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ABSTRACT 

EXTRACELLULAR AZOREDUCTASE ACTIVITY TEST FROM Bacillus 

tropicus BD 01 BACTERIA 

Permata Setyawati: Supervised by Dra. Julinar, M.Si and Dr. Heni Yohandini 

Kusumawati, M.Si. 

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

University 

vii + 62 pages, 1 tables, 12 pictures, 8 attachment 

Research on the activity of extracellular azoreductase enzymes from Bacillus 

tropicuss BD 01 has been carried out. Extract of azoreductase enzyme from bacteria 

B. tropicuss BD 01 was produced by centrifugation process of bacterial liquid culture 

at 3000 rpm and 4°C. The crude extract of the enzyme was then fractionated with 

ammonium sulfate and dialyzed. The results of the enzyme fraction with the highest 

specific activity were used to determine the optimum conditions for the extracellular 

azoreductase enzyme from B. tropicus BD 01 bacteria with variations in incubation 

time, pH, incubation temperature and substrate concentration. Enzyme activity assay 

was determined using the UV-Vis spectrophotometry method. The enzyme fraction 

with the highest specific activity was produced in fraction 3 at 40-60% ammonium 

sulfate saturation with a specific enzyme activity value of 0.00013 mg/mL, an 

enzyme activity of 0.0254 U/mL, and a protein content of 18.4 U/mg. Optimum 

conditions The highest azoreductase enzyme activity was at an incubation time of 5 

minutes, pH 7, temperature 37°C and substrate concentration of 70 M with an 

enzyme activity value of 0.1303 U/mL. The extracellular azoreductase enzyme 

kinetics test from B. tropicus BD 01 bacteria against methyl red dye resulted in a 

Vmax value of 0.1526 U/mg and a Km value of 11.0745 M. 

 

Keywords: Enzyme azoreductase, Bacillus tropicus BD 01, Methyl red, Enzyme 

activity 
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ABSTRAK 

UJI AKTIVITAS ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER 

DARI BAKTERI Bacillus tropicus BD 01 

Permata Setyawati: Dibimbing oleh Dra. Julinar, M.Si dan Dr. Heni Yohandini 

Kusumawati, M.Si. 

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 

Sriwijaya 

vii + 62 halaman, 1 tabel, 12 gambar, 8 lampiran 

Penelitian uji aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Bacillus 

tropicuss BD 01 telah dilakukan. Ekstrak enzim azoreduktase dari bakteri B. 

tropicuss BD 01dihasilkan dengan proses sentrifugasi kultur cair bakteri pada 3000 

rpm dan 4°C. Ekstrak kasar enzim selanjutnya difraksinasi dengan ammonium sulfat 

dan didialisis. Hasil fraksi enzim dengan aktivitas spesifik tertinggi digunakan untuk 

penentuan kondisi optimum enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri B. tropicus 

BD 01 dengan variasi waktu inkubasi, pH, suhu inkubasi dan konsentrasi substrat. 

Penentuan aktivitas enzim dilakukan dengan menggunakan metode spektrofotometer 

UV-Vis. Frkasi enzim dengan aktivitas spesifik tertinggi dihasilkan pada fraksi 3 di 

kejenuhan ammonium sulfat 40-60% dengan nilai aktivitas spesifik enzim sebesar 

0.00013 mg/mL, aktivitas enzim sebesar 0.0254 U/mL, dan kadar protein sebesar 

18,4 U/mg. Kondisi optimum Aktivitas enzim azoreduktase tertinggi pada waktu 

inkubasi 5 menit, pH 7, suhu 37 °C  dan konsentrasi substrat 70 µM dengan nilai 

aktivitas enzim 0,1303 U/mL. Uji kinetika enzim azoreduktase ekstraseluler dari 

bakteri B. tropicus BD 01 terhadap zat warna metil merah menghasilkan Nilai Vmax 

sebesar 0,1526 U/mg  dan nilai Km sebesar 11,0745 M 

 

Kata kunci : Azoreduktase, Bacillus tropicus BD 01, Metil merah, Aktivitas Enzim 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Enzim telah banyak digunakan dalam berbagai proses kimiawi, baik dalam bidang 

industri maupun dalam bidang bioteknologi. Seiring dengan peningkatan penggunaan 

enzim, berbagai penelitian tentang enzim telah banyak dilakukan (Sulistyowati, 

2016). Salah satu proses yang melibatkan kerja enzim dalam penanganan limbah cair 

industri tekstil yaitu dekolorisasi. Menurut Permatasari dkk (2018) proses 

dekolorisasi melibatkan enzim azoreduktase dari isolat mikroba yang menyebabkan 

terjadinya degradasi pewarna azo. Pada umumnya zat warna yang digunakan pada 

industri tekstil merupakan golongan zat warna azo dan sulit terdegradasi.  

