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ABSTRAK 

ISOLASI, PENAPISAN, KARAKTERISASI, DAN IDENTIFIKASI 

BAKTERI PENGHASIL FUKOIDANASE DARI Sargassum polycystum 

 

Oleh : 

M. DARMAWAN 

 

 

Fukoidanase, enzim yang mengkatalisis pemutusan ikatan glikosida antara residu 

fukosa sulfat dalam fukoidan, banyak ditemukan pada berbagai organisme laut 

baik bakteri, jamur, maupun invertebrata. Namun sejauh ini kajian pemanfaatan 

bakteri simbion Sargassum polycystum sebagai penghasil fukoidanase belum 

pernah dikaji. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengkarakterisasi, dan 

mengidentifikasi bakteri penghasil fukoidanase dari S. polycystum secara 

morfologi, biokimia, dan molekuler 16S rDNA. Isolasi bakteri simbion dilakukan 

dengan 2 metode yaitu sebar (spread plate method) dan gores (streak plate 

method). Isolat murni kemudian dilakukan uji aktivitas secara kualitatif dan semi 

kuantitatif pada media selektif untuk melihat zona bening yang dihasilkan setelah 

pemberian larutan cetyl pyridinium chloride (CPC) 10%. Uji aktivitas selanjutnya 

dilakukan secara kuantitatif untuk mengetahui aktivitas fukoidanase secara 

spesifik yang dihasilkan. Hasil penelitian diperoleh 4 isolat bakteri simbion dari S. 

polycystum yang memiliki aktivitas fukoidanase terbesar dengan metode CPC 

yaitu isolat GSD, PTF, PSA, dan GSB. Nilai indeks aktivitas fukoidanase yang 

didapatkan secara berturut-turut yaitu isolat GSD (10,66 ± 2,26), isolat PTF (8,69 

± 0,36), isolat PSA (8,23 ± 2,64), dan isolat GSB (7,92 ± 0,11). Aktivitas 

fukoidanase secara spesifik juga menunjukkan bahwa isolat GSD pada waktu 

produksi fukoidanase 48 dan 72 jam memiliki aktivitas paling besar dibandingkan 

3 isolat lainnya yaitu sebesar 0,0072 U/mg dan 0,0083 U/mg. Identifikasi secara 

morfologi, biokimia, dan molekuler dengan PCR 16S rDNA didapatkan bahwa 

ketiga isolat dengan aktivitas fukoidanase terbesar merupakan bakteri 

Cytobacillus kochii (GSD), Bacillus cereus (PTF), dan Brevibacterium sediminis 

(PSA) dengan kemiripan 99%. Fukoidanase yang dihasilkan diharapkan dapat 

digunakan untuk produksi enzim skala industri di Indonesia. Selain itu, 

pemanfaatan bakteri simbion pada alga coklat diharapkan dapat mengurangi 

eksploitasi terhadap S. polycystum dan turut melestarikan ekosistem laut. 
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ABSTRACT 

ISOLATION, SCREENING, CHARACTERIZATION, AND 

IDENTIFICATION OF FUCOIDANASE PRODUCING BACTERIA FROM 

Sargassum polycystum 

 

By 

M. DARMAWAN 

 

 

Fucoidanase, an enzyme that catalyzes the cleavage of the glycoside bonds 

between sulfated fucose residues in fucoidan, is found in various marine 

organisms, including bacteria, fungi, and invertebrates. However, studies on the 

use of the symbiont Sargassum polycystum as a fucoidanase producer have not 

been studied. This study aims to isolate, characterize, and identify fucoidanase-

producing bacteria from S. polycystum morphologically, biochemically, and 

molecularly 16S rDNA. Isolation of bacterial symbionts was carried out by 2 

methods, namely spread plate method and streak plate method. The pure isolate 

was then tested qualitatively and semi quantitative on media selection to see the 

clear zone produced after the administration of 10% cetyl pyridinium chloride 

(CPC) solution. Subsequent activity tests were conducted quantitatively to 

determine the specific fucoidanase activity produced. The results showed that 4 

isolates of symbiotic bacteria from S. polycystum had the greatest fucoidanase 

activity by CPC method, namely isolates GSD, PTF, PSA, and GSB. The 

fucoidanase activity index values obtained sequentially were GSD isolates (10.66 

± 2.26), PTF isolates (8.69 ± 0.36), PSA isolates (8.23 ± 2.64), and GSB isolates 

(7.92 ± 0.11). The specific fucoidanase activity also showed that GSD isolates at 

48 and 72 hours of fucoidanase production had the greatest activity compared to 

the other 3 isolates, namely 0.0072 U/mg and 0.0083 U/mg. Morphological, 

biochemical, and molecular identification with 16S rDNA PCR found that the 

three isolates with the greatest fucoidanase activity were Cytobacillus kochii 

(GSD), Bacillus cereus (PTF), and Brevibacterium sediminis (PSA) bacteria with 

99% similarity. The fucoidanase produced is expected to be used for industrial-

scale enzyme production in Indonesia. In addition, the use of symbiotic bacteria in 

brown algae is expected to reduce the exploitation of S. polycystum and contribute 

to the preservation of marine ecosystems. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Rumput laut sudah sejak lama digunakan oleh masyarakat pesisir sebagai sumber 

makanan, baik dikonsumsi langsung maupun diolah terlebih dahulu menjadi ber-

bagai jenis pangan olahan. Penelitian Ode dan Wasahua (2014) melaporkan bah-

wa tumbuhan ini mengandung berbagai senyawa seperti hidrokoloid, bioaktif dan 

senyawa penting lainnya. Rumput laut telah dimanfaatkan pada berbagai bidang 

industri dan berhasil dikembangkan secara komersial sebagai bahan makanan, ke-

cantikan, farmasi, pertambangan, dan industri lainnya (Widyastuti, 2009). Peman-

faatan rumput laut sebagai keperluan industri sangat bergantung dengan sifat fisik, 

sifat kimia, dan senyawa penting di dalamnya. Alga coklat menjadi salah satu je-

nis rumput laut yang sangat banyak digunakan oleh manusia. Berbagai senyawa 

aktif dilaporkan terkandung di dalam alga ini seperti fukoidan, alginat, laminarin, 

iodin organik, manitol, dan mineral (Abraham et al., 2019; Prasetya et al., 2020; 

Fauziee et al., 2021). 

 

Salah satu senyawa aktif pada alga coklat yang banyak dilakukan kajian yaitu fu-

koidan. Fukoidan merupakan polisakarida kompleks penyusun dinding sel alga 

coklat yang mengandung sebagian besar L-fukosa sulfat dan beberapa jenis mono-

sakarida seperti galaktosa, mannosa, xilosa, glukosa, dan asam uronat (Garcia-

Rios et al., 2012; Lin et al., 2020). Berbagai struktur kimia yang terdapat pada fu-

koidan dihubungkan oleh ikatan glikosidik α-(1,2), α-(1,3), α-(1,4), dan gugus sul-

fat (Li et al., 2008; Lim et al., 2016). Struktur kimia dan berat molekul fukoidan 

pada alga coklat berbeda-beda tergantung dari jenis, waktu panen, dan kondisi 

lingkungan  (Wang et al., 2019). Fukoidan dapat ditemukan pada berbagai jenis 

rumput laut seperti Sargassum sp., Padina sp., Turbinaria sp., Cladosiphon 
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okamuranus, Kjellmaniella crassifolia, dan Undaria pinnatifida. Polisakarida ini 

diketahui memiliki berat molekul yang bervariasi dengan rentang luas yaitu 7 kDa 

(Zvyangintseva et al., 2003), 2379 kDa (Rioux et al., 2009), 7,71x10
4 

Da (Sinurat 

et al., 2011), dan 1x10
5 

 kDa (Vo dan Kim, 2013). Berat molekul yang bervariasi 

dapat mempengaruhi bioaktivitas fukoidan yaitu sebagai antioksidan (0,8-10 kDa) 

(Yuan dan Macquarrie, 2015), proangiogenik (15-20 kDa) (Marinval et al., 2016), 

antiobesitas (0,8 kDa) (Lin et al., 2017), antikoagulan (10-77 kDa) (Wang et al., 

2019), dan antidiabetes (5-30 kDa) (Wang et al., 2019). 

