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Dela Dwi Alawiyah. 2021. Skrining, Produksi, dan Karakterisasi Enzim Fosfatase
dari Bakteri Asal Tanah Mangrove Jenu Tuban. Tesis ini dibawah bimbingan Dr.
Fatimah, S.Si., M.Kes dan Dr. Salamun., M.Kes., Departemen Biologi, Fakultas
Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga, Surabaya.

ABSTRAK

Fosfor merupakan makronutrien utama setelah nitrogen yang dibutuhkan
oleh organisme. Bakteri pelarut fosfat adalah kelompok bakteri dengan kemampuan
pelarutan fosfat tidak terlalut menjadi fosfat terlarut melalui mekanisme solubilisasi
fosfat inorganik oleh asam organik dan mineralisasi fosfat organik oleh enzim
fosfatase. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan skrining bakteri pelarut fosfat
(BPF) asal tanah Mangrove Jenu Tuban, identifikasi spesies secara molekuler dari
isolat yang menghasilkan pelarutan fosfat tertinggi, produksi enzim fosfatase,
purifikasi parsial enzim fosfatase, dan karakterisasi enzim fosfatase yang
dihasilkan. Skrining BPF dilakukan dengan mengukur indeks pelarutan (IP) fosfat
yang dihasilkan oleh 20 isolat bakteri menggunakan media Pikovskaya Agar.
Identifikasi BPF dengan IP fosfat tertinggi dilakukan secara molekuler melalui
amplifikasi gen 16s rRNA dibantu dengan pengamatan morfologi makroskopis dan
mikroskopis. Pengujian aktivitas enzim fosfatase dilakukan dengan metode
Tabatabai dan Bremner (1969) menggunakan p — nitrofenil (p — NPP) sebagai
substrat. Pengukuran konsentrasi protein menggunakan metode Lowry et al.,
(1951). Produksi enzim fosfatase dilakukan menggunakan media Pikovskaya
Broth, dilanjutkan dengan purifikasi parsial enzim dengan presipitasi ammonium
sulfat dan dialisis. Enzim hasil purifikasi parsial dilakukan karakterisasi terhadap
faktor suhu, pH, penambahan ion — ion logam, dan surfaktan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa isolat TBN13 menghasilkan IP fosfat tertinggi dengan nilai
4,89. ldentifikasi secara molekuler menggunakan 16s rRNA menyatakan TBN13
adalah Bacillus cereus. Isolat B. cereus menghasilkan enzim fosfatase secara
maksimum pada masa inkubasi ke 168 jam dengan penurunan pH kultur optimum
sebesar 4,21 pada masa inkubasi ke 120 jam. Aktivitas fosfatase ditinjau dari
tingkat kemurnian protein dimulai dari crude enzim, enzim hasil presipitasi
ammonium sulfat, dan enzim hasil dialisis yaitu 60 U/ml, 70,58 U/ml, dan 82,06
U/ml. Enzim hasil purifikasi parsial menunjukkan aktivitas enzim tertinggi pada
suhu 40 °C, pH 7, dengan penambahan ion logam Mg?*, dan Pb?* sebagai aktivator
dan ion logam Ca2?*, Cu?*, Zn?*, Hg?* serta surfaktan (SDS, Tween — 20, EDTA)
sebagai inhibitor aktivitas enzim.

Kata kunci: Bacillus cereus, ekosistem mangrove, fosfatase asam, purifikasi enzim,
karakterisasi enzim
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Dela Dwi Alawiyah. 2021. Isolation of phosphate solubilizing bacteria,
Production, and Characterization of its Phospahatse Enzyme from Soil of Tuban
Mangrove Center East Java. This thesis under guidance: Dr. Fatimah, S.Si., M.Kes
dan Dr. Salamun., M.Kes., Departement of Biology, Faculty of Sains and
Technology, Universitas Airlangga, Surabaya.

ABSTRACT

Phosphorus (P) is the main macronutrients after nitrogen that essential for
organism. Phosphate solubilizing bacteria are a group of bacteria with the ability to
dissolve insoluble forms of P to accessible forms through two mechanisms,
solubilization of inorganic phosphate by organic acids, and mineralization of
organic phosphate by phosphatase enzymes. The purpose of this research are
consist of: isolation of phosphate solubilizing bacteria (PSB) from soil of Tuban
Mangrove Center, identification the species of PSB with the highest potential of
dissolving phosphate through molecular and morphological identification,
production of phosphatase enzyme, partial purification of the enzyme, and
characterization of the enzyme produced by the isolate. PSB screening was done by
determined the halo zone produced by 20 bacteria isolates on Pikovskaya Agar.
Phosphatase activity was assayed according to the method outline by Tabatabai and
Bremner (1969). Protein concentration was measured by the method of Lowry et
al., (1951). Production of phosphatase enzyme was done by using Pikovskaya Broth
media, followed by partial purification of the enzyme with ammonium sulphate
precipitation and dialysis. The results showed that the isolate TBN13 produced the
highest IP phosphate with a value of 4.89. Molecular identification using 16s rRNA
revealed that TBN13 was Bacillus cereus. The isolate produced maximum
phosphatase enzyme at 168 hours of incubation with a decrease in optimum culture
pH of 4.21 at 120 hours of incubation. The phosphatase activity in terms of protein
purity starting from crude enzymes, enzymes resulting from precipitation of
ammonium sulfate, and enzymes resulting from dialysis were 60 U/ml, 70.58 U/ml,
and 82.06 U/ml. Partially purified enzymes showed the highest enzyme activity at
40 °C, pH 7, with the addition of metal ions Mg?*, and Pb?* as activators and metal
ions Ca?*, Cu?*, Zn?*, Hg?* and surfactants (SDS, Tween — 20, EDTA) as activity
inhibitors enzyme.

Keyword: Bacillus cereus, mangrove ecosystem, acid phosphatase, enzyme
purification, enzyme characterization
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