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SUMMARY

INDUCTION PRODUCTION OF AZOREDUCTASE ENZYME FROM
Bacillus tropicus BD 01 BACTERIA

Muhammad Raafi’ud Darajat Nazdi : Supervised by Dra. Julinar, M.Si. and Dr.
Nurlisa Hidayati, M.Si.

Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya
University

ix + 42 pages, 8 figures, 6 tables, 9 attachments

Azoreductase enzymes are known to be able to degrade azo dyes. Based on
previous research, it was shown that the activity of azoreductase enzyme in
degrading azo dyes was still small, so its activity needed to be increased. One way
to increase enzyme activity is by induction using an inducer. Therefore, this study
aimed to induce the production of extracellular azoreductase enzymes from Bacillus
tropicus BD 01 bacteria to obtain better activity in degrading azo dyes.

The study was initiated by culturing the bacteria Bacillus tropicus BD 01 in
nutrient broth media, then incubated for 2x24 hours. The addition of inducer CaCl,,
CaCOs, and methyl red with a concentration of 1 mM was added to the liquid
medium. The liquid culture of Bacillus tropicus BD 01 bacteria were then
centrifuged at 3000 rpm and at cold temperature and obtained crude extract of the
enzyme. The crude extract of the enzyme was further purified by fractionation of
ammonium sulfate. Determination of enzyme activity was carried out using the
Zimmermann method. The results of the enzyme fraction were used to test the
activity, protein content, and specific activity of the extracellular azoreductase
enzyme from Bacillus tropicus BD 01 bacteria.

The results of the specific activity of the extracellular azoreductase enzyme
crude extract without the addition of an inducer was obtained at 0.0029 U/mg. The
results of the ammonium sulfate fractionation on the crude extract of the enzyme
without the addition of an inducer had the highest specific activity in fraction 3 with
a saturation level of 40-60% ammonium sulfate with an activity of 0.0592 U/mg.
Extracellular azoreductase enzyme activity with the addition of inducer also had the
highest activity in the third fraction (40-60%). The inducer that gave the highest
activity was CaClp, which resulted in the specific activity of the extracellular
azoreductase enzyme with the addition of a CaCl, inducer of 0.140 U/mg, the
addition of a CaCO; inducer of 0.1159 U/mg and the addition of a methyl red
inducer of 0.0659 U/mg.

Keyword: azoreductase enzyme, Bacillus tropicus BD-01, enzyme activity
induction, methyl red

Citation: 44 (1982-2021)
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RINGKASAN

INDUKSI PRODUKSI ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER
DARI BAKTERI Bacillus tropicus BD 01

Muhammad Raafi’ud Darajat Nazdi : dibimbing oleh Dra. Julinar, M.Si. dan Dr.
Nurlisa Hidayati, M.Si.

Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya

ix + 42 Halaman, 8 Gambar, 6 Tabel, 9 Lampiran

Enzim azoreduktase diketahui mampu mendegradasi zat warna azo.
Berdasarkan penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa aktivitas enzim
azoreduktase dari bakteri Bacillus tropicus BD 01 dalam mendegradasi zat warna
azo masih kecil, sehingga aktivitasnya perlu ditingkatkan. Salah satu cara untuk
meningkatkan aktivitas enzim yaitu dengan proses induksi menggunakan inducer.
Oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk menginduksi produksi enzim
azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Bacillus tropicus BD 01 agar didapat
aktivitas yang lebih baik lagi dalam mendegradasi zat warna azo.

Penelitian diawali dengan mengkulturkan bakteri Bacillus tropicus BD 01
pada media nutrient broth, kemudian diinkubasi selama 2x24 jam untuk proses
induksi. Penambahan inducer CaCl,, CaCOs, dan metil merah ditambahkan ke
media cair dengan konsentrasi 1 mM. Kultur cair dari bakteri Bacillus tropicus BD
01 kemudian di sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm dan pada suhu dingin dan
didapat ekstrak kasar enzim. Ekstrak kasar enzim selanjutnya dimurnikan dengan
fraksinasi amonium sulfat. Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan
menggunakan metode Zimmermann. Hasil fraksi enzim digunakan untuk uji
aktivitas, penentuan kadar protein, dan perhitungan aktivitas spesifik enzim
azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Bacillus tropicus BD 01.

Hasil aktivitas spesifik enzim azoreduktase ekstraseluler ekstrak kasar tanpa
penambahan inducer diperoleh sebesar 0,0029 U/mg. Hasil fraksinasi amonium
sulfat pada ekstrak kasar enzim tanpa penambahan inducer memiliki aktivitas
spesifik tertinggi pada fraksi 3 dengan tingkat kejenuhan amonium sulfat 40-60%
dengan aktivitas sebesar 0,0592 U/mg. Aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler
dengan penambahan inducer juga memiliki aktivitas tertinggi pada fraksi ke 3 (40-
60%). Inducer yang memberikan aktivitas tertinggi adalah CaCl,, dengan aktivitas
spesifik sebesar 0,1440 U/mg, sedangkan penambahan inducer CaCOj; sebesar
0,1159 U/mg dan penambahan inducer metil merah sebesar 0,0659 U/mg.