 

Berbagai kajian pemanfaatan fukoidan telah banyak dilakukan terutama sebagai 

kandidat obat-obatan baik pada manusia maupun hewan. Penelitian oleh Narayani 

et al. (2019) menemukan bahwa fukoidan Sargassum cinereum dengan konsentra-

si IC50 250 µg/ml dapat memberikan efek antikanker dan apoptosis yang kuat pa-

da sel Caco-2 dengan meningkatkan produksi spesies oksigen reaktif (SOR). Apli-

kasi fukoidan S. hemiphyllum pada sel makrofag tikus (RAW264.7) dan sel ade-

nokarsinoma lambung (AGS) juga terbukti secara signifikan dapat mengurangi in-

feksi Helicobacter pylori dengan menurunkan jumlah total bakteri dan menurun-

kan tingkat interleukin-6 (IL-6) serta tumor necrosis factor-α (TNF-α) (Chen et 

al., 2022). Menurut Zhang et al. (2021), pemberian 50 mg/kg fukoidan Eclonia 

cava pada tikus BALB/c dapat meningkatkan jumlah sel natural killer (NK) di 

limpa dan memiliki efek terkuat pada aktivasi sel NK serta secara efektif mence-

gah infiltrasi sel karsinoma CT-26 di paru-paru. Fukoidan juga dilaporkan ber-

peran penting selama penyembuhan tulang seperti peradangan (Park et al., 2011), 

osteogenesis (Kim et al., 2015b; Pereira et al., 2014) dan angiogenesis (Oliveira et 

al., 2019; Wang et al., 2021). 

 

Sejauh ini ekstrak fukoidan telah sebagian dikomersialkan sebagai bahan maka-

nan fungsional dan obat-obatan (Fitton et al., 2019; Mendez dan Gonzales, 2019) 

seperti Colidan, Fucoidan 100, dan Fudan 100 sebagai obat lambung. Namun sifat 

fukoidan yang heterogen dan berat molekul yang besar menjadi hambatan dalam 

mencapai persetujuan peraturan untuk penggunaan farmasi klinis (Vuillemin et 

al., 2020; Ramos-de-la-Pena et al., 2022). Saat ini mempersiapkan fukoidan 
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dengan berat molekul rendah menjadi hal yang penting untuk dikaji. Penelitian se-

belumnya melaporkan bahwa terdapat berbagai metode yang dapat dilakukan un-

tuk menghasilkan fukoidan dengan molekul rendah yakni dengan hidrolisis asam 

(Karlsson dan Singh, 1999), degradasi radikal bebas, degradasi ultrasonik, degra-

dasi suhu tinggi (Shi et al., 2019), dan hidrolisis enzimatik (Hifney et al., 2018; 

Silchenko et al., 2018; Chen et al., 2019). Hidrolisis enzimatik menjadi metode 

yang paling efektif karena lebih mudah, lebih efisien dan lebih terkontrol. Hidro-

lisis enzimatik dapat digunakan untuk mempelajari struktural fukoidan dan pro-

duksi oligomernya (Kusaykin et al., 2016). Enzim akan bekerja secara spesifik 

pada satu jenis ikatan dalam molekul polimer dan dapat digunakan untuk depo-

limerisasi fukoidan.  

 

Fukoidanase merupakan enzim yang dapat mendegradasi fukoidan sehingga mole-

kul menjadi lebih rendah. Enzim ini mengkatalisis pemutusan ikatan glikosida an-

tara residu fukosa sulfat dalam fukoidan. Enzim ini telah ditemukan pada organis-

me laut seperti bakteri (Silchenko et al., 2013), invertebrata (Silchenko et al., 

2014a), dan beberapa jamur (Rodriguez-Jasso et al., 2010). Menurut penelitian 

Rasin et al. (2020), fukoidanase FFA1 rekombinan dari bakteri laut Formosa al-

gae KMM 3553
T 

mampu mendegradasi fukoidan Sargassum horneri dari berat 

molekul awal 140 kDa menjadi 63 kDa. Zueva et al. (2020) menambahkan bahwa 

fukoidanase fwf1, fwf2, fwf3, dan fwf4 dari bakteri laut Wenyingzhuangia fucanily-

tica CZ1127
T
 juga dapat menghidrolisis fukoidan Fucus evanescens dengan berat 

160 kDa menjadi 88,78 kDa, 98,16 kDa, 106,91 kDa, dan 88,83 kDa. Endo-

α(1,3)-fukoidanase Mef2 yang dihasilkan oleh bakteri laut Muricauda eckloniae 

juga dilaporkan dapat menghidrolisis fukoidan Saccharina latissima dari berat 

molekul 350 kDa menjadi 200 kDa (Tran et al., 2022).  

 

Di sisi lain, Sargassum sp. dilaporkan memiliki kandungan bakteri simbion yang 

dapat dimanfaatkan sebagai kandidat bakteri pendegradasi fukoidan. Penelitian 

sebelumnya melaporkan bahwa jenis bakteri yang umumnya bersimbion dengan 

Sargassum sp.yaitu bakteri jenis Bacillus sp. Bakteri tersebut terbukti dapat men-

degradasi polisakarida seperti alginat untuk menghasilkan oligosakarida alginat 
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(Subaryono et al., 2017). Sejauh ini studi pemanfaatan bakteri simbion alga coklat 

sebagai kandidat bakteri pendegradasi fukoidan Sargassum polycystum belum per-

nah dilaporkan. Oleh karena itu, perlu dilakukan kajian terkait pemanfaatan bak-

teri simbion tersebut sebagai kandidat bakteri penghasil fukoidanase.  

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengkarakterisasi, dan mengidentifi-

kasi bakteri penghasil fukoidanase dari S. polycystum secara morfologi, biokimia, 

dan molekuler 16S rDNA. 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

Alga coklat S. polycystum terkandung berbagai senyawa aktif yang dapat dijadi-

kan sebagai alternatif obat-obatan baik pada manusia maupun hewan. Fukoidan 

merupakan salah satu senyawa aktif yang banyak dikaji karena memiliki berbagai 

bioaktivitas. Polisakarida ini banyak ditemukan pada berbagai jenis alga coklat se-

perti Sargassum sp., Turbinaria sp., Padina sp., Cladosiphon okamuranus, Kjell-

maniella crassifolia, dan Undaria pinnatifida. Namun pemanfaatannya sebagai 

kandidat obat-obatan masih memiliki kendala karena memiliki berat molekul yang 

tinggi dan berbeda-beda tergantung dari jenis, musim panen, dan kondisi iklim 

rumput laut yang digunakan.  

