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SUMMARY 

INDUCTION OF EXTRACELLULAR AZOREDUCTASE FROM 

Pseudmonas stutzeri BACTERIA 

Tiur Pebri Andika : Supervised by Dra. Julinar, M.Si and Nova Yuliasari, M.Si 
Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Science. Sriwijaya 
University 
xi + 52 pages, 1 table, 12 pictures, 11 attachments 

Azoreductase enzymes can be produced from the bacteria Pseudomonas stutzeri, 
but the enzyme activity produced is relatively low. Therefore, this study aimed to 
induce the production of extracellular azoreductase enzymes from Pseudomonas 
stutzeri by adding inducers (calcium chloride, calcium carbonate and methyl red) 
to the media production.  
Induction process on enzyme production was carried out by adding 1 mM inducer 
into media NB. The bacterial culture of Pseudomonas stutzeri was incubated for 
2x24 hours at 37°C in an incubator. Furthermore culture was centifugated at  
3000 rpm for 15 minutes to obtain a crude extract of extracellular azoreductase 
enzyme. 
Crude extract of azoreductase enzyme from Pseudomonas stutzeri bacteria 
without the addition of inducer gave enzyme activity of 0.0776 U/mL and a 
specific enzyme activity of 0.0048 U/mg. Fractination of azoreductase was carried 
out using several variable of ammonium sulfate saturation. The highest activity 
was fraction 3 with a saturation level of 40% - 60%. Fraction 3 without the 
addition of inducer resulted in enzyme activity of 0.1093 U/mL and a specific 
enzyme activity of 0.0703 U/mg. The highest fraction by addition inducer also 
obtained at fraction 3. The addition of calcium chloride resulted inducer enzyme 
activity of 0.1373 U/mL and a specific enzyme activity of 0.2330 U/mg. Addition 
of calcium carbonate inducer enzyme activity of 0.1353 U/mL and a specific 
activity of 0.1146 U/mg. Addition of methyl red  inducer resulted in enzyme 
activity of 0.1183 U/mL and a specific enzyme activity of 0.0840 U/mg. 
Based on the results of the determination of the enzyme activity test, it can be 
seen that the addition of an inducer can increases enzyme activity. The highest 
enzyme activity was obtained from the addition of calcium chloride with an 
enzyme specific activity value of 0.2330 U/mg, meanwhile a specific enzyme 
activity without the addition of an inducer 0.0703 U/mg. 
 
Keywords : Enzyme induced, Azoreductase, Pseudomonas stutzeri 
Citation : 62 (1982 – 2022) 
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RINGKASAN 

INDUKSI PRODUKSI ENZIM AZOREDUKTASE EKSTRASELULER 

DARI BAKTERI Pseudomonas stutzeri 

Tiur Pebri Andika dibimbing oleh : Dra. Julinar, M.Si dan Nova Yuliasari, M.Si 
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 
Sriwijaya 
xi + 52 halaman, 12 gambar, 7 lampiran, 1 tabel 

Enzim azoreduktase dapat diproduksi dari bakteri Pseudomonas stutzeri akan 
tetapi aktivitas enzim yang dihasilkan relatif kecil. Oleh karena itu, penelitian ini 
bertujuan menginduksi produksi enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri 
Pseudomonas stutzeri dengan menambahkan inducer pada media produksi berupa 
kalsium klorida, kalsium karbonat dan metil merah.  
Proses induksi produksi enzim dilakukan dengan menambahkan inducer 1 mM ke 
dalam media NB. Kultur bakteri Pseudomonas stutzeri yang telah diinkubasi 
selama 2x24 jam pada temperatur 37°C dalam inkubator, kemudian disentrifugasi 
dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit, sehingga didapatkan ekstrak kasar 
enzim azoreduktase ekstraseluler.  
Ekstrak kasar enzim azoreduktase dari bakteri Pseudomonas stutzeri tanpa 
penambahan inducer didapatkan aktivitas enzim sebesar 0,0776 U/mL dan 
aktivitas spesifik enzim sebesar 0,0048 U/mg. Fraksinasi enzim azoreduktase 
dilakukan dengan menggunakan beberapa tingkat kejenuhan ammonium sulfat. 
Aktivitas tertinggi diperoleh pada fraksi 3 dengan tingkat kejenuhan 40% -60%. 
Fraksi 3 tanpa penambahan inducer aktivitas enzim sebesar 0,1093 U/mL dan 
aktivitas spesifik sebesar 0,0703 U/mg. Penambahan inducer setelah fraksinasi 
juga diperoleh aktivitas enzim tertinggi pada fraksi 3. Penambahan inducer 
kalsium klorida memiliki aktivitas enzim sebesar 0,1373 U/mL dan aktivitas 
spesifik sebesar 0,2330 U/mg. Penambahan inducer kalsium karbonat 
menghasilkan aktivitas enzim sebesar 0,1353 U/mL dan aktivitas spesifik sebesar 
0,1146 U/mg. Penambahan inducer metil merah menghasilkan aktivitas enzim 
sebesar 0,1183 U/mL dan aktivitas spesifik sebesar 0,0840 U/mg. 
Berdasarkan hasil penentuan uji aktivitas enzim diketahui penambahan inducer 
dapat meningkatkan aktivitas enzim. Aktivitas enzim tertinggi diperoleh pada 
penambahan inducer kalsium klorida dengan nilai aktivitas spesifik enzim sebesar 
0,2330 U/mg sedangkan tanpa penambahan inducer sebesar 0,0703 U/mg. 
 
