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ABSTRAK

STUDI OPTIMASI PERTUMBUHAN DAN AKTIVITAS ENZIM
BAKTERI PENGHASIL FUKOIDANASE Cytobacillus kochii GSD
DENGAN VARIASI SALINITAS

Oleh

ALIFIA ADIBILA NURHALISA

Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang memiliki berbagai manfaat, namun
pemanfaatannya kurang optimal apabila memiliki berat molekul tinggi sehingga
diperlukan proses hidrolisis enzimatik menggunakan bakteri penghasil enzim fu-
koidanase, seperti Cytobacillus kochii GSD, untuk menghasilkan fukoidan dengan
berat molekul rendah. Pertumbuhan dan aktivitas enzim fukoidanase dari bakteri
C. kochii GSD dapat ditingkatkan melalui optimasi kondisi kultur, salah satunya
dengan variasi salinitas. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan salinitas opti-
mal bagi pertumbuhan C. kochii GSD serta mengevaluasi aktivitas enzimatiknya.
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Produktivitas Perairan dan Laboratorium
M, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
Optimasi dilakukan pada perlakuan salinitas 3,5 ppt, Sppt, 17,5 ppt, 30 ppt dan
38,5 ppt dengan mengukur kepadatan bakteri menggunakan metode total plate
count (TPC) dan turbidimetri dilanjutkan dengan uji aktivitas enzimatik pada sa-
linitas optimal. Uji aktivitas enzimatik meliputi ekstraksi fukoidan, uji FT-IR dan
uji aktivitas menggunakan metode CPC. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
slinitas 30 ppt memberikan perbedaan nyata terhadap pertumbuhan bakteri di-
bandingkan variasi salinitas lainnya, dengan kepadatan tertinggi sebesar (4,84 x
10%) CFU/mL serta fase pertumbuhan yang paling stabil dan konsisten. Aktivitas
enzim fukoidanase tertinggi tercatat pada jam ke-72 dengan zona aktivitas sebesar
20,97 mm menjadikan salinitas 30 ppt merupakan kondisi optimal untuk pertum-
buhan dan aktivitas enzim fukoidanase secara maksimal.

Kata kunci:  Aktivitas Enzim, Cytobacillus kochii GSD, Fukoidan, Hidrolisis
Enzimatik, Salinitas.



ABSTRACT

STUDY OF THE GROWTH OPTIMIZATION AND ACTIVITY OF THE
FUCOIDANASE PRODUCING BACTERIA Cytobacillus kochii GSD
UNDER VARIATIONS OF SALINITY

By

ALIFIA ADIBILA NURHALISA

Fucoidan is a sulfated polysaccharide, offers a variety of benefits; however, its
utilization is less than optimal in cases where it possesses a high molecular
weight. To address this, an enzymatic hydrolysis process is necessary, employing
fucoidanase-producing bacteria, such as Cytobacillus kochii GSD, to produce low-
molecular-weight fucoidan. The growth and activity of fucoidanase enzyme from
C. kochii GSD bacteria can be enhanced through the optimization of culture con-
ditions, including salinity variation. The objective of this study is to ascertain the
optimal salinity for the cultivation of C. kochii GSD and to assess its enzymatic
activity. The research was conducted at the Aquatic Productivity Laboratory and
Laboratory M, Department of Fisheries and Marine Sciences, Faculty of Agri-
culture, University of Lampung. Optimization was carried out on salinity treat-
ments of 3.5 parts per thousand (ppt), 5 ppt, 17.5 ppt, 30 ppt, and 38.5 ppt. Bac-
terial density was measured using total plate count (TPC) and turbidimetric
methods. Enzymatic activity tests were then conducted at optimal salinity. The
enzymatic activity test is a multifaceted procedure that encompasses fucoidan
extraction, FT-IR testing, and activity assessment employing the CPC method.
The findings indicated that a salinity level of 30 ppt resulted in a substantial im-
pact on bacterial proliferation, as compared to variations in salinity. This con-
dition exhibited the highest bacterial density of 4.84 x 108 CFU/mL and de-
monstrated the most stable and consistent growth phase. The maximum fucoi-
danase enzyme activity was documented at 72 hours, exhibiting an enzyme
activity zone measuring 20.97 millimeters.

Keywords: Enzyme Activity, Cytobacillus kochii GSD, Fucoidan, Enzymatic
Hydrolysis, Salinity.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Fukoidan merupakan polisakarida kompleks yang menyusun dinding sel
alga coklat (Phaeopyceae) yang umumnya terdiri dari fukosa, sulfat, meskipun
struktur kimianya dapat menjadi lebih kompleks dengan adanya monosakarida
lain seperti mannosa, galaktosa, xilosa, asam uronat, gugus asetil, dan protein (Li
et al., 2008). Fukoidan diketahui memiliki aktivitas biologis yang beragam, hal
tersebut menjadikan fukoidan sebagai bahan penelitian yang menarik terutama
dalam bidang kesehatan dan akuakultur (Suresh et al., 2013; Wang et al., 2019;
Abdel-Latif et al., 2022). Fukoidan banyak ditemukan pada berbagai spesies alga
coklat seperti Sargassum polycystum, Sargassum henslowianum, Turbinaria
conoides, Sargassum siliquosum, Sargassum plagiophyllum, Sargassum
crassifolium,dan Acaudina molpadioides (Hu et al., 2017; Nagappan et al., 2017;
Hikariastri et al., 2019; Puspantari et al., 2020; Panjaitan dan Natalia, 2021;
Saetan et al., 2021).

Fukoidan dapat dimanfaatkan dalam berbagai bidang, sebagai antikanker,
antiinflamasi, antitumor, imunomodulator, dan antikoagulan dalam bidang ke-
sehatan, serta sebagai suplemen pada pakan ikan dalam pembudidayaan dimana
Pakan yang mengandung fukoidan dapat membantu pertumbuhan ikan barra-
mundi (Lates calcarifer), serta dapat meningkatkan ketahanan penyakit pada
udang kaki putih (Litopenaeus vannamei) (Tuller et al., 2012; Setyawan et al.,
2018; Wang et al., 2019; Abdel-Latif et al., 2022). Fukoidan memiliki berat
molekul besar yang seringkali menghambat aktivitas biologisnya, sehingga di-
perlukan metode untuk memecah molekul fukoidan menjadi ukuran yang lebih
rendah agar lebih efektif. Fukoidan dengan berat molekul rendah memiliki ke-

unggulan dalam penyerapan yang lebih baik, aktivitas antitrombotik yang lebih



tinggi, serta potensi bioaktivitas yang lebih kuat (Zhao et al., 2016; Garuba et al.,
2020; Liuetal., 2023). Salah satu metode yang dapat digunakan untuk men-
dapatkan fukoidan dengan berat molekul rendah dengan metode hidrolisis
enzimatik (Kusaykin et al., 2016).

Hidrolisis enzimatik menggunakan enzim fukoidanase memungkinkan
pemecahan fukoidan menjadi oligosakarida yang memiliki berat molekul lebih
kecil, baik melalui mekanisme ekso maupun endo (Kusaykin et al., 2016). Enzim
fukoidanase dapat ditemukan pada mikroorganisme laut, seperti pada alga laut dan
teripang Acaudina molpadioides dan juga beberapa spesies bakteri penghasil fu-
koidanase telah berhasil diidentifikasi, yaitu Cytobacillus kochii GSD, Bacillus
cereus PTF, dan Brevibacterium sediminis PSA. Bakeri C. kochii GSD memiliki
aktivitas enzim fukoidanase tertinggi, sehingga potensial untuk digunakan dalam
pemecahan fukoidan lebih lanjut (Kim et al., 2008; Yu et al., 2013; Setyawan et
al., 2023). Aktivitas bakteri fukoidanase dapat ditingkatkan dengan kondisi ling-
kungan yang optimal, seperti pH, suhu, dan salinitas (Darmawan, 2023).