Zat warna sintetis golongan azo yang banyak digunakan dalam industri tekstil 

sebagai bahan pencelup adalah methylene blue, methyl orange dan metil merah 

(Rahmalia dkk, 2019). Zat warna azo mempunyai karakteristik utama dimana 

terdapat gugus nitrogen yang berikatan ganda dengan nitrogen, yang dikenal sebagai 

rantai azo (- N = N -), dan di dalam satu jenis zat warna bisa terdiri dari satu atau 

lebih rantai azo. Menurut Chacko dan Subramaniam (2011), dekolorisasi biasanya 

dilakukan dengan pemutusan ikatan azo yang dilakukan oleh enzim azoreduktase. 

Perubahan struktur kimia yang terjadi akibat adanya pemutusan ikatan azo secara 

visual dapat dilihat dari pemudaran atau penurunan kepekatan warna (Permatasari 

dkk, 2018).  

Enzim azoreduktase memiliki kemampuan untuk memutuskan ikatan rangkap azo 

dalam struktur pewarna azo dengan tahap biotransformasi enzimatik untuk 

menghasilkan produk amina tak berwarna dan mereduksi ikatan azo menjadi produk 

amina yang lebih stabil (Ramlan, 2012). Azoreduktase memutuskan ikatan azo 

dengan Nicotineamide Dinucleotid Adenine Phosphate (NADPH) sebagai kofaktor 

(Leelakriangsak and Borisut 2012). Menurut Ramlan (2012) enzim azoreduktase 

telah diisolasi dan diidentifikasi dari berbagai spesies mikroorganisme. Azoreduktase 
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dari berbagai sumber mikroorganisme akan memiliki sifat enzim yang berbeda. Oleh 

karena itu, beberapa penelitian telah dilakukan pada mikroorganisme yang memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan enzim azoreduktase. Beberapa bakteri yang dapat 

melakukan biodekolorisasi adalah Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila, B. cereus, 

Proteus mirabilis, dan Pseudomonas luteola (Saratela, 2011). Penelitian Mega  

(2020) Bacillus tropicus BD 01 yang diperoleh dari limbah pabrik jumputan daerah 

Tuan Kentang Seberang Ulu 1 Palembang diketahui mampu mendegradasi limbah zat 

warna azo Direct Red 81 dengan persen biodekolorisasi sebesar 69,41%. Belum ada 

penelitian mengenai uji aktivitas enzim azoreduktase dari bakteri B. tropicuss BD 01 

pada zat warna azo metil merah sehingga pada penelitian ini dilakukan pengujian 

aktivitas enzim azoreduktase dari isolat bakteri B. tropicuss BD 01 terhadap zat 

warna metil merah. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana aktivitas enzim azoreduktase dari bakteri Bacillus tropicus BD 01  

pada zat warna azo metil merah ? 

2. Bagaimana kondisi optimum dari aktivitas enzim azoreduktase dalam proses 

penghilangan zat warna metil merah ? 

3. Bagaimana kinetika enzim dari aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari 

bakteri B. tropicuss BD 01 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Menentukan aktivitas enzim azoreduktase dari bakteri B. tropicuss BD 01pada 

zat warna azo metil merah. 

2. Menentukan kondisi optimum kerja enzim azoreduktase dari bakteri B. 

tropicuss BD 01 meliputi pH, waktu inkubasi, temperatur, dan konsentrasi 

substrat. 

3. Menentukan Nillai Vmax dan Km enzim azoreduktase ekstraseluler dari 

bakteri B. tropicuss BD 01. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1. Mendapatkan sumber enzim azoreduktase ekstraseluler atau intraseluler dari 

bakteri B. tropicuss BD 01sebagai pendegradasi zat warna azo. 

2. Mendapatkan informasi tentang aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler 

atau intraseluler dari bakteri B. tropicuss BD 01 dalam penanganan limbah zat 

warna tekstil. 

3. Mendapatkan nilai Nillai Vmax dan Km enzim azoreduktase ekstraseluler dari 

bakteri B. tropicuss BD 01. 
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