
 
 

UJI AKTIVITAS ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER 

DARI BAKTERI Bacillus tropicus BD 01 

 

 

 SKRIPSI   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oleh: 

PERMATA SETYAWATI 

08031381722073 

 

 

 

 

 

JURUSAN KIMIA 

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM 

UNIVERSITAS SRIWIJAYA 

2021 



 

 ii  Universitas Sriwijaya 

 

HALAMAN PENGESAHAN 

 

UJI AKTIVITAS ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER 

DARI BAKTERI Bacillus tropicus BD 01 

 

SKRIPSI 

 

Diajukan Untuk Melengkapi Salah Satu Syarat Memperoleh 

 Gelar Sarjana Sains Bidang Studi Kimia 

 

Oleh: 

PERMATA SETYAWATI 

08031381722073 

 

   Indralaya, 17 Januari 2022 

  Pembimbing I          Pembimbing II 

   

   

 

 

Dra. Julinar, M.Si. Dr. Heni Yohandini Kusumawati M.Si  

NIP. 196903041994122001 NIP. 197012041998022001 

 

Mengetahui, 

Dekan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

 

 

 

 

Hermansyah, S.Si., M.Si., Ph.D 

NIP. 197111191997021001 



 

 iv  Universitas Sriwijaya 

 

HALAMAN PERSETUJUAN 

 

Karya tulis ilmiah berupa skripsi ini dengan judul “Uji Aktivitas Enzim Azoreduktase 

Ekstraseluler dari Bakteri Bacillus tropicus BD 01” telah diseminarkan di hadapan 

Tim Penguji Sidang Sarjana Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Sriwijaya pada tanggal 29 Desember 2021 dan telah 

diperbaiki, diperiksa, serta disetujui sesuai masukan yang telah diberikan.  

Inderalaya, 17 Januari 2022  

Ketua:      

1.  Dra. Julinar, M.Si.     (.................................)  

 NIP. 196903041994122001  

Anggota: 

1. Dr. Heni Yohandini Kusumawati M.Si   (.................................)  

 NIP. 197012041998022001  

2. Dra. Fatma, M.S.      (.................................) 

NIP.  196207131991022001  

3. Dr. Miksusanti, M.Si.     (.................................) 

 NIP. 196807231992032003 

4. Dr. Muhammad Said, M.T     (.................................) 

 NIP. 197407212001121001 

                                                   Mengetahui, 

Dekan FMIPA  Ketua Jurusan Kimia 

 

 

    

Hermansyah, S.Si., M.Si., Ph.D                            Prof. Dr. Muharni, M.Si. 

NIP. 197111191997021001                                     NIP. 196903041994122001 

 



 

 

v 

Universitas Sriwijaya 

PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH 

 

Yang bertanda tangan di bawah ini : 

 

Nama Mahasiswa : Permata Setyawati 

NIM : 08031381722073 

Fakultas/ Jurusan : Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam/ Kimia   

 

Menyatakan  bahwa  skripsi  ini  adalah  hasil  karya  saya  sendiri  dan  karya ilmiah   

ini   belum   pernah   diajukan   sebagai   pemenuhan   persyaratan   untuk 

memperoleh  gelar  kesarjanaan  strata  (S1)  dari  Universitas  Sriwijaya  maupun 

perguruan tinggi lain. Semua  informasi  yang  dimuat  dalam  skripsi  ini  yang  

berasal  dari  penulis lain  baik  yang  dipublikasikan  atau  tidak  telah  diberikan  

penghargaan  dengan mengutip   nama   sumber   penulis   secara   benar.   Semua   isi   

dari   skripsi   ini  sepenuhnya menjadi tanggung jawab saya sebagai penulis. 

 

Demikianlah surat pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya.  

 

  

 

 Penulis, 

 

 

 

 

  

 

 

 



 

 

vi 

Universitas Sriwijaya 

HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH UNTUK 

KEPENTINGAN AKADEMIS 

 

Sebagai civitas akademik Universitas Sriwijaya, yang bertanda tangan di bawah ini:   

Nama Mahasiswa : Permata Setyawati  

NIM : 08031381722073 

Fakultas/Jurusan : Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam/ Kimia  

Jenis Karya : Skripsi  

 

 Demi pengembangan ilmu pengetahuan,  

Saya menyetujui untuk memberikan kepada Universitas Sriwijaya “Uji Aktivitas 

Enzim Azoreduktase Ekstraseluler dari Bakteri Bacillus tropicuss BD 01”. Dengan 

hak bebas royalti non-ekslusive ini Universitas Sriwijaya berhak menyimpan, 

mengalih, edit/memformatkan, mengelola dalam bentuk pangkalan data (database), 

merawat dan mempublikasikan tugas akhir atau skripsi saya selama tetap 

mencantumkan nama saya sebagai penulis/pencipta dan sebagai pemilik hak cipta. 