Salinitas merupakan faktor penting yang memengaruhi pertumbuhan bak-
teri, termasuk bakteri penghasil fukoidanase. Penelitian mengenai optimasi sa-
linitas telah dilakukan pada bakteri proteolitik dan bakteri asam laktat, yang me-
nunjukkan bahwa variasi salinitas memiliki pengaruh signifikan terhadap per-
tumbuhan dan produksi metabolitnya. Penelitian yang dilakukan oleh Zainuddin
et al., (2022), menyatakan bakteri Bacillus firmus menunjukkan bahwa kondisi
salinitas dan pH dapat secara signifikan meningkatkan aktivitas protease ekstra-
seluler bakteri tersebut. Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Oktavia et al.,
(2022) pada bakteri Bacillus toyonensis juga mengungkapkan bahwa variasi sa-
linitas dalam media kultur memengaruhi pertumbuhan bakteri proteolitik secara
signifikan pada konsentrasi salinitas. Penelitian lainnya juga melaporkan bahwa
salinitas yang bervariasi mempengaruhi produksi asam organik pada bakteri asam
laktat yang diisolasi dari intestinum udang penaeid (Subagiyo et al., 2015). Pe-
nelitian mengenai pengaruh salinitas pada bakteri penghasil fukoidanase bakteri
C. kochii GSD belum pernah dilakukan, meskipun bakteri menunjukkan aktivitas

enzimatik yang tinggi.



Optimasi kondisi kultur diperlukan agar dapat meningkatkan pertumbuhan
bakteri C. kochii GSD, sehingga dapat lebih efektif menghasilkan fukoidan de-
ngan berat molekul kecil, yang memiliki potensi besar dalam bidang kesehatan
dan akuakultur (Darmawan, 2023). Penelitian lebih lanjut terkait variasi salinitas
pada C. kochii GSD sangat penting untuk menentukan salinitas optimal pertum-

buhan bakteri.

1.2 Tujuan
Tujuan dilakukan penelitian yaitu:
1. Menentukan salinitas optimal untuk pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii
GSD.
2. Menganalisis aktivitas enzimatik bakteri Cyfobacillus kochii GSD dengan

salinitas optimal.

1.3  Manfaat

Manfaat dari penelitian adalah untuk memberi informasi mengenai sa-
linitas optimal bagi pertumbuhan Cytobacillus kochii GSD untuk meningkatkan
produksi dan aktivitas enzim fukoidanase yang dapat digunakan untuk pe-

manfaatan dan pengelolaan sumber daya laut berkelanjutan.

1.4  Kerangka Pikir

Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang menyusun dinding sel alga
coklat, salah satunya Sargassum sp. Fukoidan yang di ekstraksi dari Sargassum
sp. umumnya memiliki berat molekul yang besar sehingga menyebabkan fukoidan
tidak dapat dimanfaatkan secara optimal. Pemecahan fukoidan diperlukan untuk
mendapatkan fukoidan dengan berat molekul rendah yang dapat dilakukan melalui
proses hidrolisis enzimatik dengan enzim fukoidanase. Enzim fukoidanase dapat
dihasilkan oleh bakteri Cytobacillus kochii GSD yang diisolasi dari makroalga
Sargassum polycystum.

Isolat bakteri C. kochii GSD direkultur pada kondisi laboratorium untuk
mendapat jumlah bakteri yang cukup. Optimasi salinitas dilakkukan untuk me-

ningkatkan pertumbuhan dan aktivitas enzim dari bakteri C. kochii GSD karena



salinitas merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri.
Salinitas yang digunakan, yaitu 3,5 ppt, 5 ppt, 17,5 ppt, 30 ppt, dan 38,5 ppt. Fak-
tor media kultur dijaga tetap stabil dengan suhu 37,5 °C, pH 7 dan dengan media
sumber karbon optimal berupa sukrosa dan media co substrat tripton. Uji optimasi
dilakukan dengan menghitung kepadatan bakteri dengan metode fotal plate count
(TPC) dan untuk mengetahui fase pertumbuhan bakteri dilakukan dengan metode
perhitungan turbidimetri. Salinitas optimal yang didapatkan dilakukan uji aktivitas
enzimatik fukoidanase untuk mengevaluasi aktivitas fukoidanase pada bakteri C.
kochii GSD.

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi awal untuk mendapatkan fu-
koidan dengan berat molekul rendah (fukooligosakarida) yang di hidrolisis dengan
hidrolisis enzimatik oleh bakteri penghasil fukoidanase C. kochii GSD dan dapat
dimanfaatkan di berbagai bidang, seperti pengembangan suplemen pakan berbasis
fukoidan. Pemanfaatan potensi Sargassum sp. dan C. kochii GSD secara optimal

juga dapat mendukung pengelolaan sumber daya hayati laut yang berkelanjutan.
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Gambar 1. Kerangka pikir penelitian

1.5 Hipotesis Penelitian

1. Pertumbuhan bakteri

Ho; semua t1=0

Tidak terdapat perbedaan nyata antar perlakuan tingkat salinitas terhadap

pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD.




H:; minimal ada satu ti #0
Terdapat perbedaan nyata antar perlakuan tingkat salinitas terhadap pertumbuhan

bakteri Cytobacillus kochii GSD.

2. Aktivitas Enzim
Ho; semua t1=0

Tidak terdapat perbedaan nyata dalam aktivitas enzim antar waktu pengamatan.

H:; minimal ada satu ti #0

Terdapat perbedaan nyata dalam aktivitas enzim antar waktu pengamatan.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Sargassum sp.
Sargassum merupakan rumput laut yang masuk ke dalam divisi phaeo-

phyta (alga coklat). Klasifikasi Sargassum sp. sebagai berikut (Algaebase, 1998):

Kingdom : Chromista
Filum : Phaeophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum sp.

Sargassum sp. memiliki karakteristik morfologi yang unik, dengan warna
cokelat kekuningan yang disebabkan oleh pigmen-pigmen dominan, seperti pig-
men betakaroten, fucoxanthin, klorofil a dan c, serta xantofil lainnya. Struktur
tubuh Sargassum sp. terbagi atas sebuah holdfast yang berfungsi sebagai struktur
basal, sebuah stipe atau batang semu, dan sebuah frond yang berbentuk seperti

daun (Gambar 2).

