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ABSTRACT

Lysozyme is one of the proteins found in hen egg albumin. Besides known as antimicrobial agents,
lysozyme hydrolysis products can also function as antioxidants and as angiotensin converting enzyme
(ACE) inhibitors. The lysozyme is also known to have lysine and arginine that can give a sweet taste. The
research aimed to isolate lysozyme from commercial laying hen eggs. The isolation and purification of the
eggslysozyme was done by preparative and analytical separation technique using cation exchange resins.
The preparative separation was carried out by centrifugation of a large sample size of 205 g by centrifuga-
tion, while the analytical separation only used only 3.16 g sample with a column measuring 13 cm inlength
and 3 cm indiameter. The number of samples isolated by preparative separation is greater than that with
analytical method. The preparative separation was conducted in orderto obtain the pure isolated lysozyme
in higher quantity for further testing purposes. The purity of the isolated lysozyme from preparative separa-
tion was 68.62% and the purity of isolated lysozyme from analytical separation was 63.03%.

Keywords: chromatography cation exchange method, commercial laying hens, lysozyme

ABSTRAK

Lisozim adalah salah satu jenis protein yang terdapat pada albumin telur unggas. Selain dikenal
sebagai antimikrobia, hasil hidrolisis lisozim juga dapat berfungsi sebagai antioksidan dan sebagai
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor. Lisozim juga diketahui memiliki gugus lisin dan arginin
yang dapat memberikan rasa manis. Tujuan penelitian adalah isolasi lisozim dari putih telur ayam ras.
Isolasidan purifikasi lisozim dilakukan dengan dua metode, yaitu metode pemisahan s ecara preparatif dan
analitik. Pemisahan preparatif dilakukan dengan jumlah sampel yang besar mencapai 205 g dengan
sentrifugasi, sedangkan pemisahan secara analitik sampel yang dipisahkan hanya 3,16 g dengan kolom
berukuran panjang 13 cm dengan diameter 3 cm. Jumlah sampel yang diisolasi dengan pemisahan prepa-
ratif lebih besar dibandingkan secara analitik. Pemisahan dengan metode preparatifdilakukan untuk men-
dapatkan lisozim terisolasi murni dalam jumlah yang lebih besar untuk tujuan pengujian lebih lanjut. Ke -
murnian lisozim terisolasi dari pemisahan preparatifadalah 68,62% dan kemurnian lisozim terisolasi dari
pemisahan analitik adalah 63,03%.

Kata kunci: lisozim, metode kromatografi penukar kation, telur ayam ras

PENDAHULUAN

Telur adalah pangan asal ternak yang merupa-
kan salah satu pangan sumber protein. Menurut Li-
Chan et al. (2014) putih telur merupakan bagian dari
telur yang mengandung 9,7-10,6% protein, 80% air,
0,4-0,9% karbohidrat, 0,03% lemak dan 0,5% mine-
ral. Protein putih telur tersusun atas beberapa ma-
cam protein, antara lain adalah ovalbumin (54%),
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owtransferin  (12%), owomucoid (11%), owomucin
(3,5%) dan lisozim (3,4%). Telur memiliki nilai biolo-
gi tertinggi yaitu 100 dibandingkan dengan daging
dengan nilai biologi 84 dan susu 91, karena telur jika
dibuahi akan menjadi individu hewan baru yang
membutuhkan komponen biologi yang prima.
Menurut Direktorat Jenderal Peternakan dan
Kesehatan Hewan (2017) produksi telur ayam ras
petelur pada tahun 2016 sebesar 1,485 juta ton, nilai
ini mengalami kenaikan sebesar 7,6% dibandingkan
tahun 2015. Indonesia telah mencapai swasembada
pangan untuk telur. Tercapainya swasembada telur
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memberikan peluang untuk meningkatkan nilai tam-
bah telur dengan produksi komponen bioaktif telur.
Salah satu komponen bioaktif yang memiliki banyak
fungsi adalah lisozim. Lisozim sebagai antimikrobia,
telah dinyatakan aman digunakan dalam bahan pa-
ngan. Kemampuan lisozim sebagai antimikrobia di-
tandai dengan sifatnya yang mampu melisis dinding
sel bakteri. Lisis terjadi karena terurainya ikatan a-
1,4 antara N-asetilmuramic acid dengan N-acetylglu-
cosamine (NAG) pada peptidoglikan (murein) di din-
ding sel bakteri (Thammasirirak, 2010). Kekhasan
lisis ini menyebabkan lisozim juga dikenal sebagai
muramidase atau N-acetylmuramic-hydrolase.