 Demikian pernyataan ini saya buat dengan sesungguhnya.  

 

 

  Indralaya, 17 Januari 2022 

  Yang menyatakan 

 

 

 

 

  Permata Setyawati 

          Nim. 08031381722073 

 

 



 

 

vii 

Universitas Sriwijaya 

LEMBAR PERSEMBAHAN 

Bismillahirrahmaanirrahiimm... 

“Hai orang-orang beriman apabila dikatakan kepadamu: “Berlapang-lapanglah 

dalam majelis”, maka lapangkanlah niscaya Allah akan memberi kelapangan untukmu. 

Dan apabila dikatakan: “Berdirilah kamu”, maka berdirilah, niscaya Allah akan 

meninggikan orang-orang yang beriman di antaramu dan orang-orang yang diberi 

ilmu pengetahuan beberapa derajat. Dan Allah Maha Mengetahui apa yang kamu 

kerjakan.” (QS. Al-Maidah: 11). 

“Saudaraku, Janganlah engkau putus asa, karena putus asa bukanlah akhlak 

seorang muslim. Ketahuilah bahwa kenyataan hari ini adalah mimpi hari kemarin, dan 

impian hari ini adalah kenyataan di hari esok.” (Syahid Hasan Al-Banna) Ingatlah 

dimanapun kita berada dan dalam keadaan atau kondisi apapun tetaplah untuk 

senantiasa mengingat Allas SWT, juga ditanamkan dalam hati kita untuk selalu 

menebar kebikan 

Skripsi ini sebagai tanda syukurku kepada:   

➢ Allah SWT 

➢ Nabi Muhammad SAW 

Dan kupersembahkan kepada:   

➢ Mamah, Papah Kakak-kakak dan juga keponakan saya tercinta yang selalu 

mendoakan dan memberikan semangat serta dukungan   

➢ Seluruh keluarga besar 

➢ Pembimbing tugas akhir penelitian skripsi Ibu Dra. Julinar, M.Si dan Ibu Dr. 

Heni Yohandini Kusumawati, M.Si. 

➢ Seluruh dosen FMIPA Universitas Sriwijaya  

➢ Almamater Universitas Sriwijaya 

 

 



 

 

viii 

Universitas Sriwijaya 

KATA PENGANTAR 

 Segala puji dan syukur hanyalah milik Allah SWT, kita memujinya, 

memohon ampunan dan meminta pertolongan kepada-Nya dan pada akhinya penulis 

dapat menyelesaikan penulisan skripsi yang berjudul: “Uji Aktivitas Enzim 

Azoreduktase Ekstraseluler dari Bakteri Bacillus tropicus BD 01”. Skripsi ini dibuat 

sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar sarjana sains pada Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Jurusan Kimia Universitas Sriwijaya.  

Proses penyusunan skripsi ini tidak terlepas dari berbagai rintangan, mulai 

dari pengumpulan literatur, penelitian, pengumpulan data dan sampai pada 

pengolahan data maupun dalam tahap penulisan. Namun dengan kesabaran dan 

ketekunan yang dilandasi dengan rasa tanggung jawab selaku mahasiswa dan juga 

bantuan dari berbagai pihak, baik material maupun moril, akhirnya selesai sudah 

penulisan skripsi ini. Penulis mengucapkan terima kasih yang sebesar-besarnya 

kepada Ibu Dra. Julinar, M.Si dan Ibu Dr. Heni Yohandini Kusumawati, M.Si 

yang telah banyak memberikan bimbingan, bantuan, motivasi, saran dan petunjuk 

kepada penulis dalam menyelesaikan skripsi ini. Penulis juga menyampaikan terima 

kasih kepada: 

1. Allah SWT yang telah memberikan rahmat dan nikmat-Nya yang begitu 

besar, rasa syukur ku panjatkan atas seluruh karunia-Nya.  

2. Bapak Hermansyah, S.Si., M.Si., Ph.D selaku Dekan FMIPA Universitas 

Sriwijaya.  

3. Ibu Prof. Dr. Muharni, M.Si. selaku Ketua Jurusan Kimia FMIPA 

Universitas Sriwijaya. 

4. Bapak Dr. Addy Rachmat, M.Si. selaku sekretaris Jurusan Kimia FMIPA 

Universitas Sriwijaya.  