Gambar 2. Sargassum sp.
(a) stipe; (b) frond; (c) holdfast
Sumber : (Chen et al., 2025)



Spesies rumput laut genus Sargassum di dunia mencapai 400 jenis dan se-
kitar 12 spesies diketahui terdapat di Indonesia, yaitu S. polyceratium, S. histrix,
S. echinocarpum, S. duplicatum, S. gracilimun, S, microphylum, S. obtusifolium,
S. aquofilum, S. binderi, S. policystum, S. crassifolium, dan S. vulgare. Sargassum
sp. dapat ditemukan di perairan tropis, subtropis, hingga wilayah beriklim dingin.
Sargassum sp. dapat tumbuh dan bertahan di berbagai zona, mulai dari zona inter-
tidal hingga daerah berombak dengan suhu 27,25-29,30 °C dan salinitas 32-33,5
ppt (Triastinurmiartiningsih et al., 2011; Fajri et al., 2020). Sargassum sp. me-
miliki peran ekologis dalam ekosistem, yaitu sebagai tempat berlindung, lokasi
memijah (spawning ground), area mencari makan (feeding ground), serta tempat
asuhan (nursery ground) bagi berbagai biota kecil, termasuk epifauna. Sargassum
sp. memiliki kandungan bioaktif yang dapat dimanfaatkan di berbagai industri.
Sargassum sp. tersusun dari komponen utama berupa protein, senyawa bioaktif,
mineral, asam guluronat, asam manuronat, selulosa, serta unsur makro dan mikro
hara. (Basmal, 2010).

Sargassum sp. mengandung senyawa aktif seperti saponin, steroid, flavor-
noid, antioksidan, alkaloid, triterpenoid, fenol, dan fukoidan (Pakidi dan Suwoyo,
2017; Gazali et al., 2018; Satyarsa, 2019). Fukoidan merupakan polisakarida pe-
nyusun dinding sel Sargassum sp. yang dominan ditemukan pada alga coklat
(Sinurat & Kusumawati, 2017; Idrus et al., 2019; Panjaitan & Natalia, 2021). Ti-
dak hanya kandungan senyawa aktif, Sargassum sp. juga memiliki kandungan
nutrisi yang cukup tinggi, yaitu protein (11,20%), serat (4,83%), karbohidrat
(47,73%), lipid (1,06%), dan polisakarida (21,01%) serta kandungan makro dan
mikro elemen seperti natrium, besi, kalium, dan magnesium (Peng et al., 2013;

Idrus et al., 2019).

2.2 Fukoidan

Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang bersifat bioaktif, dengan
komponen utama berupa L-fukosa dan sulfat yang terkandung dalam alga cokelat
(Utami et al., 2023; Hikariastri et al., 2019). Fukoidan terdapat pada dinding sel
dan bagian intraseluler alga cokelat (Sinurat & Kusumawati, 2017). Fukoidan

pertama kali ditemukan oleh seorang peneliti asal Swedia pada tahun 1913 dari



hasil ekstraksi alga cokelat seperti Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus,
Laminaria digitata, dan Laminaria saccharina. Sejak saat itu, ekstraksi fukoidan
telah dilakukan dari berbagai spesies alga cokelat, termasuk Sargassum
polycystum, Sargassum henslowianum, Sargassum plagiophyllum, Sargassum
silquosum, Turbinaria conoides, Sargassum crassifolium, Acaudina molpadioides
(Hu et al., 2017; Nagappan et al., 2017; Hikariastri et al., 2019; Puspantari et al.,
2020; Panjaitan & Natalia, 2021; Saetan et al., 2021). Fukoidan juga diketahui
dapat diekstrak dari teripang Holothuria polii dan Isostichopus badionotus (Guo
et al., 2014; Mansour et al., 2019). Fukoidan memiliki struktur kimia yang di-
susun oleh fukosa yang terhubung oleh ikatan glikosidik a(1,2), a(1,3), dan atau
a(1, 4), serta gugus sulfat (Gambar 3) (Puspantari et al., 2020). Fukoidan juga ter-
susun dari monosakarida seperti fruktosa, galaktosa, xilosa, rhamnosa dan asam

uronat (Liu et al., 2023).

——.—O 4

Gambar 3. Struktur kimia fukoidan
Sumber: (Jeon et al., 2011)

Fukoidan memiliki berbagai sifat biofungsional seperti antikanker, anti-
diabetes, antioksidan, antibakteri, antivirus, antikoagulan, imunomodulator, anti-
trombotik, antitumor, dan antiinflamasi (Fernando et al., 2018; Gazali et al., 2018;
Puspantari et al., 2020; Saetan et al., 2021; Junaidi, 2022; Maharani et al., 2022).
Sifat biofungsional fukoidan ditentukan oleh strukturnya yang terdiri atas berat
molekul, komposisi monosakarida, derajat dan subtitusi gugus sulfat yang dimana
hal tersebut dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan metode ekstraksi (Fernando et
al., 2020). Pemberian fukoidan pada pakan diketahui dapat meningkatkan per-
tumbuhan pada ikan barramundi (Lates calcarifer). Ikan barramundi yang tidak

diberikan fukoidan, fukoidan 0,5%, fukoidan 1% memiliki rata-rata pertumbuhan
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panjang 256,8 £+ 3,5 mm, 256,5 = 3,1 mm dan 270,5 + 1,9 mm dengan rata-rata
berat 208.4 + 8.1 g/kg, 223 + 6.0 g/kg, 239.7 + 6.8 g/kg (Tuller et al., 2012). Pada
penelitian yang dilakukan oleh Setyawan et al., (2018), fukoidan dapat meningkat-
kan ketahanan penyakit pada udang putih pasifik (Litopenaeus vannamei) ditandai
dengan adanya peningkatan total hemosit, peningkatan aktifitas fagositosik dan
peningkatan superdioxide dismutase (SOD) sebesar 360—410%. Meskipun me-
miliki berbagai manfaat biologis, penerapan fukoidan masih terbatas dikarenakan
berat molekul fukoidan yang tinggi, komposisi kimia yang kompleks, serta ma-
salah kelarutan dan penyerapannya (Liu et al., 2023).

Penelitian yang dilakukan oleh Junaidi (2022), menyatakan bahwa fu-
koidan yang diekstraksi dari Sargassum sp. yang di ekstraksi dengan air memiliki
berat molekul 57,77 kDa dan 2,71 kDa, sedangkan fukoidan yang diekstraksi de-
ngan HCI sebagian besar memiliki berat molekul 46,43 kDa dan 3,38 kDa. Mo-
lekul fukoidan yang besar, tidak efektif jika digunakan secara langsung sebagai
obat ataupun bentuk pemanfaatan lainnya, sehingga diperlukan pemecahan mo-
lekul fukoidan. Pemecahan fukoidan dengan enzim, khususnya enzim fukoidanase
yang dapat memecah ikatan fukoidan menjadi fukoidan dengan berat molekul

rendah (Kusaykin et al., 2016).

2.2.1 Hidrolisis Enzimatik Fukoidan

Fukoidan dapat dipecah menggunakan berbagai pendekatan, baik secara
fisik, kimia, maupun biologi. Pemecahan molekul fukoidan secara fisik dapat
dilakukan dengan iradiasi sinar gamma tanpa menghilangkan gugus sulfat (Choi
& Kim, 2013). Metode hidrolisis asam dan degradasi fotokatalitik menggunakan
Ti02/H20: dan sinar xenon merupakan pemecahan molekul fukoidan secara kimia
yang mampu memecah fukoidan dengan efisiensi tinggi, meskipun berisiko me-
rusak struktur aktif (Qi et al., 2022; Sugimoto et al., 2024). Pemecahan fukoidan
secara biologi, dapat dilakukan dengan menggunakan enzim fukoidanase dari bak-
teri laut telah banyak diteliti karena spesifisitasnya terhadap ikatan glikosidik ter-
tentu (Barzkar et al., 2023). Hidrolisis enzimatik merupakan metode pemecahan
fukoidan menjadi oligosakarida dengan berat molekul rendah (Kusaykin et al.,
2016). Pemecahan ini diperlukan untuk meningkatkan efektivitas fukoidan sebe-

