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Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis berjudul Karakterisasi Protease 

Lactococcus lactis subsp. lactis dan Ekspresinya di Escherichia coli adalah benar 

karya saya bersama komisi pembimbing dan belum diajukan dalam bentuk apa pun 

kepada perguruan tinggi mana pun. Sumber informasi yang berasal atau dikutip dari 

karya yang diterbitkan maupun tidak diterbitkan dari penulis lain telah disebutkan 

dalam teks dan dicantumkan dalam daftar pustaka di bagian akhir tesis ini.  
Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut 

Pertanian Bogor dan Badan Riset dan Inovasi Nasional. 
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RINGKASAN 

 

SISWI SEKAR SARI. Karakterisasi Protease Lactococcus lactis subsp. lactis dan 

Ekspresinya di Escherichia coli. Dibimbing oleh ANTONIUS SUWANTO, dan 

APON ZAENAL MUSTOPA.  

 

Lactococcus lactis subsp. lactis (Lac3) merupakan salah satu bakteri yang 

ditemukan dalam makanan tradisional Indonesia "Dadih".  Lactococcus lactis subsp. 

lactis menghasilkan serine protease, yang antara lain dapat digunakan dalam 

industri makanan dan industri sabun. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 

mengkarakterisasi protease yang dihasilkan oleh Lactococcus lactis subsp. lactis 

(Lac3) serta mengkloning gen penyandi serine protease dari Lac3. 

Gen penyandi serine protease dikloning dalam plasmid pGEM-T Easy dengan 

inang E. coli DH5α dan dilakukan subkloning dalam plasmid pET-SUMO dengan 

inang ekspresi pada E. coli BL21(DE3). Ekspresi protein rekombinan dilakukan 

dengan sejumlah sumber gula (glukosa, laktosa, sukrosa, sorbitol) untuk 

mendapatkan jumlah gula optimal dalam meningkatkan kepadatan sel. Induksi 

dilakukan menggunakan isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside IPTG (0,1, 0,5, 1 

mM) dan variasi suhu pasca-induksi (20°C, 25°C, 30°C, 37°C). Hasil ekspresi 

protein rekombinan dimurnikan menggunakan metode IMAC (immobilized metal 

affinity chromathography) dan hasilnya dikarakterisasi. 

Aktivitas protease Lac3 dihambat oleh PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 

dengan berat molekul 35,5 kDa yang diduga sebagai serine protease. Protein ini 

termasuk dalam C-terminal processing peptidase keluarga S41-peptidase. Gen 

serine protease Lac3 berhasil diisolasi dan diekspresikan dengan baik dalam E. coli 

dengan induser 0.1 mM IPTG pada suhu 37°C. Serine protease rekombinan 

dimurnikan menggunakan metode IMAC menghasilkan konsentrasi protein 7,8-7,9 

mg/mL dengan aktivitas protease 11,43 U/mL. 

 
Kata Kunci: Ekspresi, Kloning, Lactococcus lactis, Purifikasi, Serine protease 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

SUMMARY 
 

SISWI SEKAR SARI. Characterization of Protease from Lactococcus lactis subsp. 

lactis and Its Expression in Escherichia coli. Supervised by ANTONIUS 

SUWANTO, and APON ZAENAL MUSTOPA. 

 

Lactococcus lactis subsp. lactis (Lac3) is one of the bacteria found in 

traditional Indonesian food called "Dadih." Lactococcus lactis subsp. lactis 

produces serine protease, which can be utilized in the food industry and soap 

industry, among other applications. This research aims to isolate and characterize 

the protease produced by Lactococcus lactis subsp. lactis (Lac3) and to clone the 

gene encoding serine protease from Lac3. 

The gene encoding serine protease was cloned into the pGEM-T Easy plasmid 

with E. coli DH5α as the host and subsequently subcloned into the pET-SUMO 

plasmid with an expression host in E. coli BL21(DE3). Recombinant protein 

expression was carried out using various sugar sources (glucose, lactose, sucrose, 

sorbitol) to determine the optimal sugar source for increasing cell density. Induction 

was performed using isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 

concentrations of 0.1, 0.5, and 1 mM, along with post-induction temperature 

variations (20°C, 25°C, 30°C, 37°C). The results of recombinant protein expression 

were purified using the IMAC (immobilized metal affinity chromatography) 

method and subsequently characterized. 

The activity of Lac3 protease is inhibited by PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluoride) with a molecular weight of 35.5 kDa, suspected to be a serine protease. 

This protein belongs to the S41-peptidase family of C-terminal processing 

peptidase. The serine protease gene of Lac3 was successfully isolated and expressed 

well in E. coli using 0.1 mM IPTG as the inducer at 37°C. The recombinant serine 

protease was purified using the IMAC method, resulting in a protein concentration 

of 7.8-7.9 mg/mL with a protease activity of 11.43 U/mL. 
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