 

Hidrolisis enzimatik menjadi metode yang paling efektif dalam mendegradasi fu-

koidan menjadi senyawa dengan berat molekul yang lebih rendah karena lebih 

mudah, lebih efisien dan lebih terkontrol. Fukoidanase merupakan enzim yang di-

hasilkan dari metode ini dengan mengkatalisis pemutusan ikatan glikosida antara 

residu fukosa sulfat dalam fukoidan. Fukoidanase dapat ditemukan pada beberapa 

organisme laut seperti bakteri, invertebrata, dan beberapa jamur. Di sisi lain, be-

berapa alga coklat seperti Sargassum polycystum dilaporkan terdapat bakteri sim-

bion yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif. Penelitian sebelumnya melapor-

kan bahwa bakteri simbion tersebut dapat mendegradasi salah satu polisakarida 

pada alga coklat. Fukoidanase yang dihasilkan diharapkan dapat menjadi acuan 

untuk produksi fukoidan dengan berat molekul rendah sehingga meningkatkan 
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berbagai bioaktivitas didalamnya baik imunomodulator, antikanker, antivirus, 

antibakteri, antiparasit dan bioaktivitas lainnya. Kerangka pemikiran penelitian 

dapat dilihat pada Gambar 1 di bawah ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pemikiran penelitian. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Alga Coklat 

Alga merupakan sekumpulan organisme autotrof tanpa organ baik akar, batang, 

maupun daun sehingga digolongkan sebagai tumbuhan berthalus (Leibo et al., 

2016). Berdasarkan ukuran struktur tubuhnya alga digolongkan ke dalam dua go-

longan besar yaitu makroalga dan mikroalga. Makroalga merupakan alga yang 

mempunyai bentuk dan ukuran tubuh makroskopis, sedangkan mikroalga merupa-

kan alga yang mempunyai bentuk dan ukuran tubuh mikroskopis (Subagio dan 

Kasim, 2019). Alga menjadi salah satu sumber devisa negara dan sumber penda-

patan khususnya bagi masyarakat pesisir karena sangat banyak dan mudah untuk 

diperdagangkan di pasar lokal maupun internasional. Pemanfaatan rumput laut su-

dah sangat luas pada kehidupan sehari-hari, baik sebagai sumber pangan, obat-

obatan maupun bahan baku industri (Zeisel dan Steven, 2012). Menurut Indriani 

dan Sumiarsih (1991) permintaan alga terutama makroalga di pasar internasional 

terus mengalami peningkatan, namun masih dominan pada jenis Eucheuma atau 

Kappaphycus dan Gracilaria sp., sementara alga jenis Chlorophyceae seperti 

Caulerpa hanya dimanfaatkan dan diperdagangkan secara lokal. 

 

Alga dibagi ke dalam tiga kelas besar, yaitu Rhodophyceae (alga merah), Phaeo-

phyceae (alga coklat), dan Chlorophyceae (alga hijau). Alga merah (Rhodophy-

ceae) mengandung karagenan dan agar, sehingga banyak dimanfaatkan sebagai 

bahan pangan, kimia dan obat-obatan (Amaranggana dan Wathoni, 2017). Adapun 

Alga coklat terdapat kandungan polisakarida dan metabolit sekunder yang besar 

yaitu polifenol, terpenoid, karotenoid, dan oxilipin. Polifenol menjadi kelompok 

senyawa dengan kandungan metabolit sekunder tertinggi pada alga coklat yang 

salah satunya adalah florotanin. Florotanin dapat dimanfaatkan bagi kesehatan dan
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dapat ditemukan pada alga jenis Sargassum thunbergii, Undaria pinnatifida, Eck-

lonia sp., Eisenia bicyclis, Ishige okamurae, Hizikia fusiformis, dan Laminaria ja-

ponica. Senyawa ini memiliki bioaktivitas sebagai antioksidan, antimikroba, anti-

HIV, antialergi, antiinflamasi, antikanker, antidiabetes, dan antiobesitas (Kemen-

terian Kelautan dan Perikanan, 2019). Selain memiliki potensi biologis dan eko-

nomis alga juga memiliki peran ekologis untuk menjaga kestabilan ekosistem laut 

serta sebagai tempat hidup dan berlindung bagi berbagai biota laut. 

 

Alga coklat adalah salah satu makroalga yang paling banyak ditemukan di berba-

gai wilayah pesisir dan laut Indonesia dan banyak dimanfaatkan oleh manusia. A-

da dua tipe substrat utama yang digunakan sebagai tempat hidup alga ini yaitu 

substrat lunak (lumpur dan campuran (lumpur dan pasir) dan substrat keras (kara-

ng mati, karang hidup, dan batuan) (Subagio dan Kasim, 2019). Jenis alga coklat 

di perairan Indonesia diperkirakan sekitar 28 spesies yang berasal dari enam ge-

nus yaitu Sargassum, Padina, Dyctyota, Hormophysa, Turbinaria, dan Hydro-

clathrus. Genus Sargassum telah teridentifikasi sebanyak 14 spesies, Turbinaria 

sebanyak 4 spesies, Hormophysa sebanyak 1 spesies, Padina sebanyak 4 spesies, 

Dyctyota sebanyak 5 spesies, dan Hydroclathrus sebanyak 1 spesies (Ode dan 

Wasahua, 2014). 

 

Salah satu spesies alga coklat yang banyak didapatkan di perairan Lampung yaitu 

Sargassum polycystum. Penelitian Handayani (2017) dan Asih et al., (2019) juga 

melaporkan bahwa di beberapa perairan Lampung seperti Teluk Lampung (Pia-

bung, Puhawang Barat, Puhawang Timur, Puhawang Kecil, Klagian, Pancur, Lim-

bungan, dan Kalangan) serta Pesisir Barat Lampung banyak ditemukan spesies S. 

polycystum. Spesies alga coklat ini memiliki ciri-ciri tubuh yaitu berwarna coklat, 

thalus berukuran sekitar 35 cm, holfast pipih, bentuk stipe silinder, percabangan 

alternate, sedangkan blade berbentuk panjang cenderung runcing dan bergerigi. 

Klasifikasi dari S. polycystum menurut Widowaty (2018) sebagai berikut: 
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Divisi  : Phaeophyta  

Kelas   : Phaeophyceae  

Ordo   : Fucales  

Famili   : Sargassaceae  

Genus   : Sargassum  

Spesies  : Sargassum polycystum 

 

 

Gambar 2. Morfologi S. polycystum; a. blade, b. gas bladder, c. stipe, d. holdfast 

dan e. thalus (Yip et al., 2018). 

 

2.2 Fukoidan 

Fukoidan dikenal sebagai polisakarida sulfat dengan senyawa penyusun utama fu-

kosa dan sulfat yang dapat merangsang produksi sel-sel imun untuk meningkatkan 

imunitas (Rahma et al., 2015). Komponen sulfat yang terkandung dalam fukoidan 

terdiri atas sedikit monosakarida seperti galaktosa, glukosa, xilosa, dan asam uro-

nat dan yang lainnya mengandung L-fukosa sulfat (Sinurat, 2011). Terdapat ba-

nyak bioaktivitas yang terkandung di dalam polisakarida ini yaitu sebagai aktiva-

tor sel NK (natural killer) yang berfungsi sebagai imunitas alami tubuh (innate 

immunity). Menurut Ale et al. (2011a), fukoidan memiliki toksisitas oral yang 
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rendah, sehingga substitusi senyawa tersebut dalam suatu produk makanan aman 

untuk dikonsumsi. Senyawa fukoidan pada alga coklat secara alami dapat melin-

dungi alga tersebut dari mikroorganisme berbahaya yang terlarut dalam air laut 

(Sinurat dan Maulida, 2018).  

 

Fukoidan awalnya dinamakan fukoidin karena mengandung fukosa yang tersulfasi 

(Fletcher et al., 2017). Tingkat sulfasi pada fukoidan dapat mempengaruhi tinggi 

rendahnya bioaktivitas dari polisakarida ini, meskipun faktor lain seperti struktur 

dan berat molekul dari fukoidan juga dapat mempengaruhi (Chizhov et al., 1999). 

Menurut Choi et al. (2013), fukoidan dengan berat molekul yang lebih rendah me-

nunjukkan resistensi yang lebih tinggi terhadap aktivitas transformasi sel daripada 

berat molekul tinggi. Kemurnian fukoidan dan berat molekul fukoidan mempe-

ngaruhi bioaktivitas dalam fungsinya sebagai imunostimulan (Wang et al., 2016). 

Adapun perbedaan struktur fukoidan dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu tem-

pat tumbuhnya fukoidan (arus laut, kecerahan, salinitas, suhu, dan kedalaman), 

jenis alga, waktu panen, musim, tahap pertumbuhan, dan proses ekstraksi baik 

jenis pelarut, suhu, maupun waktu ekstraksi (Sinurat dan Kusumawati, 2017).  