lum diaplikasikan. Fukoidan berat molekul rendah memiliki berbagai keunggulan.
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Penelitian oleh Zhao et al. (2016) menunjukkan bahwa fukoidan dengan berat mo-
lekul rendah 7,6 kDa memiliki kemampuan absorpsi yang lebih baik dibanding-
kan dengan fukoidan dengan berat molekul menengah 35 kDa, ditandai dengan
peningkatan kandungan fukosa dalam plasma hingga dua kali lipat. Penelitian Liu
et al. (2023), juga menunjukkan bahwa fraksi fukoidan dengan berat molekul <6
kDa dan oligosakarida berukuran 1,3-3,3 kDa lebih mudah diserap tubuh, me-
miliki struktur yang lebih homogen, serta menunjukkan aktivitas biologis yang
lebih kuat, seperti efek antiinflamasi dan antioksidan. Fukoidan dengan berat mo-
lekul rendah memiliki aktivitas farmakologis yang luas, termasuk antitumor, anti-
koagulan, imunomodulator, dan antivirus (Garuba et al., 2020). Secara umum, fu-
koidan dengan berat molekul di bawah 10 kDa dikategorikan sebagai fukoidan de-
ngan berat molekul rendah dan dianggap lebih unggul untuk aplikasi terapeutik di-
bandingkan fraksi dengan berat molekul tinggi (=40 kDa) yang cenderung sulit di-
serap secara oral.

Metode pemecahan fukoidan melalui hidrolisis enzimatik menggunakan
enzim fukoidanase memiliki keunggulan karena dapat menghindari kerusakan
pada gugus sulfat ester serta menjaga stabilitas aktivitas biologisnya (Trang et al.,
2022). Enzim fukoidanase bekerja dengan memotong ikatan glikosidik a-(1—3)
dan/atau a-(1—4) pada rantai fukosa sulfat dalam struktur fukoidan. Proses ini
disebut enzymatic digestion dan dilakukan dalam kondisi terkontrol, seperti pH,
suhu, dan waktu yang terkontrol (Kim et al., 2010). Enzim fukoidanase me-
nunjukkan spesifisitas tinggi terhadap struktur substrat, tergantung pada jenis
ikatan dan posisi gugus sulfat. Beberapa jenis fukoidanase hanya aktif terhadap
fukoidan dengan pola ikatan tertentu, seperti a-(1—4)-linked L-fucose, serta sa-
ngat dipengaruhi oleh tingkat sulfatasi dari rantai utamanya. Hasil dari proses hid-
rolisis ini adalah fucooligosakarida dengan berat molekul rendah dengan ukuran
dan derajat sulfatasi yang bervariasi, yang diketahui memiliki aktivitas biologis

lebih tinggi dibandingkan fukoidan utuh (Kusaykin et al., 2016).

2.2.2 Fukoidanase
Pada metode degradasi kimia, struktur sulfat sering kali rusak atau hilang,
yang mengurangi potensi aktivitas biologis fukoidan. Gugus sulfat pada fukoidan

berperan penting dalam berbagai aktivitas biologis, karena fukoidan adalah
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polisakarida tersulfat, sehingga diperlukan pemecahan fukoidan yang tidak me-
rusak struktur sulfatnya (Kim et al., 2015). Pemecahan molekul fukoidan tanpa

perusakan gugus sulfat dapat dilakukan dengan hidrolisis enzimatik yang meng-
gunakan enzim fukoidanase.

Fukoidanase adalah enzim hidrolitik yang mengkatalisis degradasi fu-
koidan menjadi berat molekul rendah tanpa merusak gugus samping seperti sulfat,
sehingga pola penempatan gugus sulfat, aktivitas biologis dan kelarutannya tetap
terjaga (Cunha & Grenha, 2016; Liu et al., 2023). Penelitian yang dilakukan oleh
Hu et al. (2017), menunjukkan bahwa fukoidan yang terhidrolisis oleh fukoidan-
ase dapat memiliki efek antiobesitas dan renoprotektif, yang dalam bentuk lebih
sederhana sebagai oligosakarida dapat memiliki aktivitas antiinflamasi, antiangio-
genik, antikanker, antivirus, prebiotik, dan antikoagulan (Barzkar et al., 2023).

Pada penelitian sebelumnya, telah banyak dilakukan medote untuk hidro-
lisis fukoidan menjadi berat molekul rendah, yaitu hidrolisis asam, degradasi ra-
dikal bebas, degradasi ultrasonik, degradasi suhu tinggi, dan hidrolisis enzimatik
(Kalsson & Singh, 1999; Zhao et al., 2016; Guo et al., 2014; Shi et al., 2019;
Wang et al., 2021). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Chen et al.
(2019), menunjukkan hasil hidrolisis enzimatik fukoidan selama 10 jam dapat me-
nurunkan berat molekul fukoidan dari 819 kDa menjadi 1,5 kDa. Enzim fukoidan-
ase memungkinkan pemanfaatan fukoidan untuk aplikasi kesehatan dan farmasi
secara lebih optimal dibandingkan dengan metode kimia (Barzkar et al., 2023).
Enzim fukoidanase dapat diproduksi oleh organisme laut seperti jamur, inverte-

brata, dan bakteri (Bakunina et al., 2002; Silchenko et al., 2013).

2.2.3 Bakteri Penghasil Fukoidan

Bakteri penghasil fukoidanase merupakan mikroorganisme laut yang dapat
memiliki aktivitas fukoidanase yang dapat dimanfaatkan untuk proses hidrolisis
enzimatik. Beberapa jenis bakteri penghasil fukoidanase yang telah diidentifikasi
berasal dari genus Vibrio, Pseudomonas, dan Bacillus. Produksi enzim oleh bak-
teri dapat bervariasi tergantung pada kondisi lingkungan, termasuk salinitas, pH,
dan ketersediaan nutrien, yang semuanya berkontribusi terhadap aktivitas enzima-

tik yang dihasilkan (Barzkar et al., 2023). Berbagai penelitian telah dilakukan
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untuk mengidentifikasi bakteri yang diisolasi dari berbagai organisme laut dan
memiliki aktivitas fukoidanase (Tabel 1).

Tabel 1. Bakteri penghasil fukoidanase

Spesies Bakteri Sumber Referensi
Vibrio sp. N-5 Pasir laut (Furukawa et al., 1992)
Cytobacillus kochii GSD
Bacillus cereus PTF Alga coklat
Brevibacterium sediminis (Scflgrgassum polycystum) (Setyawan et al., 2023)
PSA
Pseudoalteromonas citrea
KMM 3296 Alga coklat
Eﬁbﬁogzzltgegomonas citrea  (Fucus evanescens) (Bakunina et al., 2002)
Pseudoalteromonas citrea  Teripang
KMM 3297 (Apostichopus japonicas)

Sphingomonas Alga coklat (Kim et al., 2008)
paucimobilis PF-1 (Undaria pinnatifida)
Formosa haliotis Saluran pencernaan abalon (Vuillemin et al., 2020;
(Haliotis gigantean) Trang et al., 2022)
Mariniflexile fucanivorans  Alga coklat (Colin et al., 2006;
SW5 (Pelvetia canaliculated) Barbeyron et al., 2008)
Luteolibacter algae H18 Alga coklat (Ohshiro et al., 2012;
(Cladosiphon okamuranus) Nagao et al., 2018)
Cobetia amphilecti Lumpur laut (Liu et al., 2023)

Terdapat 10 genus bakteri yang didapatkan dari berbagai penelitian,
meliputi genus, Cytobacillus, Bacillus, Vibrio, Brevibacterium, Sphingomonas,
Formosa, Mariniflexile, Pseudoalteromonas, Luteolibacter, dan Cobetia. Ber-
dasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Setyawan et al. (2023), terdapat 12
isolat bakteri yang diisolasi dari Sargassum polycystum yang memiliki aktivitas
fukoidanase dan tiga di antaranya memiliki indeks fukoidanase tertinggi. Ketiga
isolat tersebut adalah Cyrtobacillus kochii strain GSD, Bacillus cereus strain PTF,
dan Brevibacterium sediminis strain PSA (8,23+2,64).

