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ABSTRAK

L-asparaginase mendapat permintaan yang tinggi dari pelbagai industri seperti
farmaseutikal, makanan mahupun biopenderia. Ini adalah disebabkan oleh keunikan
enzim L-asparaginase dalam menghidrolisis asid amino L-asparagina kepada L-asid
aspartik dan ammonia. Oleh yang demikian, enzim L-asparaginase dihasilkan secara
besar-besaran melalui proses fermentasi mikrob. Kajian ini bertujuan untuk
menghasilkan enzim L-asparaginase melalui proses fermentasi mikrob yang ditambah
dengan sisa tulang ayam selaku substrat oleh penghasil enzim yang terbaik. Lantaran
itu, kajian ini boleh dikategorikan kepada 3 bahagian di mana bahagian pertama
merangkumi beberapa eksperimen dalam usaha mengenalpasti penghasil enzim serta
substrat yang terbaik manakala bahagian kedua pula mengenalpasti impak proses
parameter yang optimum dengan menggunakan pendekatan Satu-Faktor-Pada-Satu-
Masa. Selain itu, enzim L-asparaginase juga diteruskan dengan proses penulenan serta
pencirian. Enam mililiter (5 x 10® sel/ml) Escherichia coli ATCC 10536 merupakan saiz
inokulum yang optimum apabila ia diinkubasikan pada suhu 40 °C dan pH 9 untuk 2
hari dalam setiap 50 ml media fermentasi. Tambahan pula, pertumbuhan maksimum
Escherichia coli ATCC 10536 selaku penghasil enzim L-asparaginase apabila ia
ditambah dengan 1.0 % w/v kanji, 0.2 % w/v ammonium klorida serta 1.0 % w/v sisa
tulang ayam yang telah dimasak selaku sumber karbon, nitrogen serta substrat. Impak
proses parameter yang dikaji mendapati bahawa Escherichia coli ATCC 10536
merupakan penghasil enzim L-asparaginase yang terbaik dan ia lebih mengemari kaldu
nutrient sewaktu proses fermentasi. Enzim L-asparaginase yang terhasil juga diteruskan
dengan proses penulenan termasuk pemendakan ammonium sulfat, dialisis serta
selulosa DEAE kromatografi turus. Sebanyak 0.42 % enzim L-asparaginase diperoleh di
akhir proses penulenan. Di samping itu, proses pencirian juga dilaksanakan pada enzim
yang diperoleh selepas proses dialisis dan didapati bahawa 40 °C dan pH 8 merupakan
suhu inkubasi dan pH yang optimum. Selain itu, Na" merupakan ion logam yang terbaik
dalam usaha mengawal selia aktiviti enzim manakala EDTA pula ialah perencat enzim.
Kesimpulannya, Escherichia coli ATCC 10536 merupakan penghasil enzim L-
asparaginase yang terbaik apabila media fermentasi ditambah dengan sisa tulang ayam
yang telah dimasak yang tinggi kandungan proteinnya.
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ABSTRACT

L-asparaginase is highly demanded in pharmaceutical, food and biosensor industry due
to its remarkable properties in hydrolysing L-asparagine into aspartic acid and
ammonia. Owing to this significant property, L-asparaginase is widely produced
through microbial fermentation. This research aims to produce L-asparaginase enzyme
through microbial fermentation by the most potent isolate in the presence of chicken
bone wastes as the substrate. Therefore, this research can be categorised into 3 parts
where the first part was to perform several studies in determining the best enzyme
producer and substrate while the second part was the effect of process parameters using
One-Factor-at-a-Time (OFAT) method and the third part was the purification and
characterisation study of L-asparaginase. Six millilitres (5 x 108 cells/ml) of
Escherichia coli ATCC 10536 is the optimum inoculum size in 50 ml of pH 9 growth
media at 40 °C for 2 days. In addition to that, Escherichia coli ATCC 10536 was fully
enhanced when it was engaged with 1.0 % w/v of starch, 0.2 % w/v of ammonium
chloride and 1 % w/v of cooked chicken bone (CCB) as the carbon source, nitrogen
source and substrate respectively. The effect of process parameters studied using OFAT
method revealed that Escherichia coli ATCC 10536 is the most potent L-asparaginase
producer in this research and it preferred nutrient broth as the growth media in
producing L-asparaginase. Furthermore, Escherichia coli ATCC 10536 L-asparaginase
was purified by ammonium sulfate precipitation, dialysis and DEAE-cellulose
chromatography. At the end of purification, 0.42 % yield of L-asparaginase was
obtained. In addition, the dialysed ammonium sulfate fraction of L-asparaginase was
partially  characterised which resulted to 40 °C, pH 8 Na' and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) being the optimum incubation temperature,
pH, metal ion and inhibitor respectively. In conclusion, Escherichia coli ATCC 10536
is an excellent L-asparaginase producer when the fermentation is supplemented with
high protein content of cooked chicken bone as substrate.
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