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ABSTRAK 

 

 

Alfa-amilase merupakan enzim yang dapat memecah pati menjadi gula dan 

banyak digunakan di industri, khususnya industri berbasis pati yang memiliki 

massa molekul ~54 kDa. Teknologi DNA rekombinan merupakan alternatif untuk 

memproduksi alfa-amilase. Pada tahap ekspresi digunakan inang Pichia pastoris 

karena memiliki tingkat ekspresi yang tinggi dan modifikasi pasca translasi. 

Pemurnian protein rekombinan merupakan salah satu cara untuk mendapatkan 

enzim dalam bentuk yang aktif dan murni. Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui kemurnian protein alfa-amilase yang diperoleh setelah dimurnikan 

dengan kromatografi afinitas dalam kondisi terdenaturasi. Metode penelitian yang 

dilakukan adalah ekspresi Sfamy R64 mutan dengan konsentrasi penginduksi 

metanol 1,5% selama 144 jam, kemudian mengkarakterisasi dengan elektroforesis 

SDS-PAGE, memurnikan protein dengan kromatografi afinitas pada kondisi 

denaturasi, menentukan kemurnian dan mengukur intensitas pita protein 

menggunakan software ImageJ. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa 

keberadaan alfa-amilase setelah dimurnikan ditunjukkan dengan pita tunggal 

berukuran sekitar ~48 kDa berdasarkan SDS-PAGE dengan intensitas pita sebesar 

187,35. Kemurnian protein dalam sampel mencapai 1,44 % yang menunjukkan 

keberhasilan pemurnian enzim alfa-amilase.  

 

Kata kunci: Alfa-amilase, Pichia pastoris, Pemurnian Kromatografi 

Afinitas, SDS-PAGE, Software ImageJ  



 

 

 

ii 

 

ABSTRACT 

 

 

Alpha-amylase is an enzyme that can break down starch into sugar and is widely 

used in industry, especially starch-based industries which has a molecular mass of 

~54 kDa. Recombinant DNA technology is an alternative to produce alpha-

amylase. At the expression stage, Pichia pastoris host was used because it has a 

high level of expression and post-translational modification. Purification of 

recombinant proteins is one way to obtain enzymes in an active and pure form. 

The aim of this study was to determine the purity of alpha-amylase protein 

obtained after purification by affinity chromatography under denatured conditions. 

The research method used was the expression of Sfamy R64 mutant with a 

methanol inducer concentration of 1.5% for 144 hours, then characterizing it with 

SDS-PAGE electrophoresis, purifying the protein with affinity chromatography 

under denaturing conditions, determining the purity and measuring the intensity of 

the protein band using ImageJ software. The results of this study indicate that the 

presence of alpha-amylase after purification is indicated by a single band 

measuring around ~48 kDa based on SDS-PAGE with a band intensity of 187.35. 

The purity of the protein in the sample reached 1,44% which indicates the success 

of the purification of the alpha-amylase enzyme. 

 

Keywords: Alpha-amylase, Pichia pastoris, Affinity Chromatography Purification, 

SDS-PAGE, ImageJ Software 
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