OPTIMASI PERTUMBUHAN DAN AKTIVITAS ENZIM PENGHASIL
FUKOIDANASE DARI BAKTERI Cytobacillus kochii GSD PADA KONDISI
SUHU YANG BERAGAM

SKRIPSI

Oleh

Rizqy Hadi Saputra
NPM 2114221010

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



OPTIMASI PERTUMBUHAN DAN AKTIVITAS ENZIM PENGHASIL
FUKOIDANASE DARI BAKTERI Cytobacillus kochii GSD PADA KONDISI
SUHU YANG BERAGAM

Oleh

Rizqy Hadi Saputra

Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA SAINS

Pada

Jurusan Perikanan dan Kelautan
Fakultas Pertanian Universitas Lampung

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



ABSTRAK

OPTIMASI PERTUMBUHAN DAN AKTIVITAS ENZIM PENGHASIL
FUKOIDANASE DARI BAKTERI Cytobacillus kochii GSD PADA KONDISI
SUHU YANG BERAGAM

Oleh
RIZQY HADI SAPUTRA

Berat molekul yang tinggi pada fukoidan dapat membatasi aktivitas biologis.
Hidrolisis enzimatis menggunakan enzim fukoidanase dari bakteri dapat menjadi
metode yang efisien untuk menghasilkan fukoidan dengan berat molekul yang lebih
rendah. Tujuan penelitian ini untuk mengevaluasi optimasi suhu lingkungan dalam
meningkatkan pertumbuhan bakteri penghasil fukoidanase, Cytobacillus kochii GSD,
dan aktivitas enzim fukoidanase. Optimasi pertumbuhan bakteri dianalisis
menggunakan metode Total Plate Count (TPC) dan Spektrofotometri UV-Vis, dan
aktivitas enzimatis fukoidanase diamati dengan adanya zona bening yang dihasilkan
degradasi fukoidan menggunakan cetylpyridinium chloride (CPC) 10% (m/v). Hasil
menunjukkan bahwa suhu 35°C optimal untuk pertumbuhan bakteri C. kochii GSD
dengan kepadatan sel tertinggi mencapai 3,07 x 10®8 CFU/ml pada jam ke-48 jam.
Bakteri C. kochii GSD memiliki fase pertumbuhan tertinggi dijam ke-48 pada suhu
35°C sebesar 3,93 x 10° CFU/ml. Aktivitas enzim bakteri C. kochii GSD, tertinggi
pada jam ke-72 dengan aktivitas sebesar 30,88 mm. Bakteri C. kochii GSD memiliki
potensi sebagai bakteri penghasil fukoidanase untuk menghasilkan oligosakarida serta
diharapkan dapat meningkatkan produksi enzim fukoidanase pada bidang akuakultur
dan kesehatan.

Kata kunci: Cytobacillus kochii GSD, Enzim Fukoidanase, Hidrolisis Enzimatis,
Suhu.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF FUCOIDANASE PRODUCING BACTERIA Cytobacillus
kochii GSD TOWARD BACTERIAL GROWTH AND ENZYME ACTIVITY
AT DIFFERENT TEMPERATURES

By
R1ZQY HADI SAPUTRA

The high molecular weight of fucoidan limited its biological activity.
Enzymatic hydrolysis using fucoidanase enzymes from bacteria served as an efficient
method to produce fucoidan with lower molecular weight. This study aimed to
evaluate the optimization of environmental temperature in enhancing the growth of
fucoidanase-producing bacterium, Cytobacillus kochii GSD, and its fucoidanase
enzyme activity. The optimization of bacterial growth was analyzed using the Total
Plate Count (TPC) method and UV-Vis spectrophotometry, while fucoidanase
enzymatic activity was observed through the clear zones formed by fucoidan
degradation using 10% (m/v) cetylpyridinium chloride (CPC). The results showed
that the temperature of 35°C was optimal for the growth of C. kochii GSD, with the
highest cell density reaching 3.07 x 108 CFU/ml at the 48th hour. C. kochii GSD
reached its highest growth phase at the 48th hour at 35°C, with a cell density of 3.93
x 10° CFU/ml. The highest enzyme activity of C. kochii GSD was observed at the
72nd hour, with a clear zone diameter of 30.88 mm. C. kochii GSD showed potential
as a fucoidanase-producing bacterium for generating oligosaccharides and was
expected to enhance fucoidanase production in aquaculture and health.

Keyword: Cytobacillus kochii GSD, Enzymatic Hydrolysis, Fucoidanase Enzyme,
Temperature.
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Sumberdaya di area pesisir memiliki peranan penting seperti sumber
makanan, kawasan agrobisnis dan agroindustri, rekreasi serta pariwisata (Puja et al.,
2024). Berbagai keragaman sumberdaya di area pesisir memiliki nilai komersial
tinggi diantaranya ikan, kerang, dan makroalga (Ayhuan et al., 2018). Sekitar 6000
spesies makroalga yang ditemukan di dunia dan di Indonesia memiliki 628 spesies
yang tersebar di perairan dangkal tropis (Setiawati et al., 2017; Dimpos et al., 2022).
Kementerian Kelautan dan Perikanan (2023) mencatat produksi makro-alga mencapai
9,23 juta ton, termasuk spesies seperti Gracilaria sp., Haliminea sp., Gelidium sp.,
dan Sargassum sp.

