pengujian stabilitas termal menunjukkan enzim masih mampu mempertahankan 

82,89% aktivitasnya setelah inkubasi selama 120 menit dengan waktu paruh pada 

fase ini ialah 443 menit. 

Analisis parameter kinetika enzim dengan plot Lineweaver-Burk 

menghasilkan konstanta Michaelis-Menten (Km) senilai 4,9 mg/mL yang 

merepresentasikan afinitas enzim terhadap substrat. Nilai Vmaks selulase ialah 0,072 

µmol/mL/menit yang merepresentasikan laju hidrolisis maksimum yang dapat 

dicapai. Pensejajaran sekuens penyandi selulase berhasil merancang pasangan 

primer yang dapat mengamplifikasi gen penyandi selulase dengan pita berukuran 

sekitar 1500 pasang basa. Analisis BLAST-P dan konstruksi pohon filogenetik pada 

tingkat asam amino mengonfirmasi bahwa fragmen gen yang teramplifikasi 

mengodekan protein homolog endoglukanase EglS. Penelitian ini berhasil 

melakukan karakterisasi dan identifikasi Bacillus sp. TSUS3.4.1 yang memiliki 

kedekatan evolusioner tertinggi dengan Bacillus stercoris galur D7XPN1, 

meningkatkan aktivitas katalitik selulase Bacillus sp. TSUS3.4.1 melalui rangkaian 

pemurnian parsial, melakukan karakterisasi pH, suhu, dan profil stabilitas enzim, 

serta deteksi gen eglS sebagai penyandi protein selulase EglS. 

 

Kata kunci: bakteri selulolitik, biodegradasi, hidrolisis, material organik, 

pascatambang 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

 

SUMMARY 

FATMILA AMIRAH RADWA. Partial Purification of Cellulase Bacillus sp. 

TSUS3.4.1 from Gold Mine Soil and Its Gene Detection. Supervised by NISA 

RACHMANIA MUBARIK and POPI ASRI KURNIATIN.  

 
Enzymes are biocatalysts that can accelerate the process of converting 

substrates into products by lowering its activation energy. Their specific catalytic 

action allows enzymes to speed up the course of chemical reactions without 

producing undesirable by-products. In addition, their catalytic efficiency in 

hydrolyzing substrates potentially reduce energy consumption and the use of toxic 

chemicals, making processes more sustainable and environmentally friendly. 

Cellulase is one of the groups of hydrolytic enzymes whose demand continues to 

increase along with the development of the modern biotechnology sector. 

Application of cellulase range from textile, pulp and paper, food and feed industries, 

to organic waste processing sector for converting biomass into renewable energy 

sources. 

 Exploration of cellulase-producing microorganisms has been conducted in 

various habitats, such as mangrove forests, tropical rainforest soils, and agricultural 

by-products. However, biocatalyst isolation attempts from conventional areas often 

report limited stability when exposed to uncontrolled environmental conditions 

involving fluctuations in pH value, temperature, and the presence of other 

compounds that have the potential to inhibit the catalytic efficiency of enzymes. 

Consequently, bioprospecting efforts to explore isolates and biocatalysts in recent 

years have begun to shift to marginal areas, including former mining sites, that are 

able to select adaptive microbes. Bacillus sp. TSUS3.4.1 was isolated from former 

gold mine soil known to exhibit cellulolytic activity in a basal medium with the 

addition  of 1% carboxymethyl cellulose (CMC). Prior characterization of its 

enzyme activity was limited to crude extract enzyme. Therefore, this research aims 

to characterize and molecularly identify the isolate, perform enzyme partial 

purification, characterization of important parameters of the purified cellulase, and 

detection of cellulase-encoding genes in Bacillus sp. TSUS3.4.1. 

This research has been conducted in four main stages encompassing the 

confirmation of isolate characteristics, cellulase production and partial purification, 

evaluation of enzyme optimum catalytic conditions and kinetic parameters, and 

molecular analysis involving taxonomic identification alongside detection of its 

cellulase-encoding gene. The isolate was subcultured to verify the macroscopic and 

microscopic characters of Bacillus sp. TSUS3.4.1. Pathogenicity assay was 

conducted on blood agar to determine its hemolytic activity. Cellulase production 

was performed under optimal culture conditions in a  shaking incubator for 27 hours 

at a temperature of 37 °C.  Centrifugation was conducted to separate the pellet and 

supernatant parts containing extracellular enzymes. The crude cellulase extract was 

then precipitated using ammonium sulfate at saturation levels ranging from 0–20% 

to 60–70%. The optimal fraction with the highest activity was subjected to further 

purification using dialysis method. Cellulase characterization was performed across 

various pH levels and temperatures, followed by thermal stability profiling. 

Enzyme kinetic parameters including Km and Vmaks were determined by evaluating 

cellulase activity at substrate concentrations ranging from 0.1 to 1.2 %. Molecular 



 

 

identification through amplification of the 16S rRNA gene was performed to 

analyze phylogenetic relationship. A specific primer pair was design to detect the 

presence of cellulase-coding genes in the bacterial genome. 

TSUS3.4.1 is a Gram-positive endospore-forming bacil bacteria, indicating 

that this isolate belongs to the genus Bacillus. These results were later confirmed 

by the results of 16S rRNA gene sequencing which revealed evolutionary closeness 

to Bacillus stercoris strain D7XPN1 through phylogenetic tree construction. 

Undetected hemolytic activity of the isolates indicates that TSUS3.4.1 does not 

secrete hemolysin toxins. Optimum enzyme precipitation occurred at 40% 

ammonium sulfate saturation, resulting in a 7.7-fold increase in specific activity 

compared to the crude extract enzymes. The dialysis method as a subsequent 

purification step effectively removed residual salts from precipitation with an 

increase in purity value of 5.6-fold. Cellulase from Bacillus sp. TSUS3.4.1 has 

optimum activity at pH value of 7 and 50 °C.  Thermal stability assays demonstrated 

that  the enzyme able to maintain 82.89% of its activity after 120 minutes of 

incubation with a half-life time of 443 minutes in this stable phase. 

Analysis of enzyme kinetic parameters using Lineweaver-Burk plot yielded a 

Michaelis-Menten constant (Km) value of 4.9 mg/mL, representing the affinity of 

the enzyme to the substrate. The Vmax value of cellulase was 0.072 μmol/mL/min, 

representing the maximum hydrolysis rate that can be achieved. Alignment of 

cellulase-encoding sequences allowed the design of specific primers to amplify a 

cellulase-encoding gene with a band size of approximately 1.500 base pairs. 

BLAST-P analysis and phylogenetic tree construction at the amino acid level 

confirmed that the amplified gene fragment encodes EglS endoglucanase-

homologous protein.  In conclusion, this study reports successful characterization 

and molecular idenficiation of Bacillus sp. TSUS3.4.1 to be closely related to 

Bacillus stercoris strain D7XPN1, enhancement of the catalytic activity of the 

TSUS3.4.1 cellulase through a series of partial purification, characterization of the 

pH, temperature, and stability profile of the enzyme, also detection of eglS as 

cellulase-encoding gene of EglS protein. 
 

Keywords: biodegradation, cellulolytic bacteria, hydrolysis, organic matter, post-

mining 
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