Bakteri Cytobacillus kochii GSD merupakan bakteri penghasil enzim
fukoidanase yang diisolasi dari alga coklat Sargassum polycystum dan termasuk

dalam genus Cyftobacillus. Klasifikasi bakteri C. kochii, sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria
Filum : Firmicutes
Class : Bacilli
Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae
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Genus : Cytobacillus
Spesies : Cytobacillus kochii (Seiler et al., 2012)

Gambar 4. Morfologi Cytobacillus kochii GSD
Sumber : (Xuewen et al., 2023)

C. kochii GSD memiliki ciri morfologi tubuh berbentuk batang, silinder
dengan permukaan halus dan bersifat gram positif (Gambar 4) (Seiler et al., 2012;
Xuewen et al., 2023). C. kochii GSD dapat diisolasi dan ditemukan di berbagai
lokasi, mulai dari lokasi alami (tanah, sedimen laut), organisme hidup (usus ma-
nusia, cacing tanah) dan spesimen klinis (darah, urin, feses). Bakteri C. kochii
GSD mampu tumbuh pada suhu berkisar antara 10—45°C, namun pertumbuhan
optimal terjadi pada kisaran 25-37°C (Patel & Gupta, 2020). Penelitian mengenai
kondisi salinitas yang mendukung pertumbuhan bakteri C. kochii GSD belum
pernah dilakukan.

2.3 Uji Aktivitas Enzimatik Fukoidanase

Aktivitas enzimatik fukoidanase adalah kemampuan enzim fukoidanase
dalam memecah ikatan glikosida pada fukoidan, sebuah polisakarida yang me-
ngandung residu fukosa sulfat, yang umum ditemukan pada beberapa jenis alga
coklat (Darmawan, 2023). Uji aktivitas enzimatik fukoidanase dapat dilakukan
dengan menggunakan metode Somogyi-Nelson untuk mengukur gula pereduksi,
serta uji viskositas menggunakan ostwald viscometer sebagai pendekatan tidak
langsung untuk mengevaluasi degradasi fukoidan (Kim et al., 2008). Penilaian
aktivitas fukoidanase dapat dilakukan dengan lebih detail menggunakan metode
carbohydrate polyacrylamide gel electrophoresis (C-PAGE) untuk menggambar-
kan profil oligosakarida hasil hidrolisis (Vuillemin et al., 2020). Penelitian yang
dilakukan oleh Setyawan et al. (2023), menerapkan pendekatan kualitatif meng-
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gunakan larutan cety! pyridinium chloride (CPC) untuk mendeteksi zona bening
akibat degradasi fukoidan pada media padat, dan metode DNS (3,5-dinitrosalisi-
lat) secara kuantitatif untuk mengukur gula reduksi yang dilepaskan selama reaksi
enzimatik. Pengukuran aktivitas spesifik juga dilakukan berdasarkan kandungan

protein dari metode Bradford.

24 Pengaruh Salinitas terhadap Pertumbuhan Bakteri

Salinitas merupakan konsentrasi garam terlarut dalam air atau media yang
berperan penting dalam menentukan tekanan osmotik lingkungan. Tekanan os-
motik memengaruhi keseimbangan kadar air di dalam sel mikroorganisme dan
berdampak langsung terhadap proses metabolisme serta pertumbuhannya. Per-
ubahan salinitas dapat menghambat atau mendukung pertumbuhan mikroorganis-
me, tergantung pada kemampuan adaptasi masing-masing spesies (Marihati et al.,
2014). Bakteri halofilik umumnya memerlukan konsentrasi NaCl minimum ter-
tentu untuk mencapai pertumbuhan optimal. Cytobacillus kochii GSD, yang
termasuk dalam famili Bacillaceae, diketahui sebagai bakteri penghasil enzim
fukoidanase. Penelitian oleh Seiler et al. (2012), menunjukkan bahwa Bacillus
kochii, anggota famili yang sama, tergolong bakteri halofilik yang memerlukan
kadar salinitas minimal untuk tumbuh dengan baik.

Beberapa penelitian telah mengkaji pengaruh variasi salinitas terhadap
pertumbuhan bakteri dari famili Bacillaceae maupun kelompok mikroorganisme
lainnya. Penelitian Zainuddin et al. (2022), mengevaluasi empat tingkat salinitas
(15, 20, 25, dan 30 ppt) terhadap Bacillus firmus, dengan hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa salinitas 30 ppt menghasilkan kepadatan tertinggi sebesar
40,327x108 sel/mL serta aktivitas protease sebesar 35,278 IU/mL. Penelitian
Subagiyo et al. (2015), menguji pertumbuhan bakteri asam laktat dengan variasi
salinitas 7,5 ppt, 15 ppt, dan 30 ppt, yang diukur berdasarkan optical density pada
600 nm setiap 6 jam, dan menunjukkan bahwa pertumbuhan optimal terjadi pada
kisaran salinitas 7,5—15 ppt. Penelitian terhadap Bacillus toyonensis oleh Oktavia
et al. (2022), dengan perlakuan salinitas 0 ppt, 15 ppt, dan 30 ppt menunjukkan
pertumbuhan tertinggi pada 15 ppt setelah 48 jam inkubasi.



3.1
3.1.1

3.1.2

III. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat
Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada April 2024 hingga Januari 2025.

Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Produktivitas Perairan dan

Laboratorium M, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas

Lampung.

3.2

3.2.1

Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang digunakan pada penelitian sebagai berikut.

Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian sebagai berikut.

Tabel 2. Bahan penelitian

No Nama Bahan Konsentrasi Merek Fungsi/Kegunaan
1 Tryptone Soy 30 g/L Himedia Media agar kultur
Agar (TSA) bakteri
2 Tryptone Soy 40 g/L Himedia Media cair kultur bakteri
Broth (TSB)

3 Spiritus - - Bahan bakar untuk
menghasilkan nyala api
pada bunsen

4  Akuades - Unila Pelarut media

5 NaCl 5% - Pengontrol konsentrasi
salinitas

6  Air laut steril 30 ppt - Pelarut media

7 Sargassum sp. - Rumput laut  Bahan baku utama
penghasil fukoidan

8  Etanol 85% Onemed Pelarut pada proses

maserasi Sargassum sp.




Tabel 2. Bahan penelitian (lanjutan)
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No Nama Bahan Konsentrasi Merek Fungsi/Kegunaan
9 CaCl; 2% - Pemecah ikatan senyawa
pada dinding sel alga
10 HCI 0,01 M - Asam yang digunakan
untuk menurunkan pH
larutan
11 Cetyl - - Bahan uji aktivitas
pyridinium fukoidanase
chloride (CPC)
3.2.2 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian sebagai berikut.