 

Polisakarida ini pertama kali diekstraksi pada tahun 1913 dari spesies alga coklat 

yaitu Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum, dan Fucus vesiculosus (Mc-

Dowell, 1990). Fukoidan termasuk polisakarida bermuatan negatif dan sangat hi-

groskopis (Cui et al., 2018). Kandungan fukoidan setiap spesies berbeda-beda ter-

gantung dari jenis, lingkungan perairan dan musim pada saat alga dipanen. Kan-

dungan fukoidan dapat diketahui dengan mengukur tiga komponen utamanya yai-

tu gula, sulfat, dan asam uronik. Salah satu cara untuk mengkorfirmasi adanya fu-

koidan pada alga coklat yaitu dengan melihat gugus fungsi sulfat. Adanya polisa-

karida sulfat merupakan ciri khas dari fukoidan (Sinurat dan Kusumawati, 2017; 

Sugiono, 2015; Domili, 2018). Polisakarida ini umumnya memiliki dua bentuk 

yaitu glikosaminoglikan (GAGs) atau F-fukoidan yang tersusun dari ester tersul-

fatasi L-fukosa sebanyak 95% dan U-Fukoidan yang tersusun atas 20% asam 

glukoronat (Ale et al., 2011b). Pemanfaatan fukoidan secara maksimal dapat 
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meningkatkan potensi alam dan kekayaan hayati maritim di Indonesia (Cumashi 

et al., 2007; Xue et al., 2013; Atashrazm et al., 2015). 

 

Senyawa aktif yang terdapat pada fukoidan memiliki bioaktivitas sebagai antikan-

ker, antiatherosklerosis, antiinflamasi, antikoagulan, imunomodulator dan antiok-

sidan (Satyarsa, 2019). Menurut penelitian Senthilkumar et al. (2013), fukoidan 

menghambat proliferasi sel kanker dengan menginduksi apoptosis dan sel penang-

kapan siklus, menghambat angiogenesis dan juga metastasis. Studi lain menunjuk-

kan bahwa fukoidan nanokomposit telah digunakan untuk memperbaiki tulang pa-

da kelinci (Young et al., 2016). Penelitian Han et al. (2015) melaporkan bahwa 

fukoidan dapat digunakan untuk agen terapi yang kuat untuk mengobati penyakit 

iskemik pada tikus dan juga berfungsi sebagai agen antikanker potensial untuk 

mengobati kanker usus besar.  

 

Pemanfaatan fukoidan pada bidang akuakultur juga banyak dilakukan dan terbukti 

dapat dijadikan sebagai pakan fungsional pada berbagai spesies ikan maupun 

udang. Trailalgar et al. (2010) melaporkan bahwa pemberian pakan dengan fuko-

idan pada juvenile Marsupenaeus japonicas secara signifikan dapat meningkatkan 

bobot tubuh, laju pertumbuhan spesifik, dan retensi protein serta menurunkan ra-

sio konversi pakan. Pemberian fukoidan sebanyak 0,1-0,3% juga dapat mening-

katkan pertumbuhan pada Penaeus monodon (Sivagnanavelmurugan et al., 2014). 

Penelitian Nazir et al. (2017) melaporkan bahwa penambahan metionin dengan 

fukoidan menunjukkan efek sinergis dalam meningkatkan pertumbuhan Labeo 

rohita (Nazir et al., 2017).  

 

Studi lain oleh Purbomartono et al. (2019) menemukan bahwa suplementasi fu-

koidan P. boergesenii pada pakan dengan dosis 4.000 dan 6.000 mg/kg
-1

 efektif 

untuk meningkatkan imun nonspesifik, ketahanan serta pertumbuhan lele dumbo. 

Suplementasi fukoidan juga terbukti memiliki bioaktivitas sebagai antivirus dan 

pemicu respon imun pada udang (Sivagnanavelmurugan et al., 2015; Sinurat et 

al., 2016; Setyawan et al., 2018). Selain itu, suplementasi fucoidan Undaria pin-

natifida dengan dosis 10g/kg pakan juga menunjukkan adanya peningkatan per-
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tumbuhan baik berat, panjang, dan luas otot serat.pada juvenile Calcarifer Lates 

(Tuller et al., 2014).  

 

2.3 Bakteri Pendegradasi Fukoidan 

Sejauh ini fukoidan alga coklat telah banyak dimanfaatkan sebagai kandidat obat-

obatan karena menunjukkan aktivitas biologis yang kuat, baik sebagai antibakteri, 

antivirus, antitumor, antikoagulan, dan antioksidan (Prasetya et al., 2020). Namun 

polisakarida ini memiliki polisulfat dengan berat molekul yang tinggi dan karakte-

ristik serupa satu sama lain, sehingga isolasi polisulfat individu masih sulit dilaku-

kan. Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa terdapat berbagai metode 

yang dapat dilakukan untuk menghasilkan fukoidan dengan molekul rendah yakni 

dengan hidrolisis asam (Karlsson dan Singh, 1999), degradasi radikal bebas (Wu 

et al., 2013; Zhao et al., 2016), degradasi ultrasonik (Guo et al., 2014), degradasi 

suhu tinggi (Shi et al., 2019), dan hidrolisis enzimatik (Chen et al., 2019; Hifney 

et al., 2018; Silchenko et al., 2018).  

 

Efisiensi degradasi fukoidan dengan metode hidrotermal dilaporkan hanya me-

ningkat dari 63% menjadi 73% (Lahrsen et al., 2018a; Morimoto et al., 2014). 

Adapun degradasi dengan hidrogen peroksida dilaporkan dapat menyebabkan de-

polimerisasi hingga 87% setelah 8 perlakuan (Lahrsen et al., 2018b). Sementara, 

hidrolisis enzimatik selama 2 jam oleh fukoidanase dapat mendegradasi fukoidan 

sebesar 98% (Chen et al., 2019). Dibandingkan dengan metode kimia dan fisik la-

innya, hidrolisis enzimatik menjadi metode yang paling efektif karena lebih mu-

dah, lebih efisien dan lebih terkontrol (Chen et al., 2016a; Lahrsen et al., 2018b). 

Selain itu, fukoidan hasil degradasi enzimatik ternyata lebih bebas dari gangguan 

sisa reagen berbahaya, sehingga keamanan lebih baik dan dapat diaplikasikan pa-

da makanan fungsional (Lahrsen et al., 2018a). Namun sampai saat ini ketersedian 

fukoidanase komersial belum banyak sehingga untuk mendegradasi fukoidan ma-

sih sulit (Chang et al., 2010). 

 

Pemanfaatan bakteri laut diketahui dapat digunakan sebagai pendegradasi fukoi-

dan pada alga coklat. Berbagai kajian telah dilakukan pada beberapa jenis alga 
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coklat untuk dapat mengisolasi polisakarida ini menjadi fukoidan dengan molekul 

rendah. Penelitian oleh Sakai et al. (2004) menemukan bahwa bakteri famili Alte-

romonadaceae dari air laut memiliki kemampuan menghasilkan fukoidanase dan 

mendegradasi fukoidan Kjjelmaniella crassifolia. Menurut Silchenko et al. (2013) 

bakteri laut Formosa algae KM 3553 juga dapat mendegradasi fukoidan Fucus 

evanescens dan Fucus vesiculosus. Kim et al. (2015a) menambahkan bahwa bak-

teri laut Sphingomonas paucimobilis PF-1 dapat mendegradasi fukoidan Undaria 

pinnatifida menjadi 1000-4000 Da. Selain itu, Nagao et al. (2018) juga menam-

bahkan bahwa strain bakteri laut Luteolibacter alga H18 dapat mendegradasi fu-

koidan dari Cladosiphon okamanus. Beberapa bakteri laut lainnya juga terbukti 

dapat menghasilkan fukoidanase yaitu Pseudomonas sp., Vibrio sp., Bacillus sp. 

HTP2, dan Pseudoalteromonas sp. (Sakai et al., 2002; Urvantseva et al., 2006).  

