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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER DARI
BAKTERI Pseudomonas stutzeri
Siti Zuhro : Dibimbing oleh Dra. Julinar, M. Si dan Dr. Nurlisa Hidayati, M.Si.

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya
xviii+ 68 halaman, 1 tabel, 15 gambar, 11 lampiran

Telah dilakukan Uji aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri
Pseudomonas stutzeri. Bakteri P. stutzeri termasuk bakteri yang memiliki
kemampuan dekolorisasi zat warna azo terhadap zat warna metil merah. Penelitian
ini bertujuan untuk menguji aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri
P. stutzeri. Ekstrak enzim azoreduktase dari bakteri P. Stutzeri diperoleh dengan
cara sentrifugasi kultur cair pada media NB yang diinkubasi selama 2x24 jam pada
suhu 37°C dalam shaker inkubator. Hasil fraksi terpilih digunakan untuk
menghitung aktivitas enzim, kadar protein. Penentuan kondisi optimum enzim
azoreduktase ekstraseluler dilakukan pada variasi waktu ikubasi, pH, suhu,
konsentrasi subsrat dan dilakukan perhitungan kinetika enzim Vmaks dan Km. Fraksi
tertinggi adalah fraksi 3 dengan tingkat kejenuhan 40%-60% dengan aktivitas
enzim sebesar 0,1101 Unit/mL dan aktivitas enzim spesifik sebesar nilai 0,1079
U/mg. Enzim Azoreduktase ekstraseluler dari bakteri P. stutzeri mempunyai
kondisi optimum pada waktu inkubasi 5 menit, pH 7, suhu 37°C dan konsentrasi
substrat 70puM dengan aktivitas enzim 0,1166 U/mL. Nilai Vmas dan Km yang
didapatkan sebesar 0,173683 U/mL dan 31,33415 pM.

Kata kunci : Azoreduktase, Pseudomonas stutzeri, Metil merah
Sitasi : 63 (1977-2019)
Indralaya, 11 Januari 2022
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ABSTRACT

EXTRACELLULAR AZOREDUCTASE ACTIVITY TESTING FROM
Pseudomonas stutzeri BACTERIA
Siti Zuhro : Supervised by Dra. Julinar, M. Si and Dr. Nurlisa Hidayati, M.Si.
Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
Sriwijaya University
Xviii+ 68 pages, 1 table, 15 pictures, 11 attachments

Extracellular azoreductase enzyme activity test has been carried out from the
Pseudomonas stutzeri. P. stutzeri is bacteria bacteria that have the ability to
decolorize azo dyes against methyl red dyes.This study aimed to examine the
activity of the extracellular azoreductase enzyme from P. stutzeri. The azoreductase
enzyme extract from P. Stutzeri was obtained by centrifugation of the liquid culture
on NB media which was incubated for 2x24 hours at 37°C in an incubator shaker.
The results of the selected fractions were used to calculate enzyme activity and
protein content. Determination of the optimum conditions for the extracellular
azoreductase enzyme was carried out at variations in incubation time, pH,
temperature, substrate concentration and calculation of enzyme kinetics Vmax and
Km. The highest fraction was fraction 3 with a saturation level of 40%-60% with
an enzyme activity of 0.1101 Unit/mL and a specific enzyme activity of 0.1079
U/mg. Extracellular Azoreductase enzyme from P. stutzeri has optimum conditions
at 5 minutes incubation time, pH 7, temperature 37°C and substrate concentration
70uM with enzyme activity 0.1166 U/mL. The values of Vmax and Km obtained
are 0.173683 U/mL and 31,33415 M, respectively.

Keywords : Azoreductase, Pseudomonas stutzeri, Methyl red
Citation : 63 (1977-2019)
Indralaya, 11 Januari 2022
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Zat warna tekstil merupakan salah satu pencemar organik yang bersifat non
biodegradable. Zat warna tekstil umumnya dibuat dari senyawa azo. Senyawa azo
bila terlalu lama berada di lingkungan, akan menjadi sumber penyakit karena
sifatnya karsinogenik dan mutagenik (Atikah, 2016). Zat warna azo mempunyai
karakteristik utama yaitu terdapat gugus nitrogen yang berikatan ganda dengan
nitrogen, dikenal sebagai rantai azo (- N = N -), pada satu jenis zat warna terdiri
dari satu atau lebih rantai azo (Komala dkk, 2007). Metil merah salah satu senyawa
zat warna azo yang sering digunakan. Metil merah mempunyai sistem kromofor
gugus azo (-N=N-) yang berikatan dengan gugus aromatik (Widjajanti dkk,
2011). Metil merah adalah pewarna azo khas, yang mengandung ikatan monoazo,
tidak memiliki gugus asulfonat, dan diklasifikasikan sebagai mutagenik terhadap
lingkungan (Sari and Simarani, 2019).