Tabel 3. Alat penelitian

No Nama Alat Konsentrasi Merek Fungsi/Kegunaan
1  Kertas saring No. 40 Whattman  Pemisah endapan dari
larutan
2  Bunsen - - Sterilisasi alat
3 Tabung centrifuge 1000 mL Onemed  Penyimpan media
TSB
4 Gelas ukur 100 mL - Mengukur volume air
yang digunakan
5  Spektrofotometer 320-1020 VIS-722  Mengukur absorbansi
nm dari suspensi bakteri
6 Vortex 4000 rpm IkemeLab  Menghomogenkan
bakteri
7  Refraktometer 0-100% ATC Mengukur konsentrasi
salinitas
8  Magnetic stirrer - - Melarutkan media
9  Erlenmeyer 1000 mL Anumbra  Wadah pencampuran
media kultur bakteri
10  Spreader - - Meratakan suspensi
bakteri pada media
agar
11 Timbangan analitik - Sojikyo Menimbang bahan
HP-1/2000
12 Cawan petri 75-100 Duran Wadah media agar
mm
13 Inkubator 10L B-ONE Menginkubasi bakteri
PIN-10
14 Hotplate - DLAB MS- Memanaskan larutan
H280-Pro
16 Jarum ose - - Menginokulasi bakteri
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Tabel 3. Alat penelitian (lanjutan)

No Nama Alat Konsentrasi Merek  Fungsi/Kegunaan
17  Rotary evaporator - IKA RV  Memisahkan pelarut
10 dari larutan
18 Centrifuge - 800-1 Memisahkan supernatan
19  Hand Counter - JOYKO  Menghitung koloni
HC-5 bakteri pada cawan

20 Mikropipet 50-1000 uL.  DLAB  Memindahkan suspensi
bakteri dalam jumlah
kecil

21 Tabung reaksi 15 mL Pyrex Wadah kultur bakteri

3.3  Rancangan Penelitian

Penelitian menggunakan metode eksperimental dengan rancangan acak
lengkap (RAL) untuk mengevaluasi pengaruh variasi salinitas terhadap per-
tumbuhan Cytobacillus kochii GSD dan aktivitas enzim fukoidanase yang di-
hasilkan. Kultur C. kochii GSD dikondisikan pada lima tingkat salinitas berbeda,
yaitu 3,5 ppt, 5 ppt, 17,5 ppt, 30 ppt, dan 38,5 ppt, dengan tiga kali ulangan pada
setiap perlakuan. pH, suhu kultur, dan komposisi nutrisi media dikondisikan se-
ragam. Pengukuran pertumbuhan bakteri dilakukan menggunakan metode tota/
plate count (TPC) dan perhitungan turbidimetri, aktivitas enzim fukoidanase di-
analisis dengan uji metode cetyl pyridinium chloride (CPC). Data hasil penelitian
dianalisis menggunakan uji Kruskal-Wallis untuk menentukan pengaruh variasi
salinitas terhadap pertumbuhan bakteri dan pengaruh aktivitas enzim terhadap
waktu pengamatan. Jika ditemukan perbedaan yang signifikan, dilakukan uji lan-
jut Mann-Whitney untuk mengetahui antar kelompok perlakuan yang memiliki

perbedaan nyata.

3.4  Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian meliputi sterilisasi alat dan bahan, pembuatan optimasi
salinitas, pembuatan media kultur bakteri fukoidanase, rekultur dan pengenceran
bakteri, optimasi bakteri fukoidanase pada salinitas perlakuan, perhitungan per-
tumbuhan bakteri dengan metode total plate count (TPC) dan perhitungan tur-

bidimetri, serta uji aktivitas enzimatik pada salinitas optimal (Gambar 5).
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Gambar 5. Prosedur penelitian

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi merupakan cara untuk menghilangkan atau membunuh mikro-
organisme (protozoa, fungi, bakteri, virus) pada peralatan laboratorium agar tetap
bersih atau steril, dan sebagai upaya untuk mencegah terjadinya kontaminasi
(Istini, 2020). Sterilisasi yang dilakukan pada penelitian, yaitu sterilisasi panas
kering dan sterilisasi uap panas. Sterilisasi pemijaran api merupakan sterilisasi
panas kering yang dilakukan di dalam /aminar air flow (LAF) untuk peralatan
yang terbuat dari logam dengan menggunakan api bunsen (Wulandari et al.,
2022). Alat yang dapat disterilisasi dengan metode panas kering, yaitu peralatan
kaca, instrumen logam ataupun bahan lain yang tahan suhu panas (Ikenganyia et
al., 2017). Sterilisasi uap panas bertekanan dilakukan dengan menggunakan auto-
klaf uap dengan uap air jenuh pada suhu 121°C selama 15 menit (Pelczar & Chan,
1986). Metode sterilisasi uap panas digunakan untuk mensterilkan media, dan per-

alatan kaca seperti erlenmeyer dan cawan petri (Gupta & Shukshit, 2016).



20

Tahapan sterilisasi menggunakan autoklaf dimulai dengan pengecekan air
di dalam autoklaf. Air harus berada pada batas yang ditentukan, yaitu 1,5 liter un-
tuk autoklaf dengan kapasitas 18 liter. Akuades ditambahkan apabila air belum
mencapai batas yang ditentukan. Peralatan yang akan disterilisasi ditempatkan di
dalam autoklaf, autoklaf ditutup rapat, dan baut pengaman dikencangkan untuk
memastikan tidak ada uap yang keluar. Autoklaf dihubungkan ke sumber listrik,
dan tombol power diposisikan ke ‘ON’, hingga suhu mencapai 121°C. Pada saat
suhu mencapai 121°C, tombol power diposisikan ke ‘OFF’ dan timer diatur se-
lama 15 hingga 20 menit. Saat proses sterilisasi selesai, akan terdengar bunyi di
autoklaf. Saat proses sterilisasi selesai, katup uap dibuka hingga tidak ada uap
yang keluar dari autoklaf. Alat dan bahan yang disterilkan kemudian diambil se-

telah baut pengaman dan penutup autoklaf dilepas.

3.4.2 Pembuatan Salinitas

Salinitas merupakan kadar garam terlarut dalam air (Walid & Darmawan,
2018). Pemilihan konsentrasi perlakuan salinitas uji dilakukan berdasarkan per-
hitungan dengan metode response surface methodology (RSM) untuk meng-
optimalkan kondisi percobaan dan mendapatkan respons yang maksimal dari va-
riabel yang diteliti. RSM adalah sebuah metode desain eksperimen yang meng-
gabungkan teknik statistik dengan analisis grafik atau plot. Metode RSM diguna-
kan untuk menemukan titik optimal dari berbagai faktor yang diuji, dengan cara
mengevaluasi pengaruhnya terhadap respons yang dihasilkan (Widarsaputra et al.,
2022). Berdasarkan hasil perhitungan RSM, didapatkan rentang salinitas perlaku-
an yang terdiri atas beberapa konsentrasi, yaitu 3,5 ppt, 5 ppt, 17,5 ppt, 30 ppt,
dan 38,5 ppt. Pengaturan konsentrasi dibuat dengan air laut salinitas 30 ppt dan air
tawar salinitas O ppt. Air laut diencerkan untuk mendapatkan salinitas yang lebih
rendah. Media dengan salinitas lebih ting-gi diberi penambahan larutan NaCl

(Oktavia et al., 2022).