Selain dikenal sebagai antimikrobia, hasil hidro-
lisis lisozim juga dapat berfungsi sebagai antioksi-
dan (Yazdi et al., 2012a; Rao et al., 2012) dan juga
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor
(Asoodeh et al., 2012; Yazdi et al., 2012b). Lisozim
juga diketahui memiliki gugus lisin dan arginin yang
dapat memberikan rasa manis (lde et al., 2009). Iso-
lasi dan purifikasi lisozim dari putih telur telah ba-
nyak dilakukan dengan berbagai macam metode.
Lisozim telah berhasil diisolasi dari tanaman dan
produk perikanan (Ercan et al., 2014; Forabosco et
al., 2013). Isolasi lisozim dari telur relatif lebih mu-
dah jika dibandingkan dengan isolasi dari sumber
lainnya. Lisozim dapat diisolasi menggunakan amo-
nium sulfat dengan karakteristik protein yang belum
optimal. Beberapa metode yang dikembangkan
sampai saat ini masih terbatas pada skala laborato-
rium. Menurut Safarik et al. (2007) isolasi lisozim
dapat dilakukan dengan berbagai macam metode,
yaitu kromatografi penukar ion (Li et al., 2017) kro-
matografi afinitas (Ding et al., 2014), utrafiltrasi
(Datta et al., 2009), Polietilen Glikol (PEG) (Geng et
al., 2012; Depamede et al., 2012). Abeyrathne et al.
(2014) mengembangkan metode isolasi dan purifi-
kasi lisozim untuk skala pilot plant berdasarkan prin-
sip pertukaran kation menggunakan resin penukar
kation secara preparatif. Pada penelitian tersebut
dihasilkan rendemen lisozim sebesar 89,72% de-
ngan tingkat kemurnian sebesar 96,5%. Pada pene-
litian ini dilakukan juga dengan metode analitik se-
bagai pembanding. Metode analitik adalah metode
isolasi dengan jumlah sampel yang lebih kecil diban-
dingkan dengan metode preparatif. Penelitian ini
dilakukan untuk melihat tingkat kemurnian pada tiap
tahapan atau fraksi, pada penelitian Abeyrathne et
al. (2014) tingkat kemurnian tiap tahapan tidak dije-
laskan.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan mengiso-
lasi lisozim dari telur ayam ras dengan mengguna-
kan resin penukar kation secara preparatif dan anali-
tik dan membandingkan hasil dua metode tersebut.
Metode preparatif diharapkan sebagai dasar untuk
produksi lisozim dari telur ayam ras skala pilot plant
dan skala industri.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Telur ayam ras komersial diperoleh dari kan-
dang program Diploma IPB, resin amberlite FPC
3500 (Across, USA) dan Marker PageRuler Un-
stained Protein Ladder Thermo Scientific, USA (10-
200 kDa).

Persiapan sampel

Telur dipilih berdasarkan kualitasnya yaitu kera-
bang dan isi telur bersih dari noda darah, telur tidak
berisi embrio, dan viskositas isi telur tinggi. Telur
dicuci dengan air hangat (35-40°C) kemudian ditiris-
kan. Selanjutnya telur dipecah, bagian kuning telur
dipisahkan dari bagian putih telur, dan bagian putih
telur digunakan untuk isolasi lisozim.

Penyiapan resin amberlite FPC 3500 sebagai
penukar kation

Resin FPC 3500 diekulibrasi dengan menggu-
nakan NaOH 2 N (Merck, Jerman) sampai mencapai
pH 9,3 (Abeyrathne et al., 2014).

Isolasi preparatif lisozim

Isolasi preparatif lisozim menggunakan metode
menurut Abeyrathne et al. (2014). Sebanyak 205 g
putih telur dilarutkan dalam akuades steril dengan
perbandingan wlume 1:1. Amberlite FPC 3500 di-
tambahkan ke dalam larutan putih telur dengan per-
bandingan 0,5 g amberlite FPC 3500 untuk setiap
10 mL larutan putih telur. Larutan diaduk dengan
alat pengaduk (Thermo, USA) pada kecepatan te-
rendah (100 rpm) selama satu malam pada suhu
4°C. Tahapan selanjutnya adalah sentrifuse (Himac
CR 21G, Jepang) 3400 g selama 20 menit pada su-
hu 4°C. Optimasi pengikatan lisozim oleh resin am-
berlite FPC 3500, lisozim dan resin diinkubasi pada
pH 8 selama 12 jam pada suhu 4°C. Resin dicuci
tiga kali dengan akuades steril untuk menghilangkan
semua protein selain lisozim yang ada dalam resin,
kemudian resin dikondisikan dalam bufer 0,1 M gli-
sin-NaOH (Merck, Jerman) pH 8. Untuk melepaskan
lisozim yang terikat pada resin, ditambahkan dengan
NaCl (Merck, Jerman) 0,5 M ke dalam bufer 0,1 M
glisin-NaOH pH 8. Selanjutnya resin dikondisikan
pada pH 9 dan pH 10 dengan penambahan NacCl
0,5 M untuk melepaskan lisozim. Absorbansi hasil
pencucian dan isolasi diukur dengan spektrofotome-
ter UV Vis (Agilent model 8453, Jerman) pada pan-
jang gelombang 280 nm.