Sargassum sp. merupakan alga coklat yang tersebar di perairan tropis dan
subtropis, berperan penting pada ekosistem pesisir (Nurhidayati et al., 2020).
Sargassum sp. memiliki potensi sebagai sumber antioksidan alami yang mengan-
dung alginat dan fukoidan, komponen bioaktif dengan aktivitas antioksidan,
antikanker, dan antikoagulan yang bermanfaat bagi industri kesehatan (Yang et al.,
2021). Dalam proses ekstraksi fukoidan dipengaruhi oleh spesies alga, musim, lokasi
tumbuh, dan umur panen (Sinurat & Kusumawati, 2017). Fukoidan merupakan
polisakarida tersulfasi kompleks yang berperan sebagai penyusun utama dinding sel
alga coklat. Komponen utama fukoidan terdiri dari L-fukosa sulfat, dan juga
mengandung berbagai monosakarida lainnya, seperti galaktosa, mannosa, xilosa dan
glukosa.

Fukoidan dalam rumput laut coklat cukup tinggi, mencapai sekitar 25-30%

dari berat rumput laut setelah dikeringkan (Chadwick et al., 2025). Berat molekul



fukoidan menunjukkan variasi yang sangat besar, mulai dari 43-1600 kDa. Menurut
Pozharitskaya et al. (2020), perbedaan karakteristik fukoidan berasal dari kandungan
sulfat (9%-40%), fukosa (25%-93%), dan asam uronat (>25%). Pengaruh berat
molekul fukoidan dari Fucus vesiculosus dapat dijadikan sebagai agen anti-mikroba
dan anti-kanker (Cabral et al., 2021), fukoidan dari Sargassum hemiphyllum
menunjukkan kemampuannya sebagai terapi anti-kanker (Sung et al., 2022), serta
fukoidan dari Sargassum fusiforme memiliki efek anti-inflamasi (Javed et al., 2024).
Manfaat fukoidan tentu memiliki potensi secara biologis, namun terdapat pernyataan
menurut Wu et al. (2025) bahwa fukoidan dengan berat molekul lebih tinggi dapat
menyebabkan risiko penggumpalan darah. Didukung dengan pernyataan menurut
Vulliemin et al. (2020); Ramos de le pana (2022), sifat fukoidan dengan berat
molekul tinggi menjadi hambatan besar dalam persetujuan peraturan dalam bidang
Klinis kesehatan serta penerapan dalam produk makanan sangat terbatas karena
adanya aroma tidak sedap yang dihasilkan gugus aldehida dan asam lemak (Khalafu
etal., 2017).

Fukoidan dengan berat molekul rendah (Low molecular weight fucoidan)
(LWMF) diperoleh dari Sargassum sp. LWMF menunjukkan sifat prebiotik yang
dapat difermentasi mikrobiota usus, memberikan berbagai efek fisiologis, efektif
dalam produk kesehatan dan industri (Wang & Chen, 2016). Berdasarkan hasil
penelitian Haggag et al. (2023), LMWF dapat digunakan secara oral sebagai agen
anti-inflamasi dan penekan stres oksidatif dalam pengelolaan tukak lambung.
Diperkuat dengan pernyataan Cui et al. (2015) LMWF didapati sitotoksisita lebih
tinggi pada beberapa garis sel kanker manusia dibandingkan dengan fukoidan
molekul tinggi, dapat melindungi fungsi endotel, memperbaiki hipertensi, dan
mengurangi komplikasi kardiovaskular. Beberapa penelitian mendukung bahwa
fukoidan dengan molekul rendah lebih baik dibandingan molekul tinggi, seperti
dilaporkan Zhao et al. (2016) menyatakan fukoidan dengan berat molekul rendah
(LMWF) yang diekstrak dari Laminaria japonica menunjukkan penyerapan dan bio-
availabilitas oral yang lebih baik dibandingkan fukoidan dengan berat molekul

sedang (medium molecular weight fucoidan) (MMWF). Fukoidan dengan berat



molekul rendah dapat secara efektif meningkatkan tingkat pengendalian penyakit
pasien dengan kanker kolorektal metastatik sebesar 92,8% melalui terapi adjuvant
(Tsai et al., 2017). Aktivitas imunologis menurut pernyataan Nguyen et al. (2024)
berada pada rentang 13,5 kDa hingga 40 kDa, sehingga pemutusan ikatan glikosidik
pada fukoidan untuk menjadi LMWF dapat dilakukan menggunakan enzim
fukoidanase (Barzkar et al., 2023).

Proses pemutusan ikatan glikosidik dapat dilakukan melalui metode hidrolisis
enzimatis dengan memanfaatkan bakteri penghasil enzim fukoidanase. Hidrolisis
enzimatis berfungsi menyelidiki struktur fukoidan serta pembentukan oligomernya
(Kusaykin et al., 2016). Enzim fukoidanase dihasilkan dari berbagai organisme laut
seperti bakteri, jamur, alga, moluska (Barzkar et al., 2023). Beberapa penelitian telah
berhasil mengidentifikasi enzim ini dari berbagai spesies mikroorganisme. Barzkar et
al. (2022) melaporkan keberadaan enzim fukoidanase terdapat pada spesies Vibrio sp.
Adapun penelitian yang dilakukan oleh Darmawan (2023) menemukan tiga jenis
bakteri penghasil fukoidanase yang diisolasi dari Sargassum polycystum, yaitu bakteri
Cytobacillus kochii (GSD), Bacillus cereus (PTF), dan Brevibacterium sediminis
(PSA).

