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ABSTRAK

Pencemaran alam sekitar adalah masalah utama bagi setiap negara maju dan negara
yang sedang membangun. Sirip ikan (FF) dan bulu ayam (CF) boleh menjadi sumber
pencemaran sisa pepejal. Oleh itu, kedua-dua masalah ini dikaji untuk pengeluaran
protease alkali (AP) melalui degradasi mikrob. Kajian ini bertujuan untuk mengekstrak
dan menghasilkan keratin dan kolagen dari sisa haiwan dengan tindakan bakteria kultur
campuran dan degradasi protein terpilih untuk menghasilkan enzim protease alkali yang
bertujuan bagi melancarkan enzim dan menggunakannya untuk aplikasi industri. Protein
diekstrak dari sisa dan dimasukkan ke dalam medium pengeluaran minimum M9 yang
mengandungi bakteria terampai, dan diuji untuk pengeluaran AP. Parameter telah
dioptimumkan melalui kaedah OFAT dengan optimum pH adalah pada pH 9.0 untuk
CF dan FF, pada suhu 28 <C untuk CF dan 40 =C untuk FF, dengan tempoh inkubasi
masing, selama 6 dan 10 hari,. Sumber karbon yang optimum adalah galaktosa dan
glukosa manakala sumber nitrogen optimum adalah ammonium klorida dan ekstrak
daging lembu bagi setiap CF dan FF. Didapati saiz inokulum bagi kedua-dua sampel
adalah 1.5 mL manakala isipadu protein untuk CF dan FF telah direkodkan sebanyak
1.5 mL dan 2.0 mL. Protein tersebut ditulenkan secara pemendakan ammonium sulfat
dalam parameter optimum 1L bagi setiap sisa. Kandungan protein bagi CF dan FF telah
diuji dan dikenalpasti sebanyak 1.183 #+0.035 dan 0.852 +0.050 mg/mL, manakala
aktiviti enzim bagi CF dan FF telah dikenalpasti sebanyak 0.254 +0.001 dan 0.246 +
0.014 U/ml. Selepas dialisis, terdapat 1.235 dan 2.110 peningkatan lipatan dalam
aktiviti enzim CF dan FF. Protein tersebut dicerna dan peptida tersebut telah disusun
menggunakan LC-MS. Daripada laporan LC-MS, terdapat 2 dan 4 daripada 11 dan 59
dipadankan dan peptid yang dikenalpasti bagi CF dan FF. Imobilisasi enzim telah
dijalankan di dalam natrium alginat menggunakan 1.3g dan 0.688g larutan bebas enzim
untuk membentuk manik-manik. Aktiviti imobilisasi enzim dalam 0.25g manik adalah
0.398 dan 0.411 (U/ml) untuk enzim yang diperolehi daripada CF dan FF.
Kebolehgunaan semula enzim yang tidak aktif dalam degradasi protein telah diuji
selepas kitaran keempat degradasi protein. Kandungan protein yang dibebaskan selepas
kitaran keempat adalah 0.232 + 0.001 dan 0.238 #0.006 mg/ml untuk enzim yang
diperolehi daripada CF dan FF. Selepas kitaran keempat tersebut, pengurangan secara
beransur-ansur (kira-kira 10% kehilangan aktiviti) telah diperhatikan seperti kandungan
protein yang diperoleh berkurang sehingga 40% (0.168 =+ 0.002 dan 0.152 =+ 0.003
mg/ml) untuk enzim yang diperolehi daripada CF dan FF. Kestabilan penyimpanan
manik yang tidak aktif ditentukan dengan mengekalkan enzim-enzim yang tidak aktif
melalui silang silang dan penjerapan mudah pada 4°C selama 5 hari. Enzim yang tidak
aktif tersebut juga diperiksa untuk penyingkiran lumuran darah (sebuah ujian untuk
memeriksa potensinya sebagai bahan tambahan detergen) dan didapati lumuran darah
dari sehelai pakaian dapat disingkirkan selepas 6 rawatan yang berbeza dalam
lingkungan 60 minit pada suhu bilik. Boleh disimpulkan bahawa kedua-dua enzim AP
yang mentah dan tidak aktif boleh digunakan di industri sebagai bahan tambahan
detergen.



ABSTRACT

Environmental pollution is a major problem in the developed and developing countries.
Fish fins (FF) and chicken feathers (CF) can be sources of solid waste contamination;
hence, both were investigated for alkaline protease (AP) production through microbial
degradation. This study aims to extract and produce keratin and collagen from animal
waste by the action of mixed culture bacteria and degrade the selected proteins to
produce alkaline protease enzyme. The study further aims to immobilize the produced
enzymes for industrial application. In this study, proteins were extracted from wastes
and added to M9 minimal salt production medium containing the bacterial suspension
and assayed for AP production. The process parameters were optimized via One-Factor-
at-a-Time (OFAT) and the optimum conditions for CF and FF were determined as pH
9.0, the temperature of 28 <C for CF and 40 <C for FF, and an incubation period of 6 and
10 days, respectively. The optimum carbon source was determined as galactose and
glucose while the optimum nitrogen source was ammonium chloride and beef extract
for CF and FF, respectively. Inoculum size was found to be 1.5 mL for both samples,
while a protein volume of 1.5 and 2.0 mL for CF and FF respectively, was recorded.
The protein was partially purified using ammonium sulphate precipitation in 1L
optimum parameters for each waste. Protein content was assayed and determined as
1.183 £0.035 and 0.852 #0.050 mg/ml respectively, for CF and FF while enzyme
activity was determined as 0.254 +0.001 and 0.246 +0.014 U/ml respectively, for CF
and FF. After dialysis, there was 1.235 and 2.110 folds increase in the enzyme activities of
CF and FF respectively. The proteins were digested and the peptides were sequenced
using LC-MS. From the LC-MS report, there were 2 and 4 out of 11 and 59 matched
and identified peptides for CF and FF, respectively. Enzyme immobilization was
performed in sodium alginate using 1.3 and 0.688g of the free enzyme solution to form
beads. The activity of the enzymes immobilized in 0.25g beads was 0.398 and 0.411
(U/ml) for CF and FF-derived enzymes, respectively. The reusability of the
immobilized enzymes in protein degradation was assayed for 4 protein degradation
cycles. The liberated protein content after the 4™ cycle was found to be 0.232 +0.001
and 0.238 +0.006 mg/ml for CF and FF-derived enzymes, respectively. After the 4™
cycle, a gradual decrease in activity (approximately 10% activity loss) was noticed as
the obtained protein contents decreased by up to 40% (0.168 +0.002 and 0.152 +0.003
mg/ml) for the CF and FF-derived proteins, respectively. The storage stability of the
immobilized beads was determined by maintaining the immobilized enzymes via
crosslinking and simple adsorption at 4°C for 5 days. The immobilized enzymes were
also checked for blood stain removal (a test to check for its potential as a detergent
additive) and found to remove blood stains from a piece of cloth after 6 different
treatments within 60 min at room temperature. It can be concluded that both the crude
and immobilized AP enzymes can be industrially used as detergent additives.
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