Rendemen
Rendemen
sebagai berikut:

dihitung  berdasarkan  rumus

Konsentrasi proteinxvolume protein

Rendemen=
konsentrasi protein pada telurxkonsentrasi isozimxberat sampel
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Isolasi lisozim dengan metode analitik

Isolasi lisozim dengan metode analitik yang
dimodifikasi dari Abeyrathne et al. (2014). Sebanyak
3,16 g putih telur dilarutkan dalam akuades steril de-
ngan perbandingan wlume 1:10. Amberlite FPC
3500 yang telah diekulibrasi dimasukan ke dalam
kolom berukuran panjang 13 cm dengan diameter 3
cm. Kolom diekulibrasi dengan bufer 0,1 M glisin-
NaOH pH 9,3. Sampel yang telah diencerkan dima-
sukkan ke dalam kolom kemudian dielusi dengan
menggunakan bufer 0,1 M glisin-NaOH pH 9,3 de-
ngan konsentrasi NaCl bertingkat 0,1 sampai de-
ngan 0,5 M. Absorbansi hasil elusi diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis (Agilent model 8453,
Jerman), pada panjang gelombang 280 nm. Rende-
men dihitung dengan membagi total protein masing-
masing tahapan dibagi dengan total protein sampel.

Pengukuran berat molekul

Analisis pengukuran berat molekul mengguna-
kan metode menurut Laemmli (1970). Gel elektrofo-
resis SDS-PAGE dibuat dengan konsentrasi stack-
ing gel 4% dan resolving gel 12%. Formulasi bahan
yang digunakan untuk pembuatan gel dapat dilihat
pada Tabel 1 berikut. Sampel ditambahkan ke da-
lam bufer sampel dengan perbandingan 1:2 (V).
Kemudian dipanaskan pada suhu 95°C selama 40
detik. Campuran sampel dan bufer dimasukkan ke
dalam sumur gel elektroforesis dan elektroforesis
dijalankan pada wltase 200 wolt, 20 mA selama 20
menit, kemudian dengan wltase 300 wlt, 40mA
sampai sampel turun di bawah marker. Marker yang
digunakan adalah PageRuler Unstained Protein
Ladder Thermo Scientific, USA (10-200 kDa). Sete-
lah elektroforesis selesai, gel diwarnai dengan diren-
dam dalam Comassie Brilliant Blue (CBB) (Merck,
Jerman) selama 40 menit. Selanjutnya CBB dihi-
langkan dengan merendam gel dalam larutan peng-
hilang warna selama 24-48 jam. Pola pemisahan
protein dan kemurnian protein ditentukan berdasar-
kan densitas pita protein dengan menggunakan soft-
ware imageJ 14,7 (Wayne NIH USA, 2017). Hasil
software imageJ 14,7 akan menunjukkan luasan
area masing-masing protein yang didapat berdasar-
kan ketebalan pita yang diperoleh dari elektroforesis
SDS-PAGE.

Konsentrasi protein terlarut

Analisis konsentrasi protein terlarut mengguna-
kan metode menurut Lowry (Lowry et al., 1951). Pe-
reaksi yang digunakan adalah larutan tembaga sul-
fat (50 mL pereaksi 1: natrium karbonat 2% dalam

Tabel 1. Komposisi bahan elektroforesis SDS-PAGE

NaOH 0,1 N dan 1 mL pereaksi 2: CuSO4 0,5% da-
lam NaK Tartrat 1%) (Merck, Jerman), pereaksi
Folin Ciocalteau (Sigma Aldrich,USA) dan larutan
BSA (bovine serum albumin) (Sigma Aldrich, USA)
sebagai larutan protein standar. Pembuatan kunva
standar dibuat dengan tujuh konsentrasi BSA (O;
2,5; 5; 10 dan 25 ppm). BSA dilarutkan dalam akua-
des 4 mL, kemudian ditambahkan 5,5 mL larutan
tembaga sulfat dibiarkan selama 10-15 menit pada
suhu ruang. Selanjutnya ke dalam campuran ditam-
bahkan 0,5 mL pereaksi folin, dihomogenkan dan
dibiarkan selama 30 menit sampai warna biru ter-
bentuk. Absorbansi diukur pada panjang gelombang
650 nm dan diplotkan pada kurva standar sesuai
dengan konsentrasi BSA. Sebanyak 0,1-1 mL sam-
pel dipipet ke dalam tabung reaksi, selanjutnya sam-
pel diberlakukan sama seperti kurva pada standar.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi lisozim telur ayam ras dengan meto-
de preparatif