Pemanfaatan bakteri penghasil enzim fukoidanase untuk keperluan komersial
dapat dilakukan menggunakan berbagai uji optimasi lingkungan maupun media
seperti suhu, pH, salinitas, co-substrat serta nitrogen. Suhu merupakan faktor penting
yang memengaruhi pertumbuhan, metabolisme, dan aktivitas mikroorganisme,
termasuk fase pertumbuhan bakteri, kepadatan sel, kebutuhan nutrisi, aktivitas enzim,
serta komposisi selnya (Jiwintarum et al., 2021). Beberapa pertumbuhan bakteri
seperti Bacillus firmus berada direntang suhu optimal 30°C (Zainuddin et al., 2022),
bakteri Cytobacillus oceanisediminis NB2 berada direntang suhu optimal 37°C
(Yadav et al., 2022). Aktivitas enzimatis pada bakteri penghasil fukoidanase telah
diteliti untuk mengetahui skala kapabilitas enzim fukoidanase dalam memecah
fukoidan menjadi oligosakarida dengan berat molekul rendah (Kusaykin et al., 2016).

Bakteri Cobetia amphilecti menghasilkan enzim fukoidanase disuhu optimal 30°C



(Liu et al., 2023), dan bakteri Muricauda eckloniae disuhu optimal 37°C (Mikkelsen
etal., 2023).

Adanya potensi bakteri simbion penghasil fukoidanase Cytobacillus kochii
GSD yang diperoleh dari Sargassum polycystum sampai saat ini belum ada
pengetahuan ilmiah yang tersedia mengenai pengoptimalan pertumbuhan bakteri
Cytobacillus kochii GSD. Maka dari itu, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait
optimasi suhu terhadap pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD agar dapat

tumbuh secara optimal.

1.2 Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah yang dihasillkan adalah:
1. Berapa suhu yang optimal untuk pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii
(GSD)?
2. Bagaimana pengaruh suhu optimal terhadap aktivitas enzim fukoidanase yang
dihasilkan oleh bakteri Cytobacillus kochii (GSD)?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini memiliki tujuan sebagai berikut:
1. Menganalisis pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii (GSD) dengan suhu
yang optimal.
2. Menganalisis aktivitas enzim fukoidanase pada suhu optimal yang dihasilkan
bakteri Cytobacillus kochii (GSD).



1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian yang dihasilkan adalah:

1.4.1 Manfaat Secara lImiah

1. Dapat memberikan informasi dari optimasi suhu yang optimal bagi
pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii (GSD) dalam memproduksi enzim
fukoidanase dari ekosistem laut yang bersimbiosis antara mikroorganisme laut
dengan makroalga.

2. Dapat dijadikan referensi untuk penelitian lebih lanjut dalam bidang
bioteknologi serta dapat mengoptimalkan enzim fukoidanase guna aplikasi
komersial yang lebih luas.

1.4.2 Manfaat Secara Praktis

Dapat dijadikan sebagai potensi untuk bidang perikanan sebagai immunostimulan
dalam menjaga kestabilan respon imun terhadap udang vanname dan kerapu
cantang.

1.5 Kerangka Pikir Penelitian

Komponen polisakarida yang berasal dari fukoidan memiliki berat molekul
tinggi sehingga menjadi hambatan besar dalam peran efektivitas biologis dan
persetujuan peraturan dalam bidang klinis kesehatan dan bidang lainnya. Untuk
menguraikan molekul menjadi bentuk yang lebih sederhana, yaitu oligosakarida,
diperlukan metode hidrolisis enzimatis. Hidrolisis enzimatis memerlukan keberadaan
bakteri penghasil fukoidanase untuk mereduksi fukoidan. Telah ditemukan bakteri
simbion yang memiliki aktivitas enzim fukoidanase tertinggi di Sargassum
polycystum yaitu bakteri Cytobacillus kochii (GSD) (Darmawan, 2023). Keberadaan
Bakteri Cytobacillus kochii GSD memerlukan kondisi lingkungan yang optimal guna

mendukung laju pertumbuhan serta aktivitas enzimatisnya. Suhu merupakan salah



satu parameter lingkungan yang berperan signifikan dalam mengatur efisiensi
metabolisme dan kinerja enzim bakteri. Pengujian optimasi suhu menggunakan suhu
26,5 °C; 30 °C; 35 °C; 40 °C dan 43,4 °C serta dilakukan uji aktivitas fukoidanase
terhadap pertumbuhan bakteri pada suhu yang optimal. Data akan dianalisis
menggunakan spss versi 27 dengan analisis One-Way Analysis of Variance
(ANOVA) pada tingkat kepercayaan 95% (p<0,05) menggunakan perangkat lunak
SPSS versi 27 untuk menguji adanya perbedaan antar berbagai suhu. Jika hasil
analisis asumsi menunjukkan data berdistribusi normal dan homogen, maka analisis
dilanjutkan dengan analisis Duncan untuk menentukan perbedaan signifikan antar
perlakuan suhu. Apabila data tidak berdistribusi normal atau tidak memenuhi asumsi
homogenitas varians, maka digunakan analisis non-parametrik sebagai alternatif,
yaitu analisis Kruskal-Wallis, yang kemudian dilanjutkan dengan analisis Mann-
Whitney U untuk mengetahui kelompok suhu yang memiliki perbedaan signifikan.
Selanjutnya data yang didapati dari uji aktivitas enzimatis akan ditabulasi kedalam

bentuk grafik serta dianalisis secara deksriptif (Gambar 1).
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Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