 

2.4 Fukoidanase 

Fukoidanase dikenal sebagai enzim yang dapat mengkatalisis pemutusan ikatan 

glikosida antara residu fukosa sulfat dalam fukoidan. Enzim ini pertama kali dide-

tesiskan pada tahun 1959 dan tergolong ke dalam enzim glikosidase (Kusaykin et 

al., 2016). Namun efisiensi produsen fukoidanase ini diketahui jauh lebih sedikit 

daripada laminarinases, amilase, selulase, dan glikosidase lainnya (Kusaykin et 

al., 2016). Istilah fukoidanase kemudian muncul tahun 1967 pada sebuah artikel 

tentang isolasi enzim dari hepatopankreas Haliotus sp. (Thanassi dan Nakada, 

1967). Enzim ini diproduksi oleh organisme laut seperti bakteri (Silchenko et al., 

2013), invertebrata (Silchenko et al., 2014a), dan beberapa jamur (Rodriguez-

Jasso et al., 2010).  

 

Sejauh ini hanya terdapat beberapa penelitian mengenai isolasi dan karakterisasi 

fukoidanase yang telah dilakukan. Hal tersebut dikarenakan struktur fukoidan ter-

golong kompleks dan umumnya heteropolisakarida sehingga klasifikasi fukoida-

nase cukup sulit. Klasifikasi berdasarkan kemiripan urutan asam amino merupa-

kan alternatif untuk mengetahui urutan asam amino berdasarkan jenis ikatan ter-

hidrolisis. Pengklasifikasian berdasarkan homologinya disebut sebagai carbohyd-

rate active enzyme atau CAZy. Menurut CAZy, hidrolase glikosida (GH) dibagi 
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menjadi 133 famili, dimana setiap famili mengandung peptida yang serupa dalam 

urutan asam amino dan dalam struktur sekundernya. Metode ini juga digunakan 

untuk mengklasifikasi peptida dengan sifat yang tidak diketahui. Selain itu, CAZy 

dilaporkan dapat memprediksi sifat katalitik, molekuler suatu enzim (Gebler et 

al., 1992), dan geometri ikatan glikosida yang dibelah (Henrissat et al., 1995). 

 

Terdapat beberapa publikasi terkait sifat fisika-kimia fukoidanase yang terhidroli-

sis dari bakteri laut. Menurut Kusaykin et al. (2016) fukoidanase dari bakteri da-

pat bekerja maksimal pada kondisi pH netral atau basa sedangkan fukoidanase da-

ri jamur dan moluska lebih optimal pada pH asam. Adapun pH yang optimal un-

tuk aktivitas endo-fukoidanase dari Lambis sp. (Silchenko et al., 2014b), Dendry-

phiella arenaria TM94 (Wu et al., 2011a) dan Fusarium sp. LD8 (Wu et al., 

2011b) berkisar antara 4,9-6. Colin et al. (2006) juga menambahkan bahwa fukoi-

danase dari Fucobacter marina SA-0082 terhambat aktivitasnya pada suhu 30°C. 

Suhu 20-25°C dan pH 7,5 merupakan kondisi yang optimal untuk aktivitas fukoi-

danase dari M. fucanivora SW5T (Sakai et al., 2003). Selanjutnya fukoidanase dari 

bakteri laut Formosa algae KMM 3553
T

 [fukoidanase dari Alga formosa (FFA)] 

menunjukkan aktivitas maksimum pada kisaran pH yang luas yaitu 6,5-9,1, yang 

juga menjadi ciri khas dari fukoidanases bakteri laut (Silchenko et al., 2013).  

 

Substrat yang spesifisitas untuk menguji aktivitas fukoidanase juga telah dilapor-

kan oleh Trang et al. (2022) yang melaporkan bahwa endo-ɑ(1,4)-fukoidanase 

Fhf2 dari Formosa haliotis menunjukkan aktivitas yang tinggi hingga rendah pada 

fukoidan F. evanescens, F. vesiculosus, S. mcclurei, dan S. polycystum sedangkan 

pada fukoidan Turbinaria ornata dan Saccharina latissima tidak menunjukkan a-

danya aktivitas fukoidanase. Penelitian oleh Zhu et al. (2021) menambahkan bah-

wa beberapa logam juga dapat mempengaruhi aktivitas endo-α(1-3)-fukoidanase 

dari Alteromonas sp. SN-1009 dengan substrat fukoidan Kjellmaniella crassifolia. 

Hasil penelitiannya mendapatkan bahwa Fe
3+ 

mampu meningkatkan aktivitas hid-

rolisis hampir 100%, Mn
2+ 

meningkatkan aktivitas sebesar 19,5%, sedangkan Co
2+ 

dan Cu
2+ 

sepenuhnya menonaktifkan enzim. Adapun logam Ni
2+, 

Mg
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

, 

Ca
2+

, Ba
2+

 dan Li
+
 menurunkan aktivitas masing-masing sebesar 58,8%, 56,0%, 
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50,6%, 47,7%, 28,9%, 15,6% dan 37,5%, sedangkan Fe
2+

 tidak menunjukkan pe-

ngaruh yang jelas pada aktivitas endo-α(1-3)-fukoidanase. Fukoidanase memiliki 

exo- dan endo-enzim, exo-fukoidanase memotong monosakarida dari ujung rantai 

polisakarida sedangkan endo-fukoidanase membelah di tengah polisakarida (Kim 

et al., 2010).  

 



 

 
 
 
 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-Oktober 2022, bertempat di Labora-

torium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat dan bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada 

Tabel 1 dan Tabel 2. 

Tabel 1. Alat-alat penelitian 

No. Alat Kegunaan 

1. Erlenmeyer Pencampuran larutan dan bahan, serta 

menyimpan media. 

2. Tabung eppendorf Sebagai alat atau wadah sentrifugasi 

3. Timbangan digital Menimbang bahan yang akan digunakan 

4. pH paper Mengukur pH pada larutan 

5. Gelas ukur Menakar volume larutan yang digunakan 

6. Autoklaf Mensterilkan alat dan bahan uji 

7. Spektofotometer Mengukur absorbansi uji 

8. Toples kaca 2 l Perendaman rumput laut 

9. Kertas Whatman  Penyaring hasil maserasi 

10. Evaporator Mengevaporasi ekstrak 

11. Cawan petri Tempat kultur bakteri 

12.  Freezer (20
o
C)   Menyimpan sampel 

13.  Oven Mengeringkan ekstrak 

14. Inkubator Tempat inkubasi isolat bakteri 

15.  Kertas cakram Sebagai alat uji zona bening 

16.  Shaker Menghomogenkan larutan 

17.  Mikropipet Memindahkan larutan 

18.  Vortex Menghomogenkan larutan 

19. Laminar air flow Tempat persiapan inokulasi isolat 
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Tabel 1. (Lanjutan) 

No. Alat Kegunaan 

19. Corong kaca Membantu proses pencampuran bahan 

20. Blue tip Mengambil sampel larutan dengan volume 

sampai 1 ml 

21. Yellow tip Mengambil sampel larutan dengan volume 

sampai 200 µl 

22. Kaca preparat Sebagai alat uji Gram bakteri 

 

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian 

No. Bahan Kegunaan 

1. Alga coklat Menghasilkan fukoidan dan bakteri simbion. 

2. HCl 0,1 N dan 0,2 N Bahan maserasi 

3. CaCl2 Bahan ekstraksi fukoidan alga coklat 

4. Ethanol 96% Bahan proses depigmentasi 

5. Media nutrient agar 

(NA) 

Menumbuhkan dan mengembangbiakkan 

bakteri 

6. Media nutrient broth 

(NB) 

Menumbuhkan dan mengembangbiakkan 

bakteri 

7.  KOH 3% Bahan uji Gram bakteri 

8. Akuades Melarutkan pelarut bahan-bahan kimia 

9. DNS Bahan uji aktivitas fukoidanase 

10.  NaOH 2% Bahan pereaksi DNS 

11.  Fenol Bahan pereaksi DNS 

12. Na bisulfit Bahan pereaksi DNS 

13. K-Na tartrat Bahan pereaksi DNS 

14. Setil piridinium klorida 

10% 

Bahan uji aktivitas fukoidanase kualitatif dan 

semi kuantitatif 

15. H2O2 3% Bahan uji katalase bakteri 

16. Air laut Melarutkan media dan bahan-bahan kimia 

17. Dedak gandum Bahan produksi fukoidanase 

18. Glukosa Bahan produksi fukoidanase 

19. NaNO3 Bahan produksi fukoidanase 

20. MgSO4.7H2O Bahan produksi fukoidanase 

21. NaCl Bahan produksi fukoidanase 

22. Fukosa Standar gula pereduksi 

23. Buffer Sitrat 0,1 M pH 6 Bahan uji aktivitas fukoidanase kuantitatif 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu ekstraksi fukoidan S. 

polycystum, isolasi bakteri, produksi dan uji aktivitas fukoidanase, dan karakteri-

sasi bakteri penghasil fukoidanase terbesar secara morfologi, biokimia, dan mole-

kuler 16S rDNA (Gambar 3).  
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Tahap I 

 

 

 

 

 

Tahap II 

 

 

 

 

 

 

 

Tahap III 

 

 

 

 

 

 

 

Tahap IV 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Diagram alir penelitian. 