Kata Kunci : aktivitas Enzim, Bacillus tropicus BD-01, enzim azoreduktase,
induksi, metil merah

Kutipan  : 44 (1982-2021)
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BAB1
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Zat warna sintetik golongan azo termasuk ke dalam sebuah zat warna
terbesar, serbaguna dan banyak digunakan pada industri pengolahan tekstil,
kosmetik, pencetakan kertas, dan plastik (Selvam et al., 2003). Penggunaan zat
warna sintetik pada industri tekstil dinilai lebih efisien dibanding dengan pewarna
alami karena daya ikatnya yang kuat pada serat kain, lebih praktis, efisien, dan
ketersediaannya terjamin. Tingginya penggunaan zat warna sintetik golongan azo
dan mengakibatkan timbulnya polutan yang berasal dari zat warna sintetik
golongan azo tidak dapat terdegradasi secara langsung dalam keadaan anaerob
disebabkan struktur molekul dari aromatik yang kompleks (Wesenberg et al.,
2002).

Untuk mengatasi masalah polutan ini, maka zat warna sintetik akan
didegradasi. Banyak cara yang dapat dilakukan untuk mendegradasi zat warna azo,
tetapi menurut Carliell et al., (1995) metode pengolahan konvensional tidak efisien
dalam mendegradasi zat warna azo. Terdapat metode lain yang lebih ekonomis serta
hasil akhir aman dalam mendegradasi zat warna azo, yaitu dengan biodegradasi
(Elfarash et al., 2017).

Biodegradasi terjadi disebabkan adanya pemutusan ikatan azo oleh enzim
azoreduktase yang terdapat gugus nitrogen berikatan rangkap ganda (-N=N-), yaitu
gugus azo pada golongan senyawa aromatik (Ambrosio dan Campos-Takaki, 2004).
Pemudaran atau penurunan kepekatan warna merupakan hasil dari perubahan
struktur kimia pada zat warna azo yang dapat dilihat secara visual (Permatasari
dkk., 2018). Sejauh ini telah banyak dilakukan penelitian tentang bakteri yang
mampu mendegradasi pewarna tekstil di dalam limbah cair pewarna mengandung
banyak nutrisi organik yang dapat digunakan untuk pertumbuhan bakteri. Beberapa
penelitian tentang penggunaan bakteri pendegradasi pewarna sintetis diperoleh
beberapa jenis mikroorganisme diantaranya adalah : Alcaligenes eutrophus,

Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas stutzeri, dan Sphingomonas
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sp (Stolz, 2001). Mega (2020) telah mengisolasi Bacillus tropicus BD 01 yang
berasal dari limbah pabrik kain jumputan pada wilayah Tuan Kentang Seberang Ulu
1 Kota Palembang dipahami bisa mendekolorisasikan limbah zat warna azo Direct
Red 81 dengan besaran persentase biodekolorisasinya 69,41%.

Dawkar et al., (2009) memaparkan bahwa enzim azoreduktase dapat
ditingkatkan aktivitasnya dengan proses induksi enzim. Proses ini dilakukan
dengan penambahan inducer pada media ekstrak ragi pada saat proses inokulasi
berlangsung. Hasil yang didapat menunjukkan bahwa penambahan inducer kalsium
klorida mampu mempersingkat waktu degradasi zat warna azo navy blue 2GL dari
48 jam tanpa penambahan inducer menjadi 18 jam dengan penambahan inducer.

Didasarkan pada penjelasan sebelumnya, diperlukan sebuah kajian guna
mengetahui pengaruh dari inducer terhadap aktivitas enzim azoreduktase dari
bakteri Bacillus tropicus BD 01. Induksi dilakukan dengan penambahan inducer
pada penelitian ini untuk meningkatkan aktivitas enzim azoreduktase. Penelitian ini
diharapkan dapat menunjukkan peningkatan aktivitas enzim azoreduktase dengan

penambahan inducer dari bakteri Bacillus tropicus BD 01.

1.2 Rumusan Masalah

Bacillus tropicus BD 01 termasuk ke dalam suatu bakteri yang bisa
memperolehkan enzim azoreduktase, akan tetapi enzim azoreduktase yang
dihasilkan memiliki aktivitas yang masih rendah, sehingga perlu ditingkatkan
melalui penambahan inducer. Rumusan permasalahan dalam kajian ini ialah:

1. Bagaimana aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler ekstrak kasar
enzim dari bakteri Bacillus tropicus BD 01 terhadap zat warna azo metil
merah?

2. Bagaimana hasil fraksinasi Amonium sulfat pada enzim azoreduktase
dari ekstrak kasar enzim azoreduktase?

3. Bagaimana aktivitas enzim azoreduktase dari bakteri Bacillus tropicus

BD 01 di tiap penambahan inducer yang berbeda?
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1.3 Tujuan Penelitian
1. Menentukan aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler ekstrak kasar
enzim dari bakteri Bacillus tropicus BD 01 terhadap zat warna azo metil
merah.
2. Mengisolasi enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Bacillus
tropicus BD 01 dengan cara fraksinasi Amonium sulfat.
3. Menginduksi produksi enzim azoreduktase dari bakteri Bacillus

tropicus BD 01 dengan penambahan beberapa inducer.

14 Manfaat Penelitian

Manfaat yang bisa diperolehkan dari pelaksanaan kajian ini ialah
mendapatkan aktivitas enzim yang lebih besar melalui proses induksi dengan
penambahan inducer, mendapatkan inducer yang tepat dalam meningkatkan
aktivitas enzim azoreduktase dan dapat dimanfaatkan untuk memusnahkan zat

pewarna dari limbah cair industri secara efisien dan cepat.
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