1.6 Hipotesis Penelitian

Pada penelitian ini, menggunakan hipotesis sebagai berikut:
1. Pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD

HO: 7i=0 : Semua perlakuan suhu memberikan pengaruh
yang tidak berbeda nyata terhadap pertumbuhan
bakteri Cytobacillus kochii GSD.

H1:7i#0 : Minimal terdapat satu perlakuan suhu
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap
pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sargassum sp.

Sargassum sp. merupakan alga coklat kelas Phaecophyceae dan tumbuh pada
sebagian besar perairan laut di Indonesia (Safitri et al., 2021). Beberapa temuan jenis
Sargassum sp. yang berada di perairan Indonesia yaitu Sargassum duplicatum, S.
histrix, S. binderi, S. policystum, S. microphylum, dan S. Polyceratium (Lestari, 2016).
Sargassum sp. memiliki karakteristik seperti berwarna coklat, tumbuh pada substrat
dasar yang kuat dengan thallus berbentuk silindris, bagian daunnya melebar, lonjong
atau menyerupai pedang, gelembung udara (bladder) biasanya soliter serta panjang
thallus dapat mencapai tujuh meter (Hidayat et al., 2018). Sargassum sp. biasanya
tumbuh di antara arus dan ombak pada kedalaman sekitar 0,5 hingga 10 meter. Warna
Sargassum sp berasal dari kandungan pigmen seperti fucoxanthin, klorofil a dan c, dan
xantofil (Lutfiawan et al., 2015).

Sargassum sp. memainkan peran penting dalam kehidupan ekosistem laut.
Secara ekologis, menurut pernyataan Ibrahim et al. (2015) Sargassum sp. berkontribusi
sebagai tempat perlindungan, mencari makan, dan asuhan bagi biota kecil, termasuk
epifauna. Di balik peran ekologis dan biologisnya dalam menjaga stabilitas ekosistem
laut dan memberikan perlindungan bagi biota lain, Sargassum sp. memiliki kandungan
berupa alginat dan iodin yang digunakan pada industri makanan, farmasi, kosmetik dan
tekstil (Mazumder et al., 2016; Nadi et al., 2019). Alginat merupakan polimer linier
organik yang terdiri dari polisakarida, monomer - L asam guluronat (G) dan -D asam
mannuronat (M), atau kombinasi dua monomer (Wulandari, 2022). Dari sudut

pandang lain banyaknya Sargassum sp. diperairan Indonesia tidak menutupi adanya
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sumberdaya yang merata. Di perairan Lampung hanya ada spesies Sargassum sp. yaitu
salah satunya Sargassum polycystum. Adapun Klasifikasi menurut pernyataan Agardh,
(1824) sebagai berikut:

Divisi : Phaeophyta

Kelas : Phaeophyceae

Ordo : Fucales

Famili : Sargassaceae

Genus : Sargassum

Spesies : Sargassum polycystum

Gambar 2. Sargassum polycystum (Agardh, 1824)
Sumber: (algaebase.org)

Sargassum polycystum memiliki ciri khas yang tidak dimiliki oleh Sargassum
sp. lain yaitu adanya nodul (tonjolan) atau duri pada thallus serta mempunyai holdfast,
stipe serta blade (Ghazali, 2023). Sargassum polycystum yang tumbuh secara alami di
habitat perairan laut. Warna coklat keemasan merupakan hasil dari dominasi pigmen
fucoxanthin, yang merupakan karakteristik utama alga coklat dari kelas Phaeophyceae.
Struktur bercabang dari Sargassum polycystum berperan sebagai habitat mikro bagi
berbagai organisme laut kecil seperti krustasea, moluska, dan ikan juvenil. S.



polycystum tidak hanya penting sebagai produsen primer, tetapi juga menyediakan
perlindungan dan sumber makanan bagi biota lainnya (Andirasdini et al., 2023).