 

Parameter 

Parameter 
1. Aktivitas fukoidanase kualitatif 

2. Aktivitas fukoidanase semi kuantitatif 

3. Kadar protein enzim 

4. Aktivitas fukoidanase kuantitatif 

Parameter 

Parameter 

Ekstraksi fukoidan  

Sargassum polycystum 
Mendapatkan fukoidan lokal dan 

informasi karakteritiknya 

1. Total Karbohidrat 

2. Total Sulfat 

3. FT-IR 

Isolasi bakteri penghasil 

fukoidanase dari S. 

polycystum 

Mendapatkan kandidat bakteri 

penghasil fukoidanase  

1. Pengenceran bagian thalus 

2. Pengenceran semua bagian alga  

3. Sebar bagian thalus 

Produksi dan uji aktivitas 

fukoidanase 

1. Mendapatkan enzim fukoidanase 

dari bakteri terpilih 

2. Mendapatkan bakteri dengan 

aktivitas fukoidanase tinggi pada 

medium fukoidan lokal 

 

Karakterisasi bakteri 

penghasil fukoidanase 

terbesar dari alga coklat 

Mendapatkan isolat simbion penghasil 

fukoidanase terbesar yang 

teridentifikasi 

1. Identifikasi secara morfologi 

2. Identifikasi secara biokimia 

3. Identifikasi secara molekuler PCR 16S    

    rDNA 
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3.3.1 Koleksi Sargassum polycystum 

Sampel alga coklat S. polycystum didapatkan dari perairan Lampung yaitu Pantai 

Sebalang, Kecamatan Katibung, Kabupaten Lampung Selatan pada Juni 2022. 

Sampel kemudian dimasukkan ke dalam plastik kemudian disimpan sementara 

dalam coolbox dan dibawa ke laboratorium Budidaya Perikanan, Fakultas Perta-

nian, Universitas Lampung untuk dikeringkan sebagai sampel ekstraksi. 

 

3.3.2 Ekstraksi Fukoidan 

Ekstraksi fukoidan dilakukan dengan menggunakan metode asam (Setyawan et 

al., 2018). S. polycystum yang sudah dikeringkan dan digiling, ditimbang seba-

nyak 50 gram untuk dimaserasi dalam 0,1 N HCl Merck (1:10 m/v) selama 24 

jam. Ekstrak kemudian disaring dengan kain blancu untuk memisahkan filtrat dan 

endapan. Endapan sebelumnya dimaserasi kembali menggunakan 0,2 N HCl 

Merck (1:10 m/v) selama 24 jam dan kemudian disaring untuk mengambil filtrat-

nya. Dua ekstrak tersebut selanjutnya digabungkan dan disaring menggunakan 

kertas Whatman nomer 40. Ekstrak lalu diuapkan dengan menggunakan rotary 

evaporation (IKA RV 10, Germany) pada suhu 60⁰ C (IKA HB 10, Germany) un-

tuk mendapatkan 100 ml volume hasil akhir ekstraksi. Ekstrak dipresipitasi de-

ngan etanol 96% dingin dan disimpan dalam lemari es selama 2 jam. Selanjutnya 

ekstrak disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 3.000 rpm. Endapan dila-

rutkan dalam akuades pada pH 2 dengan tambahan kalsium klorida (CaCl2 Merck) 

pada konsentrasi akhir 2 M dan didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang (30ºC). 

Ekstrak lalu disentrifugasi kembali selama 15 menit pada kecepatan 3.000 rpm. 

Supernatan diambil untuk kemudian diendapkan dengan etanol 96% dingin sela-

ma 24 jam. Sentrifugasi kembali dilakukan dengan kecepatan 3.000 rpm selama 

15 menit untuk diambil endapannya yang merupakan fukoidan (Lampiran 2-4).  

 

3.3.3 Karakterisasi Fukoidan S. polycystum 

3.3.3.1 Total Karbohidrat 

Sampel ditimbang sebanyak 0,5 g lalu dihidrolisis dengan 5 ml HCl 2,5 N, kemu-

dian dipanaskan selama 2,5 jam pada waterbath suhu 80ºC. Sampel selanjutnya 
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diencerkan dengan akuades hingga volume akhir 250 ml pada labu ukur. Sampel 

disaring dengan kertas Whatman (diameter 13 mm dan pori 0,45 m) dan diambil 

0,5 ml. Sampel kemudian ditambahkan akuades hingga sampai volume akhir 10 

ml, selanjutnya dikomplekskan sesuai larutan baku glukosa dengan penambahan 

fenol 5% sebanyak 1 ml dan H2SO4 sebanyak 5 ml. Larutan baku glukosa dan 

sampel diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 490 nm. 

 

3.3.3.2 Analisa Kandungan Sulfat 

Sampel ditimbang sebanyak 1 g dan ditambahkan akuades 25 ml, kemudian di-

shaker selama 30 menit pada kecepatan 180 rpm. Sampel disaring dan dianalisis 

menggunakan metode sesuai aturan SNI 06-6989.20-2004. 

 

3.3.3.3 Analisa fourier transformed infra red (FT-IR) 

Analisis spektrofotometer fourier transform infrared (FT-IR) dilakukan untuk me-

nentukan gugus fungsinya dengan menggunakan FT-IR Spectroscopy, kemudian 

direkam oleh spektrum infra merah pada rentang bilangan gelombang 4.000-500 

cm
-1

 (Sinurat, 2011). 

 

3.3.4 Isolasi Bakteri Simbion Penghasil Fukoidanase 

Metode isolasi bakteri simbion pada alga coklat dilakukan dengan metode sebar 

(spread plate method) mengikuti penelitian Subaryono (2019). Sebanyak 10 g 

rumput laut coklat segar dicincang dan diambil 1 g, kemudian dimasukkan pada 

tabung reaksi yang telah terdapat 9 ml air laut steril dengan demikian diperoleh 

pengenceran pertama (10
-1

). Pengenceran pertama lalu dihomogenkan dengan 

vortex dan diambil 1 ml dengan pipet steril lalu dimasukkan pada tabung reaksi 

berisi 9 ml air laut steril dan diperoleh pengenceran 10
-2

. Proses pengenceran terus 

dilakukan sampai pengenceran 10
-3

. Hasil pengenceran tersebut kemudian diambil 

100 µl untuk selanjutnya disebar dan diratakan pada cawan petri berisi media NA 

dengan rod spreader steril. Media selanjutnya diinkubasi selama 48 jam pada su-

hu 37°C. Bakteri yang tumbuh kemudian dipurifikasi dengan metode gores kuad-

ran. Koloni bakteri diambil dengan jarum ose dan dipisahkan berdasarkan 
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perbedaan warna dan bentuk koloni pada media NA dalam cawan petri baru. Iso-

lat murni yang didapatkan selanjutnya disimpan pada media agar miring.  