Salah satu metode yang dapat digunakan dalam proses biodekolorisasi
menurut Chacko dan Subramaniam (2011) adalah biodekolorisasi pewarna
dengan pemutusan ikatan azo yang dilakukan oleh enzim azoreduktase.
Perubahan struktur kimia akibat adanya pemutusan ikatan azo secara visual dapat
dilihat dari pemudaran atau penurunan kepekatan warna (Vijaya et al., 2012).
Biodekolorisasi merupakan cara yang paling sering digunakan untuk
pendegradasian zat warna azo karena cara kerjanya yang simpel dan tidak
memakan biaya terlalu mahal (Adyasari dan Effendi, 2010).

Mikroorganisme seperti bakteri, jamur dan ragi dapat menghilangkan warna
dari pewarna azo dengan proses biodegradasi yang melibatkan dekolorisasi. Bakteri
merupakan mikroorganisme yang paling sering digunakan sebagai agen
biodekolorisasi karena pertumbuhannya yang cepat, mudah beradaptasi pada suhu
dan salinitas yang ekstrim, dan mudah dikultivasi. Selain itu, keberadaannya dalam
limbah juga banyak (Permatasari dkk, 2018). Populasi mikroba yang membentuk
bagian dari sistem pengolahan harus dapat bekerja secara efisien baik dalam kondisi

anaerobik maupun aerobik (Tripathi and Srivastava, 2011). Safely (2019)
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menyatakan bahwa bakteri Pseudomonas stutzeri mampu melakukan proses
biodekolorisasi terhadap limbah zat warna congo red dari industri kecil dengan
sebesar 82,70% pada kondisi optimum bakteri.

Azoreduktase adalah enzim penentu yang bertanggung jawab atas degradasi
pewarna azo reduktif pada bakteri. Degradasi pewarna azo oleh mikroba biasanya
dimulai dengan reduksi ikatan azo oleh enzim azoreduktase yang bergantung pada
NADH atau NADPH yang berperan sebagai kofaktor. Pewarna azo dimetabolisme
oleh bakteri menjadi amina aromatik tak berwarna. Amina yang dihasilkan
selanjutnya terdegradasi secara aerob oleh bakteri (Saranraj et al., 2014).

Berdasarkan uraian diatas pada penelitian ini digunakan pewarna metil merah
sebagai subsrat untuk melihat adanya aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler.
Parameter yang digunakan untuk menentukan kondisi optimum pada aktivitas
enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Psedomonas stutzeri meliputi waktu

inkubasi, pH, suhu, konsentrasi substrat dan ditentukan nilai Vmaks dan K.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Safely (2019) bahwa

bakteri P. stutzeri memiliki kemampuan dalam mendegradasi zat warna azo. Hal

ini diduga bakteri menghasilkan enzim azoreduktase Namun, belum diketahui:

1. Bagaimana aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler yang dihasilkan dari
isolat bakteri P. stutzeri ?

2.  Bagaimana cara memisahkan protein enzim azoreduktase dari ekstrak kasar
enzim azoreduktase?

3. Bagaimana kondisi optimum enzim azoreduktase pada bakteri P. stutzeri
yang meliputi waktu inkubasi, pH, suhu dan konsentrasi substrat ?

4.  Bagaimana nilai Vmas dan Kny azoreduktase ekstraseluler dari bakteri P.

Stutzeri ?
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1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk :
1. Menguji aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri P. stutzeri.

2. Mendapatkan fraksi enzim azoreduktase dengan cara fraksinasi amonium

sulfat.
3. Menentukan kondisi optimum kerja enzim azoreduktase meliputi pH, waktu,

temperatur, dan konsentrasi subsrat.
4. Menentukan nilai Vmaks dan Kn azoreduktase ekstraseluler dari bakteri P.

stutzeri.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini :
1.  Mendapatkan informasi aktivitas enzim azoreduktase dari bakteri P. stutzeri.

2.  Mendapatkan sumber enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri P.

stutzeri.
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