3.4.3 Pembuatan Media Kultur Bakteri Fukoidanase
Media yang digunakan pada penelitian merupakan media tryptone soya
agar (TSA) dan tryptone soya broth (TSB). Pembuatan media dilakukan dengan

menimbang berat bubuk media sebelum melarutkannya dengan pelarut. Media
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TSA dibuat dengan mencampur 40 gram bubuk TSA ke dalam satu liter air di
dalam erlenmeyer yang berisi pelarut yang salinitasnya telah disesuaikan dengan
kebutuhan. Media TSB disiapkan dengan melarutkan 30 gram bubuk TSB dalam
satu liter pelarut dan dihomogenkan di atas hotplate menggunakan magnetic stir-
rer. Bubuk media dan pelarutnya dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer di
atas hotplate hingga homogen. Larutan TSB ditempatkan dalam tabung centri-
fuge, sedangkan media TSA disimpan dalam erlenmeyer, kemudian kedua media
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit untuk me-
mastikan seluruh mikroorganisme dalam media telah mati (Purwanti & Susanti,
2016). Media TSA didinginkan hingga suhu sekitar 45-50°C sebelum dituangkan
ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan mengeras pada suhu kamar, sedangkan
media TSB juga didinginkan sebelum digunakan. Media TSA digunakan dalam
cawan petri dan TSB dalam tabung centrifuge dan digunakan untuk kultur mikro-

organisme.

3.4.4 Rekultur dan Pengenceran Bakteri

Rekultur bakteri merupakan proses pemindahan bakteri dari stok kultur
yang telah tersedia ke media kultur baru untuk memperoleh koloni tunggal (single
colony) yang dilakukan menggunakan metode empat kuadran (Gambar 6). Media
yang digunakan dalam rekultur adalah tryptone soya agar (TSA) dan tryptone
soya broth (TSB). Stok bakteri diambil menggunakan jarum ose yang telah di-
sterilkan, kemudian diinokulasikan ke permukaan media TSA dengan pola zigzag,

lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35 °C.

| m N

(a) (b)
Gambar 6. Ilustrasi rekultur bakteri
(a) metode gores; (b) metode empat kuadran
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Koloni bakteri yang tumbuh kemudian dikultur ulang untuk memperoleh
koloni murni. Pencarian koloni murni dilakukan menggunakan metode empat
kuadran. Sebelum inokulasi, permukaan media TSA pada cawan petri dibagi men-
jadi empat kuadran menggunakan garis batas dengan spidol, sehingga memudah-
kan proses inokulasi dan identifikasi pertumbuhan koloni. Inokulasi awal dilaku-
kan pada kuadran pertama dengan menggunakan jarum ose steril. Jarum tersebut
kemudian disterilkan ulang dan digunakan untuk menarik goresan dari ujung ku-
adran pertama ke kuadran kedua dengan pola zigzag. Prosedur yang sama diterap-
kan pada kuadran ketiga dan keempat. Pada tiap perpindahan kuadran, jarum ose
disterilkan, dan bakteri diambil dari ujung goresan kuadran sebelumnya (Ibrahim
etal., 2015)

Tahap berikutnya berupa pengenceran bertingkat hingga mencapai tingkat
107°, dengan perbandingan 1:9. Setiap tingkat pengenceran menghasilkan jumlah
mikroorganisme yang 1/10 dari tingkat sebelumnya (Yunita et al., 2015). Proses
dimulai dengan pengambilan 1 mL stok bakteri yang dimasukkan ke dalam ta-
bung berisi media TSB, kemudian dicampur menggunakan vortex. Sebanyak 1
mL campuran dipindahkan ke tabung kedua berisi TSB dan dicampur kembali
dengan metode yang sama. Langkah tersebut diulangi secara berturut-turut hingga

mencapai pengenceran ke lima (Gambar 7).

I mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL

YA ERWERN

9mL

Stok 10! 102 102 10 103
bakteri

Gambar 7. Alur pengenceran bertingkat

3.4.5 Optimasi Bakteri Fukoidanase pada Salinitas Perlakuan
Optimasi pertumbuhan bakteri penghasil enzim fukoidanase dilakukan
menggunakan media TSA dan TSB yang disiapkan pada variasi salinitas, yaitu

3,5 ppt, 5 ppt, 17,5 ppt, 30 ppt, dan 38,5 ppt. Penyesuaian salinitas dilakukan
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melalui penambahan NaCl ke dalam media dasar sebelum sterilisasi. Kultur
bakteri yang telah diencerkan hingga 10~° diinokulasikan ke permukaan media
TSA dengan metode spread plate, lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35 °C.
Metode spread plate dilakukan dengan menuangkan suspensi bakteri ke atas
permukaan media padat, kemudian diratakan menggunakan spreader steril
(Damayanti et al., 2020). Inokulasi pada tiap tingkat salinitas dilakukan sebanyak
tiga ulangan untuk memperoleh hasil yang reliabel.

Pengamatan pertumbuhan bakteri dalam media TSB dilakukan meng-
gunakan suspensi dengan pengenceran yang sama dan kondisi inkubasi serupa.
Evaluasi dilakukan melalui dua pendekatan, yaitu perhitungan jumlah koloni
menggunakan metode fotal plate count (TPC) pada TSA dan turbidimetri pada
TSB menggunakan spektrofotometer. Metode perhhitungan turbidimetri dilaku-
kan setiap 3 jam selama periode inkubasi 24 jam, sedangkan perhitungan TPC
dilakukan dua kali, yaitu pada 24 jam dan 48 jam setelah inkubasi. Data yang di-
peroleh dari kedua metode digunakan untuk mengetahui pengaruh variasi salinitas
terhadap kepadatan bakteri penghasil enzim fukoidanase Cytobacillus kochii
GSD.

3.4.6 Perhitungan Pertumbuhan Bakteri Penghasil Fukoidanase

Perhitungan pertumbuhan bakteri penghasil fukoidanase Cyfobacillus
kochii GSD dilakukan dengan menggunakan metode total plate count (TPC) dan
pehitungan turbidimetri.

A. Total Plate Count (TPC)

Perhitungan bakteri total plate count (TPC) merupakan metode per-
hitungan koloni bakteri yang dilakukan secara manual menggunakkan colony
counter (Pajan et al., 2016). Perhitungan TPC, dilakukan menggunakan colony
counter sebanyak dua kali perhitungan agar grafik pertumbuhannya dapat terlihat.
Hasil perhitungan akan berupa jumlah koloni bakteri yang dapat disajikan dalam
bentuk tabel ataupun grafik. Standar perhitungan jumlah koloni bakteri pada me-
tode TPC berdasarkan American Public Health Association (2004), yaitu 30-300
koloni bakteri. Perhitungan kepadatan bakteri untuk metode TPC menggunakan

rumus berikut.
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Jumlah koloni pada cawan

Kepadatan Bakteri = ( ) X Faktor pengenceran

Suspensi bakteri yang disebar

B. Perhitungan Turbidimetri

Perhitungan kepadatan bakteri dengan perhitungan turbidimetri (ke-
keruhan) dilakukan untuk mengetahui fase pertumbuhan bakteri dengan meng-
gunakan alat spektrofotometer. Bakteri yang telah diencerkan menjadi 107 di-
inkubasi selama 24 jam sebelum dilakukan pehitungan. Perhitungan dilakukan
selama 24 jam dengan interval setiap 3 jam. Prinsip perhitungan menggunakan
spektrofotometer adalah dengan menentukan kekeruhan pada media yang berisi
suspensi bakteri. Spektrofotometer berfungsi untuk mengukur panjang gelombang
serta nilai absorbansi (Pajan et al., 2016). Absorbansi merupakan perbandingan
antara intensitas sinar yang diserap dengan intensitas sinar yang datang. Spektro-
fotometer menghasilkan cahaya yang dilewatkan melalui gelombang tertentu se-
hingga menghasilkan sinar dengan panjang gelombang tertentu. Panjang gelom-
bang kemudian diukur dengan alat fotometer, yang selanjutnya mengukur inten-
sitas cahaya yang diabsorpsi. Hasil pengukuran terbaca langsung oleh detektor
dan ditampilkan dalam bentuk angka digital ataupun grafik (Nawangsih et al.,
2024).