 

Isolasi bakteri simbion S. polycystum juga dilakukan dengan metode gores (streak 

plate method) mengikuti penelitian (Kumar et al., 2016). Sebanyak 10 g rumput 

laut segar dibersihkan terlebih dahulu dengan air laut steril. Diambil bagian thalus 

dan kemudian dibelah menjadi dua bagian dengan pisau steril. Thalus tersebut lalu 

ditanam kedalam media NA dengan cara menempelkan bagian yang dibelah de-

ngan sedikit ditekan. Sampel kemudian diinkubasi pada inkubator selama 48 jam 

suhu 36ºC. Koloni bakteri yang tumbuh diisolasi dan dipurifikasi. 

 

3.3.5 Uji Aktivitas Fukoidanase Secara Kualitatif dan Semi Kuantitatif 

Penentuan aktivitas fukoidanase secara kualitatif dan semi kuantitatif dilakukan 

metode cetyl pyrydinium chloride (CPC) mengikuti penelitian Sawant et al. 

(2015) dan Subaryono (2019) dengan beberapa modifikasi. Sebanyak 100 μl bi-

akan bakteri simbion yang telah diinkubasi selama 24 jam diteteskan dan dirata-

kan dengan menggunakan rod spreader pada cawan petri berisi media NA dengan 

tambahan fukoidan 1 mg/ml dan dibiarkan selama 1 jam agar bakteri dapat berdi-

fusi ke dalam media. Kertas cakram (diameter 6 mm) selanjutnya diletakkan di a-

tas permukaan agar dan kemudian ditetesi dengan larutan setil piridinium klorida 

(C21H38ClN)10%. Media NA lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 36⁰ C. 

Isolat simbion yang positif akan menunjukkan aktivitas fukoidanase dengan 

adanya zo-na bening di sekitar kertas cakram.  

 

Isolat positif kemudian dilakukan uji aktivitas fukoidanase secara semi kuantitatif 

sebanyak 3 kali ulangan dengan metode yang sama seperti kualitatif. Isolat bakteri 

dikultur pada media NA yang mengandung fukoidan 1 mg/ml dan ditetesi dengan 

larutan C21H38ClN 10%. Media kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

36⁰ C. Setelah masa inkubasi selanjutnya dilihat zona bening di sekitar kertas 

cak-ram. Indeks aktivitas fukoidanase dihitung dengan persamaan berikut 

mengikuti penelitian Subaryono (2019): 
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Indeks Aktivitas  
(                                )

                
       

 

3.3.6 Pembuatan Kurva Standar Fukosa 

Pembuatan kurva standar fukosa dilakukan dengan membuat larutan stok 1000 

ppm terlebih dahulu mengikuti penelitian Manivasagan dan Oh (2015). Larutan 

stok 1000 ppm dibuat dengan menimbang 0,1 g fukosa kemudian dimasukkan ke 

dalam labu ukur 100 ml dan ditambahkan aquades sampai tanda batas. Larutan ini 

selanjutnya digunakan untuk membuat deret larutan standar fukosa dengan variasi 

konsentrasi sebesar 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm. Masing-ma-

sing larutan dengan variasi konsentrasi kemudian diambil 1 ml dan ditambahkan 1 

ml pereaksi DNS (3,5-dinitrosalicylic acid). Campuran dihomogenkan dengan 

vortex dan diinkubasi pada air mendidih suhu 100ºC selama 7 menit. Larutan ke-

mudian didinginkan pada suhu ruangan dan selanjutnya ditambahkan 3 ml akua-

des. Setiap perlakuan dilakukan 3 kali ulangan dan absorbasi dibaca pada panjang 

gelombang 540 nm dalam spektofotometer UV-vis. Absorban yang diperoleh dio-

lah dengan menggunakan Microsoft Excel dengan nilai absorban sebagai sumbu x 

dan nilai konsentrasi sebagai sumbu y sehingga diperoleh persamaan reaksi dan 

regresinya. 

 

3.3.7 Produksi Enzim Fukoidanase Ekstrak Kasar 

Beberapa isolat dengan indeks aktivitas fukoidanase terbesar akan dipilih untuk 

produksi fukoidanase ekstrak kasar mengikuti penelitian Manivasagan dan Oh 

(2015) dengan beberapa modifikasi. Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasikan 

kedalam 10 ml media NB dan kemudian diinkubasi pada inkubator suhu 36⁰ C se-

lama 24 jam. Hasil kultur sebanyak 5 ml kemudian diinokulasikan ke media spesi-

fik yang terdiri dari 5 g dedak gandum, 1 g bubuk S. polycystum, 0,5 g glukosa, 

0,05 g NaNO3, 0,05 g MgSO4.7H2O, 1 g NaCl, dan air laut dengan volume akhir 

100 ml yang telah steril. Inkubasi kemudian dilakukan terhadap bakteri dan media 

spesifik pada shaker kecepatan 150 rpm dengan suhu 28°C selama 4 hari. Produk-

si enzim dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 5 ml kultur dan kemudian 
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dimasukkan ke tabung falcon untuk disentrifugasi. Sentrifugasi dilakukan pada 

kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Pemanenan dilakukan pada interval wak-

tu yang berbeda yaitu jam ke-24, 48, 72, dan 96. Supernatan yang diperoleh meru-

pakan ekstrak enzim kasar yang akan diukur aktivitas enzim dan kadar proteinnya. 

 

3.3.8 Uji Aktivitas Fukoidanase secara Kuantitatif 

Filtrat ekstrak enzim kasar dilakukan uji aktivitas fukoidanase dengan metode 

DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) (Manivasagan dan Oh, 2015). Pengukuran aktivi-

tas fukoidanase dilakukan dengan mengukur kadar gula reduksi dengan menyiap-

kan 3 kelompok tabung reaksi yang terdiri dari sampel, kontrol dan blanko. Tabu-

ng sampel terdiri dari 0,9 ml larutan campuran (fukoidan S. polycystum 1% dan 

buffer sitrat 0,1 M pH 6) ditambah dengan 0,1 ml filtrat enzim lalu diinkubasi 

pada suhu 50ºC selama 10 menit. Reaksi kemudian dihentikan dengan penamba-

han pereaksi DNS sebanyak 1 ml. Pereaksi DNS dibuat berdasarkan penelitian 

Subaryono (2019) (Lampiran 5). Tabung sampel kemudian dipanaskan dalam air 

mendidih suhu 100ºC selama 7 menit. Setelah sampel didinginkan pada suhu 

ruang kemudian ditambahkan 3 ml akuades.  

 

Adapun tabung kontrol diisi dengan 0,9 ml larutan campuran (fukoidan S. poly-

cystum 1% dan buffer sitrat 0,1 M pH 6) ditambah dengan 0,1 ml filtrat enzim 

tanpa inkubasi. Tabung kontrol kemudian langsung dipanaskan dalam air mendi-

dih suhu 100ºC selama 7 menit. Selanjutnya didinginkan pada suhu ruang lalu di-

tambahkan 3 ml akuades. Blanko yang digunakan terdiri dari 1 ml larutan fukoi-

dan 1% dan 1 ml DNS yang dipanasakan terlebih dahulu dalam air mendidih suhu 

100ºC selama 7 menit. Blanko yang telah dingin kemudian ditambahkan 3 ml aku-

ades. Masing-masing tabung uji tersebut dilakukan 3 kali ulangan dan kemudian 

absorbansinya diukur dengan spektofotometer pada panjang gelombang 540 nm 

untuk mengetahui kadar gula yang tereduksi. Satu unit enzim dinyatakan sebagai 

jumlah enzim yang melepaskan 1 µmol gula pereduksi per menit. Perhitungan 

aktivitas ekstrak enzim kasar fukoidanase dihitung dengan persamaan berikut 

(Murtiyaningsih dan Hazmi, 2017): 
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                      (    )  
                            

                          
 

 

Keterangan : 

FP : faktor pengenceran 

BM fukosa : berat molekul fukosa 

 

3.3.9 Penentuan Kadar Protein Total 

Pengukuran kadar protein terlarut pada supernatan ekstrak enzim kasar dilakukan 

dengan metode Bradford (Subaryono, 2019). Pembuatan kurva standar untuk pe-

ngukuran protein terlarut yaitu dengan membuat beberapa konsentrasi BSA (bovi-

ne serum albumin) yaitu  20, 40, 60, 80, 100 ppm. Masing-masing konsentrasi ke-

mudian diambil 1 ml dan ditambakan reagent Bradford sebanyak 10 ml. Larutan 

kemudian di vortex agar homogeny dan selanjutnya didiamkan selama 10 menit 

pada suhu kamar. Absorbansi dibaca dengan spektofotometer UV-vis dengan pan-

jang gelombang 595 nm dengan masing-masing konsentrasi dilakukan 3 kali ula-

ngan. Hasil absorbansi diplotkan dengan microsoft excel untuk mendapatkan per-

samaan dengan sumbu x yaitu nilai absorbansi dan sumbu y yaitu konsentrasi 

BSA. Pengukuran protein terlarut dilakukan dengan menambahkan 1 ml ekstrak 

enzim kasar dan 1 ml Bradford, kemudian divortex dan dilakukan pengukuran 

dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang yang sama dengan pengu-

kuran standar BSA. Hasil absorbansi dimasukkan dalam persamaan pada kurva 

standar BSA. 