Isolasi dan purifikasi lisozim dengan kromato-
grafi penukar ion telah dilakukan sebelumnya oleh
Abeyrathne et al. (2013, 2014) menggunakan resin
amberlite FPC 3500. Resin ini memiliki kemampuan
mengikat lisozim yang lebih baik dibandingkan
dengan carboxy methyl celullose (CMC). Hal ini di-
duga karena gugus karboksilat dari amberlite bersi-
fat lebih asam dibandingkan dengan CMC sehingga
bisa mengikat lisozim lebih kuat. Stabilitas resin am-
berlite FPC 3500 pada pH basa lebih tinggi diban-
dingkan dengan CMC. Bahkan, pH basa memung-
kinkan seluruh gugus karboksilat pada resin ini ter-
ionisasi dan mampu berikatan secara kuat dengan
molekul lain dengan muatan yang berlawanan.

Pada penelitian ini, pH yang digunakan adalah
pH 8,0. Ketika resin amberlite FPC 3500 diekulibrasi
pada pH ini, diyakini gugus karboksilat pada resin ini
mengalami deprotonasi yang mengakibatkan resin
bermuatan negatif. Sementara, lisozim akan bermu-
atan positif pada pH 8,0 karena titik isoelektrik (pl)
protein ini adalah 10,7. Perbedaan muatan antara li-
sozim dan resin memungkinkan kedua group terse-
but berikatan secara ionik. Syarat awal kromatografi
penukar ion terpenuhi pada kondisi tersebut. Seba-
nyak 13 protein yang ada di dalam putih telur, 11 di
antaranya memiliki pl di bawah 6,0. Protein-protein
tersebut, secara teoritik, akan bermuatan sama de-
ngan resin sehingga tidak akan berikatan.

% Gel H20 steril Akrilamide Gel Bufer 10 % w/v SDS 10% APS TEMED
(mL) (mL) (mL) (mL) ((19) (ML)
4% -stacking gel 6,1 1,3 25 0,1 50 10
12% -resolving gel 3,4 4,0 25 0,1 50 5
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Satu protein, avidin, memiliki pl yang dekat de-
ngan lisozim (pl 10,00) yang memungkinkan avidin
berkompetisi dengan lisozim saat berikatan dengan
resin. Akan tetapi, ikatan avdin diyakini lebih lemah
dibandingkan dengan lisozim karena pl avidin sedikit
lebih rendah dibandingkan dengan lisozim (Li Chan
et al., 2014; Naknukool et al., 2008). Selain itu, kon-
sentrasi avidin dalam putih telur juga tidak sebanyak
lisozim sehingga dari sisi mass transfer tidak akan
begitu memengaruhi ikatan lisozim dengan resin.
Atas dasar asumsi tersebut diyakini bahwa kondisi
yang digunakan dalam purifikasi ini cukup selektif
untuk isolasi target lisozim.

Hasil kromatogram isolasi lisozim secara prepa-
ratif dapat dilihat pada Gambar 1. Berdasarkan
Gambar 1 terlihat jelas terjadi pola penurunan nilai
absorbansi pada tahap pencucian dan meningkat
kembali pada tahap isolasi. Hasil elektroforesis SDS
Page isolasi lisozim albumin telur ayam ras secara
preparatif dapat dilihat pada Gambar 2.