2.2 Cytobacillus kochii
Menurut GBIF Secretariat (2023) klasifikasi Cytobacillus kochii yaitu:

Domain : Bacteria

Filum : Bacillota

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Cytobacillus
Spesies : Cytobacillus kochii

Gambar 3. Cytobacillus kochii
Sumber: (Xuewen et al., 2023)

Bacillus kochii pertama kali dicetuskan oleh Robert Koch, seorang ahli
mikrobiologi yang terkenal dengan upaya besarnya untuk menemukan Bacillus

anthracis (Seiler et al., 2012). Bakteri tersebut termasuk kedalam gram positif (Balai

Veteriner Lampung, 2024). Sel vegetatif pada flagella berukuran 0,5 hingga 0,863-13

pum. Koloni berwarna putih kekuningan, berbentuk bulat dan memiliki bau yang tidak

sedap. Diameter koloni berkisar antara 3-5 mm. Aktivitas oksidase menunjukkan
bahwa bakteri Bacillus kochii tumbuh dengan cara aerob, namun tidak menghasilkan
hydroxyacetone, melainkan memetabolisme glukosa dan hidrogen sulfida. Bacillus

kochii mampu menghidrolisis kasein, DNA, dan gelatin, yang mendukung
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pertumbuhannya. Terdapat bakteri yang memiliki kesamaan karakteristik. Bakteri
tersebut menjadi salah satu kandidat pendegradasi fukoidanaase yaitu bakteri
Cytobacillus kochii GSD.

Cytobacillus kochii merupakan salah satu jenis bakteri yang dapat menjadi
kandidat pendegradasi fukoidanase. Bakteri Cytobacillus kochii GSD berasal dari
isolasi dengan metode sebar thallus (GS) diperoleh dari 4 isolat bakteri yang di beri
kode isolat GSB, GSC, GSD, dan PSA (Darmawan, 2023), dengan indeks uji
aktivitas fukoidanase kualitatif sebesar 10,66 + 2,26 pada isolat GSD. Penggunaan
sumber karbon seperti glukosa dan maltosa dapat meningkatkan pertumbuhan bakteri,
yang terlihat dari aktivitas protease. Selain itu, bakteri juga menunjukkan aktivitas
nitrogen ketika diberi epton, ragi, KNOs serta NaNOz (Xuewen et al., 2023).

Bakteri Cytobacillus kochii memiliki kemampuan untuk menghasilkan
protease. Enzim protease yang mengubah ikatan peptida dari protein menjadi
oligopeptida dan asam amino. (Xuewen et al., 2023). Mengenai pertumbuhan kurva
bakteri, strain Cytobacillus kochii memiliki tingkat aktivitas protease tertinggi dalam
kurun waktu 24 jam dan 48 jam dengan ciri khas memiliki bau yang tidak sedap pada
bakteri, berwarna putih kekuningan, berbentuk bulat, dan termasuk golongan Gram
positif (Xuewen et al., 2023). Penelitian sebelumnya oleh Darmawan (2023)
menunjukkan bahwa setelah 48 jam dan 72 jam, isolat GSD (Cytobacillus kochit)
memiliki aktivitas fukoidanase tertinggi, yaitu 0,1475 U/ml dan 0,1877 U/ml.
Berbagai strain bakteri menunjukkan waktu yang berbeda ketika memasuki fase
kematian, dan penurunan aktivitas enzim terjadi karena autolisis, yaitu proses
penurunan aktivitas bakteri akibat kerusakan sel dan protein (Xuewen et al., 2023).
Dibuktikan terdapat beberapa kesamaan karakteristik Bacillus kochii yang ada pada
Cytobacillus kochii GSD seperti koloni berwarna krem, memiliki bau tidak sedap,
Gram positif, morfologi berbentuk bulat serta adanya indikasi beberapa sumber

karbon terhadap pertumbuhan bakteri.
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2.3 Fukoidan

Fukoidan merupakan polisakarida tersulfat dengan L-fukosa dan sulfat
sebagai komposisi utamanya (Kusaykin et al., 2016). Fukoidan dapat disebut dengan
berbagai nama seperti fukan, galaktofukan tersulfat, atau uronofukoidan. Banyaknya
jenis nama, didapatkan sebuah aktivitas biologis diantaranya aktivitas antikoagulan,
antioksidan, antikanker dan berperan penting sebagai penangkap radikal bebas, yang
dapat mencegah kerusakan oksidatif pada organisme hidup (Khalafu et al., 2017) dan
umumnya ditemukan di rumput laut coklat dan beberapa echinodermata laut,
termasuk bulu babi dan teripang. Selain tersulfasi dengan fukosa dan sulfat, fukoidan
juga mengandung monosakarida lain seperti manosa, galaktosa, glukosa, xilosa, dan
asam glukuronat (Wang et al., 2021).

Salah satu dari banyak bioaktivitas yang terkandung dalam polisakarida
fukoidan adalah aktivator sel NK (natural killer), dan sistem kekebalan alami tubuh
(Darmawan, 2023). Menurut Sanjeewaa et al. (2019) fukoidan juga memiliki
kemampuan untuk meredakan infeksi bakteri sehingga penurunan kemurnian molekul
rendah dan viskositas dapat menunjukkan resistensi terhadap aktivitas transformasi
sel (Choi & Kim, 2015). Struktur fukoidan juga dipengaruhi oleh banyak variabel,
termasuk jenis alga, waktu panen, musim, tahap pertumbuhan, arus laut, kecerahan,

salinitas, suhu, dan kedalaman (Sinurat & Kusumawati, 2017).