Nilai absorbansi hasil pengukuran dikonversi menggunakan larutan stan-
dar Mc¢ Farland menjadi satuan CFU/mL. Standar McFarland digunakan sebagai
acuan untuk menentukan konsentrasi bakteri dalam media (Zainuddin et al.,

2022). Nilai absorbansi dan perkitaan jumlah sel bakteri (CFU/mL) dilampirkan

pada tabel 4.
Tabel 4. Standar McFarland
Standar McFarland Absorbansi Konsentrasi Bakteri (CFU/mL)
0,5 0,08-0,1 1,5x108
1 0,25 3,0x10%
2 0,50 6,0x108
3 0,75 9,0x108
4 1,00 1,2x10°
5 1,25 1,5x10°
6 1,50 1,8x10°
7 1,75 2,1x10°
8 2,00 2,4x10°




25

Konversi tersebut dinyatakan dalam dalam persamaan regresi linear yang
di dapatkan melalui proses kalibrasi menggunakan larutan standar McFarland
yang menghasilkan nilai a dan b spesifik untuk setiap alat spektrofotometer
(Rosmania dan Yanti, 2020). Persamaan regresi linear tersebut dinyatakan sebagai
berikut:

y=a+bx

3.4.7 Uji Aktivitas Enzimatik pada Salinitas Optimal

Uji aktivitas enzimatik dilakukan untuk menganalisis kemampuan enzim
dalam mendegradasi fukoidan. Proses uji aktivitas mencakup tiga tahap, yaitu
ekstraksi fukoidan dari Sargassum sp., karakterisasi gugus fungsi fukoidan de-
ngan uji fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) dan pengujian aktivitas

enzimatik fukoidanase menggunakan metode cetyl pyridinium chloride (CPC).

A. Ekstraksi Fukoidan

Ekstraksi fukoidan dilakukan menggunakan metode asam berdasarkan pe-
nelitian Setyawan et al. (2018). Sebanyak 50 gram Sargassum sp. yang telah di-
keringkan, digiling dan dimaserasi dalam larutan 0,1 N HCI dengan perbanding-
an 1:10 m/v selama 24 jam. Hasil maserasi disaring menggunakan kain blancu un-
tuk memisahkan filtrat dan residu. Residu dimaserasi ulang dalam larutan 0,2 N
HCl dengan rasio 1:10 m/v selama 24 jam, disaring untuk memperoleh filtrat. Fil-
trat dari kedua tahap maserasi digabungkan dan disaring ulang menggunakan ker-
tas Whatman nomor 40.

Ekstrak fukoidan diuapkan menggunakan rotary evaporator (IKA RV 10,
Germany) pada suhu 60°C (IKA HB 10, Germany) hingga volume ekstrak men-
capai 100 mL. Ekstrak diendapkan dengan etanol dingin 96% dan disimpan di
lemari es selama 2 jam. Campuran filtrat HCL 0,1 N dan filtrat HC1 0,2 N di-
sentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 3.000 rpm untuk memperoleh
endapan. Endapan dilarutkan dalam akuades dengan pH 2, ditambahkan kalsium
klorida (CaClz) hingga mencapai konsentrasi akhir 2 M. Larutan didiamkan pada
suhu ruang (30°C) selama 24 jam.

Larutan akuades pH2 dan CaCl; yang telah didiamkan selama 24 jam di-

sentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 3.000 rpm untuk memisahkan
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supernatan. Supernatan yang diperoleh diendapkan kembali menggunakan etanol
dingin 96% selama 24 jam. Larutan disentrifugasi ulang pada kecepatan yang

sama selama 15 menit, menghasilkan endapan berupa fukoidan.

B. Karakterisasi Gugus Fungsi Fukoidan Dengan Uji Fourier Transform

Infrared Spectroscopy (FT-IR)

FT-IR merupakan teknik spektroskopi yang digunakan untuk meng-
identifikasi gugus fungsi suatu senyawa berdasarkan interaksi molekul dengan
radiasi inframerah untuk memastikan bahwa senyawa yang diekstrak benar-benar
fukoidan (Chale-Dzul et al., 2015). FT-IR digunakan untuk menentukan gugus
fungsi yang khas, dengan spektrum inframerah direkam pada rentang bilangan

gelombang 500-4000 cm™ (Sinurat, 2011).

C. Uji Aktivitas Enzim Fukoidanase

Penentuan aktivitas fukoidanase dilakukan menggunakan metode cetyl
pyridinium chloride (CPC) dengan mengacu pada penelitian Setyawan et al.
(2023), sebanyak 100 pl biakan bakteri simbion yang telah diinkubasi selama 24
jam diteteskan dan diratakan menggunakan rod spreader pada cawan petri yang
berisi media TSA dengan tambahan fukoidan 1 mg/mL. Media dibiarkan selama 1
jam agar bakteri dapat berdifusi ke dalamnya. Kertas cakram dengan diameter 6
mm direndam di dalam larutan cety! pyridinium chloride (C21H3sCiN) 10% ke-
mudian diletakkan di permukaan agar dan ditetesi larutan. Media TSA diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 36°C. Aktivitas fukoidanase isolat bakteri positif di-

tunjukkan dengan terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram.

o~ = Kertas cakram 6 mm
I — Didiamkan \\- // N\
o selama 1 jam o M

Gambar 8. Ilustrasi uji aktivitas fukoidanase

Biakan
bakten 100 ul
CPC 104
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3.5  Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan menggunakan metode statistik yang sesuai
dengan prosedur penelitian. Hasil uji optimasi dianalisis secara deskriptif dan di-
uji menggunakan Kruskal-Wallis untuk menentukan adanya perbedaan yang sig-
nifikan antar perlakuan. Jika hasil menunjukkan perbedaan yang signifikan, maka
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui pasangan perlakuan yang
memiliki perbedaan nyata. Hasil laju pertumbuhan bakteri dan uji aktivitas en-
zimatik dianalisis secara deskriptif dengan melihat kurva yang terbentuk. Data
yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel dan grafik dengan bantuan Microsoft
Excel 2010.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. Salinitas 30 ppt merupakan kondisi terbaik untuk mendukung pertumbuhan
bakteri secara optimal dan konsisten.

2. Salinitas 30 ppt mendukung aktivitas optimal dengan zona aktivitas terbesar

20,97 mm pada 72 jam.

5.2 Saran

Perlu dilakukan kajian lanjutan terhadap berat molekul fukoidan hasil
hidrolisis enzimatik oleh bakteri Cyfobacillus kochii GSD, serta uji in vivo untuk
menganalisis efektivitas fukoidan secara lebih mendalam dalam aplikasi lanjutan-

nya.
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