2,5 1
2 4
1,5 A
1 -

0,5 A

0

Absorbansi
S S

1
24 1
Tahapan Isolasi

& » P »

- Tahap Pencucian " Tahap Isolasi

Gambar 1. Hasil isolasi lisozim secara preparatif
dimonitor dengan pengukuran pada

panjang gelombang 280 nm

Konsentrasi protein terlarut pada tahap pencu-
cian pertama dengan akuades steril tertinggi, adalah
1,61 mg/mL, ini berarti sebagian besar protein telah
tercuci oleh akuades steril tersebut. Hal ini sesuai
dengan hasil elektroforesis SDS-PAGE (Gambar 3)
yaitu terlihat pita yang tebal untuk protein albumin
dengan persentase terbesar pada ovalbumin (54%,
Pl 4,5, BM 45kD), owtransferin (12%, Pl 6, BM
76kD), ovomucoid (11%, Pl 4,1, BM 28 kD) dan owo-
mucin (3,5%, Pl 4,5-5). Berdasarkan perhitungan
dengan menggunakan perangkat Ilunak imageJ
(Gambar 3) pada tahap pencucian pertama, protein
dengan berat molekul 45 kD yaitu ovalbumin mem-
punyai densitas (luas area) sebesar 1658,29 (13,3
kali dibandingkan dengan luas area lisozim). Pada

tahap pencucian berikutnya protein dengan berat
molekul yang sama mempunyai densitas sebesar
4721,3 (5,76 kali luas area lisozim). Nilai ini menun-
jukkan terjadi penurunan jumlah protein selain liso-
zim. Hasil ini sejalan dengan konsentrasi protein
yang didapat sebesar 0,5 mg/mL. Baik konsentrasi
protein dan densitas menurun pada tahap pencucian
ketiga sebesar 0,18 mg/mL dengan densitas
4243,18 dan tahap pencucian keempat sebesar 0,07
mg/mL dengan densitas 1807,18.

Pada saat tahap isolasi lisozim menggunakan
bufer 0,1 M glisin-NaOH pH 8 0,5 M NaCl terlihat
konsentrasi protein meningkat (Gambar 1 dan Tabel
2). Peningkatan konsentrasi ini menunjukkan lisozim
yang terikat pada amberlite FPC 3500 terbawa ke-
luar oleh bufer yang mengandung NaCl (Abeyrathne
et al., 2014; Wolman et al., 2010). Hasil SDS-PAGE
membuktikan bufer 0,1 M glisin-NaOH NaCl 0,5 M
pada pH 8, 9 dan 10 dapat memisahkan lisozim
pada BM 14,4 kDa (Gambar 2, GN8, GN9 dan
GN10) walaupun masih terlihat protein yang lain
(ovalbumin, owotransferin, owomucoid dan ovomu-
cin) dengan konsentrasi yang sangat rendah. Hasil
analisis dengan software imageJ (Gambar 4) me-
nunjukkan kemurnian lisozim yang didapatkan pada
kisaran 43,72-68,62%.

kbDa M K DMl pm2 DM3 GNGN-8GN-9GN-10 K

A

»
»

&
<«

v

Tahap Pencucian Tahap Isolasi

Keterangan: K= kosong; DM1= Bilasan akuades steril ke-
1, M= markers; DM2= Bilasan akuades steril ke-2,
DM3= Bilasan akuades steril ke-3; GN= Bufer 0.1 M
glisin-NaOH pH8; GNN-8= 0.1 M Bufer Glisin-NaOH
pH 8 NaCl 0,5 M; GNN-9= 0,1 M Bufer Glisin-NaOH
pH 9 NaCl 0,5 M; GNN-10= 0,1 M Bufer Glisin-NaOH
pH 10 NaCl0,5M

Gambar 2. Hasil SDS-PAGE isolasi albumin telur

ayam ras dengan metode preparatif

Penelitian Ludin et al. (2011) menghasilkan
tingkat kemurnian 72-96% lisozim dengan menggu-
nakan cryogel penukar kation. Nilai pada riset ini le-
bih rendah dibandingkan dengan penelitian Luding
et al. (2011) disebabkan resin dan bufer yang digu-
nakan berbeda.
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Gambar 3.

Hasil SDS-PAGE isolasi lisozim albumin telur ayam ras dengan metode preparatif pada tahap

pencucian dengan pengukuran kemurnian menggunakan software imaged 14.7 (Wayne NIH

USA, 2017)

Tabel 2. Konsentrasi protein lisozim hasil purifikasi dengan metode preparatif (metode lowry)