2.4 Enzim Fukoidanase

Fukoidanase yang sebelumnya disebut sebagai alL fucosidases, memiliki
kemampuan untuk diekstraksi sebagai metabolit ekstraseluler dan intraseluler.
Fukoidanase sebagai enzim juga berperan dalam mengkatalis fukoidan dan
polisakarida yang tersulfasi (Barzkar et al., 2023). Struktur fukoidanase terbagi dalam
dua tahap yaitu endo dan ekso. Endo-fukoidanase dapat memecahkan ikatan glikosida
dalam molekul fukoidan dan menghasilkan oligosakarida dengan berbagai tingkat
polimerisasi. Molekul fukoidan nonsulfat atau sulfat dapat dilepaskan dari ujung
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fukoidan yang tidak mereduksi oleh ekso-fukoidanase (Kusaykin et al., 2015). Enzim
tersebut termasuk dalam ikatan endo-a (1,3) fukoidanase (ikatan endo-a 1,3-I-
fukanase; EC 3.2.1.211) dan ikatan endo-a (1,4)-fukoidanase (ikatan endo-a -1,4-I-
fukanase; EC 3.2.1.212) dimana molekul tersebut berhubungan dengan hidrolase
glikosida yang terdapat pada substrat fukoidan dengan memiliki karakteristik
glikosidik, pola sulfasi dan asetilasi (Mikkelsen et al., 2023). Ikatan tersebut
tergolong kompleks serta lazimnya terbilang heteropolisakarida sehingga klasifikasi
fukoidanase cukup rumit (Darmawan, 2023). Menurut penjelasan Takayama et al.,
(2002) menemukan dua fukoidanase tambahan dari Alteromonas sp. SN-1009, yang
memperluas jaringan struktural. Jaringan struktural ini termasuk gen FcnA
(CAI147003.1) dari M. fukanivorans SW5T, gen Fdal (AAO00508.1) dan Fda2
(AAO000509.1) dari Alteromonas sp. SN-1009, dan gen SVI_0379 (BAJ00350.1) dari
Shewanella violacea DSS.

Pengoptimalan aktivitas bakteri dari enzim tersebut tidak terlepas dari kondisi
lingkungan. Menurut Liu et al., (2023) menyatakan aktivitas fukoidanase dengan
menentukan stabilitas hidup bakteri berada dalam rentang suhu 20-50°C serta pH 5—
10. Dalam hal optimum pH yang ideal untuk endo-fukoidanase yaitu Lambis sp.
(Silchenko et al., 2016). Adapun seperti bakteri laut Formosa algae KMM 3553
hidup kisaran pH yang luas yaitu 6,5-9,1 (Silchenko et al., 2016).

2.5 Bakteri Penghasil Fukoidanase

Enzim yang mampu menghidrolisis ikatan glikosidik antara residu a-Lfukosa
tersulfat dalam molekul fukoidan disebut fukoidanase. Berdasarkan data CAZy,
terdapat beberapa urutan asam amino fukoidanase yang telah diidentifikasi dari
berbagai bakteri laut, di antaranya ditemukan pada bakteri Wenyingzhuangia
fucanilytica CZ1127T yang dapat menghidrolisis fukoidan Fucus evanescens dengan
berat 160 kDa menjadi 88,78 kDa, ZU98,16 kDa, 106,91 kDa, dan 88,83 kDa (Zueva
et al., 2020). Selain itu, bakteri laut strain Formosa KMM 3553, yang diisolasi dari

alga coklat mensintesis enzim a-L-fukanase dengan aktivitas endo-spesifik dan
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memecah ikatan 1,4 dalam molekul fukoidan. Enzim fukanase ini mampu
menghasilkan fuko-oligosakarida tersulfasi, yang diketahui memiliki aktivitas
imunomodulasi (Silchenko et al., 2015).

Beberapa enzim fukoidanase dapat ditemukan di organisme laut lainnya
(Vuillemin et al., 2020) seperti bakteri, invertebrata, dan beberapa jamur dengan
spesies Vibrio sp. (Barzkar et al., 2022), Pseudoalteromonas sp. Didapati pula bakteri
laut Fucanobacter lyticus yang diisolasi dari Sargassum sp. yang termasuk dalam
genera Fucales dan Chordariales dan terbukti efektif untuk hidrolisis fukoidan
(Barzkar, 2023).

2.6 Hidrolisis Enzimatis

Adanya perbedaan dari beberapa metode enzimatis seperti hidrolisis fisik
(tekanan tinggi, iradiasi, plasma dingin, ultra-sonik atau cahaya berdenyut dan medan
listrik), dan kimia (glikosilasi, asilasi, deamidasi, fosforilasi atau hidrolisis pada pH
ekstrem) menyebabkan perubahan struktur protein secara signifikan, dan tidak ramah
lingkungan (Samel & Wojciechowski, 2024). Sehingga untuk memecah fukoidan
menjadi fukoidanase dapat menggunakan enzimatis. Dilaporkan bahwa fukoidanase
memiliki kemampuan untuk mendegradasi fukoidan sebesar 98% melalui hidrolisis
enzimatik selama dua jam (Hifney et al., 2018).