5. Bapak Dr. Nirwan Syarif, M.Si. selaku dosen Pembimbing Akademik.  

6. Ibu Dra. Fatma, MS., Ibu Dr. Miksusanti, M.Si dan Bapak Dr. 

Muhammad Said, M.T. selaku pembahas dan penguji sidang sarjana. 



 

 

ix 

Universitas Sriwijaya 

7. Seluruh Dosen FMIPA Kimia Universitas Sriwijaya yang telah 

memberikan ilmu, mendidik dan membimbing selama masa kuliah. 

8. Mamah dan Papah tercinta yang selalu memberikan cinta kasih, dukungan 

serta do,a dan juga kakak saya yang terbaik Soraya bunga larasati dan kak 

reza yang banyak memberikan dukungan dan kasih sayang, serta 

keponakan saya tersayang Kirana Senja Jingga yang banyak memberikan 

semangat dalam proses pembuatan skripsi ini (sayangnya skripsi ini 

gaboleh pake emot, intinya saya sayang sekali). 

9. Kakak-kakak saya di Pakjo, kak Imam, kak Bowo, mbak Orin, mbak Gita 

dan mbak Manda yang selalu baik dan membantu saya. 

10. Sahabat saya dari maba Firda, Vera dan Farah yang setia tetap mau 

menemani saya apapun yang terjadi dan menjadi tempat berkeluh kesah 

terbaik dan tidak pernah pergi sampai hari ini. 

11. Sahabat saya dari SMA Dea dan Yunita, terimakasih atas support dan 

waktu kalian meski kita LDR, terimakasih untuk selalu mau berteman 

dengan saya, dan juga Nabila dan juga Maria semoga kalian sukses selalu. 

12. Teman seperjuangan Tugas Akhir saya, kalian keren gais, untuk Zuhro 

dan Defi, terimakasih untuk hari-hari penuh warna di penghujung masa 

kuliah kita, terimakasih semua kebaikan dan pertemanan ini semoga selalu 

terjalin selalu. Semoga selalu terkenang perjuangan kita sampai kapanpun, 

semoga kalian bahagia selalu tetaplah semangat apapun yang akan terjadi. 

13. Geng BGFMIPA saya especially Putri, Nabila, Nimyo dan Arcella serta 

anggota lain yang tidak bisa saya sebutkan satu persatu. Kalian baik 

banget semua sama saya, semoga allah membalas semua kebaikan kalian, 

dan kebahagiaan menyertai kalian. 

14. Teman saya yang baik yang mungkin beberapa kali saya repotkan selama 

proses kuliah ini Anissa, Dian, Shely dan Melsy semoga allah membalas 

kebaikan kalian 



 

 

x 

Universitas Sriwijaya 

15. Teman saya Ramdan, Dely, Putra, Handika dan Ricky terimakasih telah 

mau direpotkan segala macam hal selama proses dari saya kuliah hingga 

menyelesaikan tugas akhir. 

16. Kakak biokimia saya Kak Virly, Kak Rani, Kak Andrean, Kak Getari dan 

juga Kak Luvita yang selama ini ikhlas berbagi bahan, ilmu dan literatur 

penelitian dengan saya. 

17. Teman saya ajriya dan raffi, terimakasih sudah banyak kebaikan dengan 

saya semasa saya kuliah, banyak memberi saran kepada saya semoga 

kalian bahagia selalu. 

18. Seluruh teman-teman seperjuangan saya Chemistry 17 yang tidak bisa 

saya sebutkan satu persatus. Bahagia rasanya pernah menjadi bagian dari 

kalian melewati banyak hari-hari susah senang semasa kuliah, semoga kita 

senantiasa sukses di masa depan aamiin allahuma aamiin.  

19. KM Himaki angkatan 2014,2015, 2016, 2018, dan 2019 yang tidak bisa 

saya sebutkan satu persatu. 

20. Orang-orang yang cukup banyak datang dan pergi yang saya juga sudah 

lupa-lupa namanya, yang ig atau wa nya mungkin sekarang sudah saya 

block, terimakasih beberapa dari kalian juga pernah ada baiknya kok 

semasa saya kuliah cuma mungkin bukan saya orangnya. 

21. Untuk Faisal, Terimakasih ya, banyak kebaikan kamu, banyak juga 

perjuangan kita yang sudah kita lewatkan susah dan sedih untuk bisa 

sampai di hari ini. Terimakasih karena kamu, saya menjadi lebih dewasa 

dan lebih baik sekarang. Apapun yang terjadi sekarang dan kedepannya 

semoga hal baik selalu menyertai kita dan hubungan kita tetap terjalin 

baik.  

 

 

 



 

 

xi 

Universitas Sriwijaya 

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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