No Tahapan Reaksi Konsentrasi Protein Total Protein  Rendemen
' P (mg/mL) (mg) (%)
| Pencucian protein selain lisozim
a. Tahap 1, pencucian dengan akuades 161002 56,35 0.27
b. Tahap 2, pencucian dengan akuades 0,50+0,04 5,00 0,02
c. Tahap 3, pencucian dengan akuades 0,18+0,00 0,90 0,00
d. Tahap 4, pencucian dengan bufer 0,1 M glisin-
NaOH pH 8 0,07+0,00 0,53 0,00
Total protein tahap pencucian 62,78 0,29
Il IsolasiLisozim
a. Bufer 0,1 M glisin-NaOH pH 8 + 0,5 MNaCl 0,74+0,04 18,50 0,09
b. Bufer 0,1 M glisin-NaOH pH 9 + 0,5 MNaCl 1,26+0,02 50,40 0.24
c. Bufer 0,1 M glisin-NaOH pH 10 + 0,5 MNaCl 1,48+0,03 70,30 0,33
Total protein tahap isolasi 139,20 0,66
Tahapan isolasi menggunakan bufer 0,1 M

pH 9

Gambar 4. Hasil SDS-PAGE isolasi lisozim albu-
min telur ayam ras dengan metode pre-

paratif pada tahap isolasi dengan pe-

ngukuran  kemurnian  menggunakan
software imageJ 14.7 (Wayne NIH
USA, 2017)

glisin-NaOH pH8 0,5 M NaCl menghasilkan protein
dengan konsentrasi 0,74 mg/mL dengan kemurnian
lisozim sebesar 43,72%. Pada tahap berikutnya de-
ngan bufer yang sama pH 9 menghasilkan protein
dengan konsentrasi 1,26 mg/mL dengan kemurnian
lisozim sebesar 66,76%. Tahap terakhir dari isolasi
menghasilkan protein dengan konsentrasi 1,48 mg/
mL dengan kemurnian lisozim sebesar 68,62%. Ki-
saran konsentrasi protein pada tahap isolasi lisozim
0,74-1,48 mg/mL dengan kisaran kemurnian 43,72-
68,62%.

Total protein terlarut yang didapat pada tahap
pencucian sebesar 62,78 mg dengan total rende-
men 1,25%. Pada tahap isolasi didapat total protein
sebesar 139,2 mg dengan total rendemen 2,78%.
Protein terlarut yang lain (selain lisozim) banyak ter-
buang di supernatan pada saat tahap pemisahan
pertama (tahap sentrifugasi 3400 g, 20 menit, 4°C).

Berdasarkan data tahap terakhir (bufer 0,1 M
glisin-NaOH pH 10 0,5 M NaCl) dengan kemurnian
lisozim mencapai 68,62%, dapat disimpulkan masih
banyak lisozim yang terikat di resin. Berdasarkan
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perhitungan secara teori, total lisozim yang dapat
diisolasi dari tahap ini sebesar 630,99 mg, akan
tetapi yang didapat hanya 139,20 mg lisozim, 20%
dari nilai yang seharusnya didapat. Oleh sebab itu
perlu tahapan elusi untuk membawa lisozim dari re-
sin. Tahapan elusi pada resin dilakukan pada pene-
litian selanjutnya dengan jumlah sampel yang lebih
besar.

Hasil penelitian Geng et al. (2012) dengan me-
tode isolasi dan purifikasi dua tahapan, yaitu Polieti-
len glikol (PEG) dilanjutkan dengan Q sepharose
(kromatografi penukar kation) menghasilkan rende-
men 30% dari nilai total lisozim yang seharusnya
didapat dengan kemurnian 86,7-91,2%. Nilai pada
riset ini lebih rendah dibandingkan dengan penelitian
Geng et al. (2012) disebabkan metode, resin dan
bufer yang digunakan berbeda.

Hasil isolasi lisozim telur ayam ras dengan me-
tode analitik

Selain dengan cara preparatif, isolasi lisozim di-
lakukan juga secara analitik. Pengertian analitik disi-
ni adalah wlume sampel yang diisolasi jauh lebih
kecil dibandingkan dengan cara preparatif. Volume
sampel yang diisolasi dengan cara preparatif sebe-
sar 205 g sedangkan dengan cara analitik sebesar
3,16 g (1,5% dari wolume sampel metode preparatif).
Kromatogram pemisahan pada absorbansi 280 nm
dapat dilihat pada Gambar 5. Pada fraksi awal pada
tahap pencucian, nilai absorbansi tinggi kemudian
menurun sampai fraksi ke-8. Pada fraksi 2 terlihat
konsentrasi protein terlarut sebesar 4,72 mg/mL de-
ngan perhitungan rendemen sebesar 7,28% (Tabel
3). Protein yang tertampung ini sebagian besar me-
rupakan protein ovalbumin (54%, Pl 4,5, BM 45kD),
owtransferin (12%, Pl 6, BM 76kD), owomucoid
(11%, PI 4,1, BM 28kD) dan owvomucin (3,5%, PI
4,5-5). Hasil elektroforesis SDS-PAGE (Gambar 6,
F5, F6) pada fraksi kedua dan kelima masih terlihat
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(I
wm
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semua protein albumin. Pada fraksi ke-8 (Gambar 5
dan 6), protein yang muncul pada elektroforesis
SDS-PAGE mulai berkurang. Fraksi ke-16 terdetek-
si, protein terlarut sebesar 0,20 mg/mL dan berada
pada kisaran yang sama sampai dengan fraksi ke-
18. Protein ini dengan konsentrasi sebesar 0,25
mg/mL sebagian besar hanya tersusun oleh lisozim
berdasarkan hasil elektroforesis SDS-PAGE. Kon-
sentrasi protein tersebut selanjutnya menurun sam-
pai dengan fraksi terakhir (fraksi ke-30). Pada fraksi
ke-25, pita untuk protein lisozim mulai tidak terlihat,
hal ini berarti konsentrasi lisozim yang terdapat pada
fraksi sangat kecil, yaitu 0,02 mg/mL.