Fukoidan yang dihasilkan dari degradasi enzimatis ditemukan lebih aman dari
sisa reagen berbahaya, sehingga dapat digunakan pada makanan fungsional (Lahrsen
et al., 2018). Proses hidrolisis enzimatis berfungsi menyelidiki struktur fukoidan serta
pembentukan oligomernya (Kusaykin et al., 2016). Enzim tersebut bekerja secara
tertentu pada satu jenis ikatan dalam molekul polimer dan digunakan untuk

depolimerisasi fukoidan.
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2.7 Kondisi Suhu Saat Pertumbuhan Bakteri

Pertambahan jumlah atau volume sel dan ukurannya disebut pertumbuhan.
Organisme seperti bakteri mengalami peningkatan volume, ukuran, dan jumlah sel.
Kondisi peningkatan bakteri dapat di analisis melalui empat fase yaitu fase lag, fase
eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian (Saraswati et al., 2021). Pola
pertumbuhan ini mengarah pada perkembangan sel bakteri. Untuk menunjang
pertumbuhan bakteri diperlukan nutrisi yang memadai. Menurut pernyataan Karo et
al. (2024), nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhannya terdiri dari karbon,
nitrogen, unsur non-logam seperti sulfur, fosfor, unsur logam seperti Ca, Zinc, Na, K,
Cu, Mn, Mg, Fe, vitamin, air, dan energi.

Selain nutrisi yang diperlukan dalam menunjang perkembangan bakteri,
beberapa faktor penting lainnya seperti optimasi lingkungan meliputi suhu, pH serta
salinitas memainkan peran penting akan hal metabolisme pertumbuhan bakteri
(Zainudddin et al., 2022). Dalam optimasi suhu, dapat mempengaruhi daya tahan
pertumbuhan sel. Ada beberapa jenis bakteri yang dapat hidup pada suhu tertentu,
seperti bakteri psikrofilik, mesofilik, dan termofilik. Bakteri psikrofilik dapat hidup
dengan suhu 0-19°C, bakteri mesofilik dapat tumbuh pada suhu antara 25-40°C
dengan suhu optimal 37°C (Gemilang, 2023). Apabila suhu rendah dapat
memperlambat metabolisme kinerja pertumbuhan sedangkan suhu yang terlalu tinggi

dapat mendenaturasi protein enzim.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Adapun waktu dan tempat dilaksanakan yaitu:

3.1.1 Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan dari bulan Maret 2024 - Januari 2025.
3.1.2 Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan menggunakan stok bakteri enzim fukoidanase yang
berasal dari Sargassum polycystum yaitu bakteri Cytobacillus kochii (GSD). Analisis
optimasi serta pengujian aktivitas fukoidanase dilakukan di laboratorium
Produktivitas Perairan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan dan Alat digunakan untuk menunjang pelaksanaan penelitian di
laboratorium Produktivitas Perairan, Universitas Lampung (tabel 1 & 2)

Tabel 1. Bahan yang digunakan dalam penelitian

No Bahan Konsentrasi  Spesifikasi Kegunaan

1. Tripticase Soy 40 gr/L Himedia Untuk pembuatan media
Agar padat.

2. Tripticase Soy 30 gr/L Himedia Untuk pembuatan media
Broth cair guna merekultur

bakteri.




18

No Bahan Konsentrasi  Spesifikasi Kegunaan
3. Spirtus - Teknis Untuk larutan sterilisasi.
4.  Alkohol 96% Teknis Untuk larutan sterilisasi.
5. Air laut steril 100% Teknis Untuk larutan campuran
media.
6. Asamsulfat1% 1% Teknis Untuk pembuatan
larutan McFarland.
7. Barium Klorida 1% Teknis Untuk pembuatan
1% larutan McFarland.
8.  CaHssCIN 10% Pro analisis Untuk uji aktivitas
fukoidanase.
9.  Akuades Teknis Untuk larutan campuran
media.
10. CaClz Supelco Untuk ekstraksi
fukoidan.
11. Sargassum Rumput laut Untuk ekstraksi
polycystum fukoidan.
12. Cytobacillus Bakteri Untuk uji bakteri
kochii GSD penghasil enzim

fukoidanase.

Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian

No Alat Spesifikasi Merek Kegunaan

1.  Autoclave Kapasitas 18L  GEA Untuk sterilisasi.

2. Bunsen - - Untuk sterilisasi.

3. Jarum ose - - Untuk inokulasi
bakteri.

4.  Cawan petri Kapasitas 15ml  Labotiq Untuk tempat
menumbuhkan bakteri.

5. Laminar air flow - Esco Untuk media meja
steril dan dapat
meminimalisir mikroba
atau kontaminasi dari
luar ruangan.

6. Tabung Kapasitas Duran Untuk membuat media

Erlenmeyer 500ml agar dan broth.
7.  Gelas ukur Kapasitas Onemed Untuk mengukur kadar
250ml air.
8. Hotplate Kapasitas 3L Dlab Untuk melarutkan

campuran berbagai
bahan pada media.
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No Alat Spesifikasi Merek Kegunaan

9.  Inkubator Kapasitas 10L B-One Untuk menginkubasi
mikroba.

10. Jas laboratorium  Ukuran XL - Untuk pelindung tubuh
agar tetap steril.

11. Kamera ponsel - Infinix Untuk dokumentasi

12. Laptop - Advan Untuk menganalisis

Workplus data serta digunakan
dalam penyusunan
laporan.

13. Lemari 100-250 L Sharp Untuk meyimpan

pendingin/kulkas media dan sediaan
bakteri.