Kata Kunci : Induksi enzim, Azoreduktase, Pseudomonas stutzeri 
Kutipan : 62 (1982 – 2022) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Industri tekstil berpotensi mencemari lingkungan dari hasil limbah cair yang 

didapat dari proses pewarnaan tekstil (Enrico, 2019). Limbah cair dari hasil 

pewarnaan mengandung zat warna azo yang apabila berada di permukaan perairan 

dapat dinyatakan sebagai polutan karena sifatnya yang mutagenik dan 

karsinogenik (Garg and Tripathi, 2017). Zat warna azo sulit terdegradasi secara 

hayati karena terdiri atas struktur aromatik kompleks yang terikat dengan satu 

ataupun lebih ikatan nitrogen – nitrogen (N=N) (Sudha et al., 2014).  

Limbah zat cair dapat di degradasi dengan beberapa proses kimia dan fisika 

seperti reverse osmosis, koagulasi, adsorpsi karbon aktif, fotokatalisis, oksidasi 

elektrokimia dan biodegradasi mampu untuk mendegradasi zat warna azo (Sarkar 

et al 2017). Biodegradasi dikatakan efektif dalam mendegradasi zat warna sintetik 

karena lebih ramah lingkungan, dan mengakibatkan pemudaran zat warna dengan 

adanya pemutusan ikatan azo dari zat warna(Adysari dan Effendi, 2010). 

Proses biodegrasi melibatkan mikroorganisme seperti jamur, ragi dan 

bakteri dalam mendegrasi zat warna azo. Bakteri merupakan mikroorganisme 

yang paling umum digunakan dalam mendegradasi zat warna azo, isolat bakteri 

pada proses degradasi digunakan karena mudah beradaptasi pada suhu ekstrim, 

mudah dikultivasi dan proses pertumbuhannya cepat (Permatasari dkk, 2018). 

Bakteri yang memiliki kemampuan mendegradasi zat warna antara lain 

Pseudomonas, Sphingomonos dan Bacillus (Permatasari, 2018). Safely (2019) 

menyatakan bahwa bakteri Pseudomonas stutzeri  mampu mendegradasi zat 

warna congo red melalui proses biodekolorisasi sebesar 82,70% pada kondisi 

optimum bakteri. 

 Degradasi zat warna oleh bakteri terjadi karena adanya kerja enzim 

azoreduktase. Azoreduktase dapat mereduksi ikatan azo yang bergantung pada 

NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen) atau NADPH 
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(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) yang berperan sebagai kofaktor 

dan untuk mereduksi zat warna azo menghasilkan produk berupa amina aromatik 

tak berwarna yang terdegradasi secara aerob dan anaerob oleh bakteri (Saranraj et 

al, 2014). Penelitian Zuhro (2022) aktivitas enzim azoreduktase yang dihasilkan 

dari isolat bakteri Pseudomonas stutzeri masih tergolong rendah sehingga 

produksi enzim perlu ditingkatkan. Produksi enzim azoreduktase dapat 

ditingkatkan dengan melakukan penambahan molekul spesifik (inducer) saat 

proses inokulasi berlangsung (Berg, 2012). Berbagai macam senyawa kimia dapat 

berperan sebagai penginduksi enzim azoreduktase yakni aniline, veratrole, 

kalsium karbonat, kalsium klorida, guanicol dan triptofan (Dawkar et al, 2009). 

Penelitian ini dilakukan induksi produksi enzim azoreduktase ekstraseluler dengan 

penambahan inducer berupa metil merah, kalsium klorida dan kalsium karbonat 

pada media produksi dari bakteri Pseudomonas stutzeri untuk mendapatkan enzim 

azoreduktase dengan cara fraksinasi menggunakan ammonium sulfat. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah yang terdapat pada penelitian ini adalah : 

1. Bagaimana aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri 

Pseudomonas stutzeri ? 

2. Bagaimana cara mengisolasi enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri 

Pseudomonas stutzeri ? 

3. Bagaimana peranan penambahan inducer pada produksi enzim azoreduktase 

bakteri Pseudomonas stutzeri terhadap aktivitas enzim? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk : 
1. Menentukan aktivitas enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri 

pseudomonas stutzeri  

2. Mengisolasi enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Pseudomonas 

stutzeri dengan cara fraksinasi ammonium sulfat 

3. Menginduksi produksi enzim azoreduktase ekstraseluler dari bakteri 

Pseudomonas  stutzeri  dengan  inducer  metil  merah, kalsium  klorida  dan 

kalsium karbonat 
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1.4 Manfaat Peneltian 

Manfaat yang diperoleh dalam penelitian ini yaitu mendapatkan sumber enzim 

azoreduktase ekstraseluler dari bakteri Pseudomonas stutzeri sebagai zat 

pendegrasi warna azo. Mendapatkan informasi  terkait peranan metil merah, 

kalsium karbonat dan kalsium klorida sebagai inducer dalam menginduksi enzim 

azoreduktase yang ditambahkan pada proses produksi enzim azoreduktase. 

Penelitian ini diharapkan menjadi salah acuan dalam mengatasi masalah 

lingkungan yang ditimbulkan oleh limbah yang mengandung zat warna azo.  
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