Pada penelitian ini, pH yang digunakan adalah
pH 9,3 berbeda dengan metode preparatif yang
menggunakan tiga pH yang berbeda pada tahap
isolasinya. Ketika resin amberlite FPC 3500 diekuli-
brasi pada pH ini, diyakini gugus karboksilat pada
resin ini mengalami deprotonasi yang mengakibat-
kan resin bermuatan negatif. Sementara, lisozim
akan bermuatan positif pada pH 9,3 karena titik iso-
elektrik (pl) protein ini adalah 10,7. Perbedaan muat-
an antara lisozim dan resin memungkinkan kedua
group tersebut berikatan secara ionik. Berdasarkan
penelitian Abeyrathne et al. (2014) pH 9,3 merupa-
kan pH yang paling optimal untuk isolasi lisozim de-
ngan resin amberlite FPC 3500.

Luding et al. (2011) menyatakan kemurnian
lisozim berdasarkan hasil perhitungan dengan SDS-
PAGE sebesar 70-96%. Konsentrasi NaCl yang ren-
dah pada bufer digunakan untuk melepaskan ikatan
lisozim yang lemah, semakin kuat ikatan lisozim de-
ngan resin, semakin tinggi konsentrasi NaCl yang di-
butuhkan untuk melepaskan ikatan tersebut. Kon-
sentrasi NaCl pada bufer fosfat (pH 7,8) merupakan
faktor yang sangat penting dalam isolasi dan purifi-
kasi lisozim. Perbedaan konsentrasi NaCl juga dila-
kukan pada isolasi lisozim dengan metode analitik.
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Hasil isolasi lisozim secara analitik dimonitor dengan pengukuran pada panjang gelombang 280
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Densitas masing-masing pita hasil pemisahan
dihitung, berdasarkan densitas ini selanjutnya per-
sentase puncak pada elektroforesis dapat dihitung
secara kuantitatif. Persentase kemurnian lisozim
dari 48,9% pada fraksi 16 menjadi 63,03% pada
fraksi ke 25. Kisaran konsentrasi protein dari fraksi
ke-16 sampai dengan ke-25 adalah 0,02-0,25 mg/
mL. Fraksi-fraksi berikutnya juga ternyata mengan-
dung lisozim meskipun dengan konsentrasi lebih se-
dikit. Hal ini menunjukkan ikatan lisozim dengan
resin tidak homogen. Fraksi-fraksi yang terelusi lebih
dulu merupakan fraksi dengan lisozim yang berikat-
an lebih lemah dengan resin. Konsekuensinya, kon-
sentrasi NaCl yang diperlukan untuk melepas ikatan
tersebut lebih sedikit dibandingkan dengan fraksi-
fraksi yang terelusi setelahnya. Semakin meningkat
waktu elusi (elution time) semakin tinggi konsentrasi
NaCl yang digunakan. Menarik untuk diperhatikan
bahwa beberapa kontaminan protein masih terlihat
di fraksi-fraksi yang mengandung lisozim, meskipun
dengan jumlah yang sangat sedikit (minor). Berda-
sarkan ukuran, protein-protein tersebut diyakini bu-
kan avidin, melainkan jenis protein lain dari putih te-
lur. Meskipun secara teoritis protein-protein tersebut
tidak memungkinkan untuk berikatan dengan resin
karena muatan yang sama, akan tetapi hasil pada
Gambar 6,7 dan 8 menunjukkan bahwa ikatan resin
dengan protein-protein tersebut masih terjadi, mes-
kipun secara magnitude tidak begitu besar. Hal ini
disebabkan beberapa hal, antara lain: pengikatan
terjadi bukan secara kimia, melainkan secara fisik
(entrapment) oleh resin. Alternatif lainnya adalah,
sifat kimia protein tersebut tidak homogen yang me-
mungkinkan beberapa molekul dari populasi protein
tersebut masih bisa berikatan secara ionik dengan
resin.