 

3.3.10 Identifikasi Bakteri Simbion Penghasil Fukoidanase 

3.3.10.1 Identifikasi Morfologi 

Isolat bakteri simbion yang menunjukkan zona hambat yang besar pada uji aktivi-

tas secara kuantitatif selanjutnya dikarakteristisasi secara morfologi mengikuti pe-

nelitian (Riana et al., 2021). Karakterisasi koloni bakteri secara morfologi yang 

diamati meliputi warna, bentuk, elevasi, dan tepian koloni bakteri (Gambar 4). 
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Gambar 4. Karakteristik koloni bakteri (Afriani, 2021). 

 

3.5.5.2 Identifikasi Biokimia 

Adapun identifikasi secara biokimia yang dilakukan yaitu meliputi uji Gram, uji 

katalase, dan uji oksidatif/fermentatif mengikuti penelitian (Riana et al., 2021). 

a. Uji Gram  

Uji Gram bertujuan untuk mengetahui bakteri tersebut termasuk ke dalam kelom-

pok Gram positif atau Gram negatif. Uji ini dilakukan dengan cara mencampurkan 

isolat bakteri sebanyak 1 ose kemudian ditambahkan larutan KOH 3% sebanyak 1 

tetes pada kaca preparat steril. Suspensi selanjutnya diaduk selama satu menit dan 

kemudian loop ditarik dengan lembut. Isolat bakteri tergolong ke dalam bakteri 

Gram negatif jika terdapat lendir (reaksi positif) dan termasuk kategori bakteri 

Gram positif jika tidak terdapat lendir (reaksi negatif) (Hardiansyah et al., 2020). 

 

b. Uji O/F (Oksidatif/Fermentatif)  

Uji oksidatif/ fermentatif (O/F) dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui sifat 

oksidasi atau fermentasi suatu bakteri pada glukosa. Metode identifikasi pada uji 

ini yaitu dengan menyiapkan dua tabung rekasi yang telah terdapat media O/F, 

kemudian salah satu media tersebut diberi parafin cair sedangkan yang lain tidak. 

Parafin cair yang dimasukkann pada media berfungsi sebagai pembanding untuk 
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mengkonfirmasi apakah bakteri tersebut mampu melakukan respirasi tanpa meng-

gunakan oksigen bebas (respirasi anaerob). Hasil pada uji ini akan menunjukkan i-

solat bakteri bersifat fermentatif jika kedua tabung berwarna kuning, namun apa-

bila media yang tidak diberi parafin saja yang berubah menjadi warna kuning arti-

nya bakteri tersebut bersifat oksidatif dan tergolong no reaction (NR) apabila 

kedua tabung tetap berwarna hijau (Arfiandi dan Tumbol, 2020; Fani et al., 2022). 

 

c. Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui adanya enzim katalase 

pada bakteri. Uji ini dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat bak-

teri penghasil fukoidanase lalu dioleskan pada kaca preparat steril. Larutan H2O2 

3% kemudian diteteskan di atas isolat bakteri tersebut dan selanjutnya suspensi 

diaduk terus menerus selama satu menit. Hasil positif ditunjukkan dengan terben-

tuknya gelembung O2 setelah ditetesi dengan H2O2 3% dan sebaliknya (Falakh 

dan Asri, 2022). 

 

3.5.5.3 Identifikasi Molekuler 16S rDNA 

Identifikasi ini dilakukan dengan uji sekuensing gen dan analisis filogenetik ber-

dasarkan pada penetitian Sakai et al. (2004). Identifikasi secara molekuler dilaku-

kan dengan uji sequencing 16S rDNA. Ekstraksi DNA menggunakan DNA purifi-

cation kit terhadap isolat bakteri yang sudah berumur 24 jam. Primer yang diguna-

kan amplifikasi 16S rDNA adalah fragment 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCT-

CAG-3’) dan 1492r (5’-GGCTACCTTGTTACGACTT-3’). Pemilihan kedua je-

nis primer ini karena merupakan primer umum yang sering digunakan untuk iden-

tifikasi bakteri penghasil fukoidanase, sehingga peluang memiliki kecocokan de-

ngan pita DNA berbagai jenis bakteri yang diuji cukup besar. Sequence 16S 

rDNA kemudian dibandingkan dengan multiple sequence data pada GenBank da-

tabase dengan BLAST algorithm dan program CLUSTAL W. dan kemudian di-

buat pohon filogenetik yang diperoleh dari program tersebut. 
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3.3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis secara kuantitatif dan deskrip-

tif. Hasil uji aktivitas fukoidanase secara semi kuantitaif dan kuantitatif ditabulasi 

dan dianalisis secara numerik pada program Microsoft Excel dan one-way analy-

sis of variance (ANOVA) pada tingkat kepercayaan 95% (p<0,05) menggunakan 

perangkat lunak SPSS v26.0. Pengujian selanjutnya dilakukan dengan mengguna-

kan uji Duncan bila terdapat perbedaan yang signifikan antar isolat. Adapun data-

data penelitian berupa hasil isolasi bakteri simbion, hasil uji aktivitas fukoidanase 

secara kualitatif, identifikasi bakteri secara morfologi, biokimia, dan molekuler 

dengan PCR 16S rDNA dianalisis secara deskriptif.  

 



 
 

 
 
 
 
 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa diperoleh 4 isolat bakteri simbi-

on dari S. polycystum yang memiliki aktivitas fukoidanase terbesar yaitu isolat 

GSD, PTF, PSA, dan GSB. Nilai indeks aktivitas fukoidanase yang didapatkan 

secara berturut-turut yaitu isolat GSD (10,66 ± 2,26), isolat PTF (8,69 ± 0,36), i-

solat PSA (8,23 ± 2,64), dan isolat GSB (7,92 ± 0,11). Aktivitas fukoidanase seca-

ra spesifik juga menunjukkan bahwa isolat GSD pada waktu produksi fukoidanase 

48 dan 72 jam memiliki aktivitas paling besar dibandingkan 3 isolat lainnya yaitu 

sebesar 0,0072 U/mg dan 0,0083 U/mg. Identifikasi secara morfologi, biokimia, 

dan molekuler dengan PCR 16S rDNA didapatkan bahwa ketiga isolat dengan ak-

tivitas fukoidanase terbesar yaitu bakteri Cytobacillus kochii (GSD), Bacillus ce-

reus (PTF), dan Brevibacterium sediminis (PSA) dengan kemiripan 99%. 

 

5.2 Saran 

Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk dapat memproduksi fukoidanase dalam 

jumlah yang besar seperti perlunya optimasi kultur sel bakteri untuk meningkat-

kan aktivitas fukoidanase. Selain itu pengaruh lingkungan lainnya seperti pH, 

suhu, dan lama masa inkubasi juga perlu dilakukan agar produksi fukoidanase dari 

3 isolat tersebut dapat lebih maksimal.
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