M K

KkDa F2 F5F8F16 F17 F18 F22F 25

200 =
100 =
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40
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Keterangan: F2= Fraksi ke-2 dan seterusnya; M=markers

Hasil SDS-PAGE isolasi lisozim albu-
min telur ayam ras dengan metode
analitik (Abeyrathne et al., 2013;
Abeyrathne et al., 2014) dengan de-
ngan perbedaan pH glisin NaOH

Gambar 6.

Hasil SDS-PAGE isolasi lisozim albu-
min telur ayam ras dengan metode
analitik pada tahap pencucian dengan
pengukuran kemurnian menggunakan
software imageJ 14.7 (Wayne NIH
USA, 2017)

Gambar 7.

Meskipun demikian, secara umum teknik purifi-
kasi satu tahap ini sudah berhasil mengisolasi liso-
zim dari telur ayam ras dengan tingkat kemurnian le-
bih dari 63%. Tingkat kemurnian ini cukup untuk di-
gunakan dalam beberapa uji biokimia selanjutnya.
Perlu dicatat juga bahwa proses kromatografi dilaku-
kan secara manual. Elusi fraksi tidak dilakukan se-
cara otomatis dengan HPLC atau FPLC. Ketidakse-
ragaman kecepatan aliran dan tekanan pada setiap
tahap sangat memungkinkan untuk terjadi sehingga
kemurniannya tidak sebagus jika dibandingkan de-
ngan proses otomasi. Akan tetapi dengan hasil yang
didapat ini, teknik ini bisa digunakan dalam proses-
proses berikutnya untuk mengisolasi lisozim dari te-
lur ayam dengan lebih sederhana dan tetap meng-
hasilkan protein dengan kemurnian yang bisa diteri-

N
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Gambar 8. Hasil SDS-PAGE isolasi lisozim albu-
min telur ayam ras dengan metode
analitik pada tahap pencucian dengan
pengukuran kemurnian menggunakan
software imageJ 14.7 (Wayne NIH

USA, 2017)
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Geng et al. (2012) dengan metode isolasi dan
purifikasi dua tahapan, yaitu polietilen glikol (PEG)
dilanjutkan dengan Q sepharose (kromatografi pe-
nukar kation) berhasil memisahkan beberapa protein
putih telur, yaitu ovalbumin, ovomucin, owotransfe-
rin, owvoflavoprotein dan lisozim. Hasil isolasi dan
purifikasi lisozim menghasilkan rendemen 30% dari
nilai total lisozim yang seharusnya didapat dengan
kemurnian 86,7-91,2%.

Rendemen fraksi ke-2 lebih besar dibandingkan
dengan yang lain, hal ini disebabkan protein yang
ada tidak hanya lisozim. Rendemen lisozim yang
tertinggi didapat pada fraksi ke-18, sebesar 0,39%.
Fraksi berikutnya menghasilkan rendemen yang se-
makin kecil, hal ini disebabkan jumlah lisozim yang
terikat pada kolom amberlite FPC 3500 semakin
berkurang. Kekurangan dari metode ini sampel yang
akan diisolasi dibatasi oleh panjang kolom. Kolom
yang digunakan dengan wolume 50 mL, diisi dengan
resin 25 mL, maksimal wlume sampel 30 mL. Albu-
min memiliki viskositas yang cukup besar, sehingga
sampel harus diencerkan sebesar 10x wlume sam-
pel, hal ini dilakukan untuk mencegah berhentinya
sampel di resin.

KESIMPULAN

Isolasi lisozim ayam ras dapat dilakukan de-
ngan menggunakan resin penukar ion, amberlite
FPC 3500. Kelemahan isolasi lisozim secara analitik
adalah jumlah sampel yang lebih kecil dibandingkan
isolasi lisozim secara preparatif, yaitu 1,5% dari
sampel isolasi secara preparatif. Kemurnian lisozim
terisolasi dari pemisahan preparatif adalah 68,62%
dan kemurnian lisozim terisolasi dari pemisahan
analitik adalah 63,03%. Isolasi lisozim secara prepa-
ratif lebih menguntungkan, hal ini disebabkan jumlah
sampel yang diisolasi lebih banyak sehingga hasil
lisozimnya akan lebih banyak. Saran dari penelitian
ini adalah perlu ada tahapan elusi lanjut untuk me-
narik lisozim yang masih terikat pada amberlite FPC
3500.
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