14. Kertas saring Nomor 40 Whatman Untuk mencatat data
dan jadwal kegiatan

15. Pipet tetes Kapasitas 1ml - Untuk menyaring
larutan.

16. Tabung Kapasitas 10ml  Onemed Untuk wadah

centrifuge pengenceran bakteri

17. Timbangan Kapasitas Sojikyo Untuk menimbang

digital 0,001-500¢g bahan.

18. Kain kasa Kapasitas 10 Onemed Untuk menutup tabung

lembar centrifuge.

19. Karet gelang - Python Untuk merekatkan alat
dalam plastic wrap.

20. Spektrofotometer Gelombang B-One Untuk menghitung

UV-Vis 200-800nm nilai absorbansi.
21. Tisu Kapasitas 500 Nice Untuk membersihkan
lembar lapisan yang tersisa
pada media.

22. Plastik anti panas Kapasitas 500-  Diana Untuk membungkus

1000ml media.

23. Plastic wrap - Klinpak Untuk merekatkan
cawan petri.

24. Hand Tally - Kenko Untuk penghitungan

counter koloni pada cawan
petri.

25 Kapas Berat 50g Onemed Untuk penutup tabung
reaksi.

26. Corong kaca Diameter 40mm Herma Untuk membawa alat
maupun bahan
ketempat lain.

27. Penggaris Panjang 30cm Butterfly Untuk memberi garisan

pada cawan petri.
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No Alat Spesifikasi Merek Kegunaan

28. Spreader - - Untuk meratakan
pengenceran pada
cawan petri.

29. Mikropipet Kapasitas 20- Dlab Untuk pemindahan

200 pl sampel bakteri.
30. Bluetip Kapasitas 1000  Onemed Untuk pengenceran
pl bakteri pada volume
1000 pl.
31. Rak tabung Kapasitas 12 - Untuk menata tabung
susun centrifuge saat
pengenceran.

32. Tabung Cuvet Kapasitas 3ml - Untuk menaruh sampel
bakteri saat diukur
pada spektrofotometri.

33. Vortex Kecepatan 0- Dlab Untuk

2500 RPM menghomogenkan
media.

34. Gelas beaker Kapasitas 50ml  Borosilicate  Untuk wadah larutan.

50ml

35. Botol spray 10ml Mr. DIY Untuk wadah alkohol
70%.

36. Spidol hitam - Snowman Untuk menghitung
koloni pada cawan
petri.

37. Trash bag 10 Lembar Matador Untuk sediaan tempat
sampah.

38. Spatula - - Untuk mengambil
media.

39. Yellow tip Kapasitas 100 Onemed Untuk pengenceran

pl bakteri pada volume
100 pl.

40. Gelas beaker 500ml Pyrex Untuk wadah larutan.

500ml

41. Waterbath Kapasitas 24 Cole-palmer  Untuk menghangatkan

liter. larutan bahan dengan
bantuan air panas
maupun uap air panas.

42. Kertas cakram Diameter 6 Macherey- Untuk menguiji

Nagel

aktivitas fukoidanase.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian yang dilaksanakan merupakan penelitian eksperimental dengan
rancangan acak lengkap (RAL) karena melibatkan perlakuan berupa variasi suhu
terhadap pertumbuhan Cytobacillus kochii GSD. Rancangan percobaan menggunakan

5 perlakuan suhu dan 3 ulangan.

P1: Bakteri Cytobacillus kochii GSD ditumbuhkan pada suhu 26,5°C
P2: Bakteri Cytobacillus kochii GSD ditumbuhkan pada suhu 30°C
P3: Bakteri Cytobacillus kochii GSD ditumbuhkan pada suhu 35°C
P4: Bakteri Cytobacillus kochii GSD ditumbuhkan pada suhu 40°C
P5: Bakteri Cytobacillus kochii GSD ditumbuhkan pada suhu 43,4°C

Model liner rancangan acak lengkap (RAL) yang digunakan dalam penelitian ini

yaitu:
Yij=p +1i+egjj
Keterangan:

I = perlakuan suhu

j = ulangan

Yij = pengamatan pada perlakuan ke-i ulangan ke-j
K = rataan umum

Ti = pengaruh perlakuan suhu ke-i

€ij = galat percobaan perlakuan ke-i ulangan ke-j
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Terdapat beberapa tahapan yang dilakukan dalam penelitian (Gambar 4).

CTahapan penelitian)

Pengambilan dan
pengeringan sampel

\4

Proses Ekstraksi

\ 4
/ Fukoidan /

Cek sediaan bakteri

v

C Stok bakteri )

y

Sterilisasi alat&bahan

v
Inokulasi bakteri
v

Pembuatan media TSA

2

Pembuatan media TSB

y

Pengenceran bertingkat

Y

Uji optimasi suhu

v

Uji optimasi fase pertumbuhan

Total plate count
(TPC)

v

Perhitungan

bakteri

Turbidimetri

v

Uji aktivitas fukoidanase

v

C Analisis data )

Gambar 4. Alur penelitian
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3.4.1 Pengambilan dan Pengeringan Sampel

Sampel alga cokelat Sargassum sp. diperoleh dari perairan Lampung, tepatnya
di Pantai Sebalang (Lampung Selatan). Setelah dikumpulkan, Sargassum sp. jenis S.
polycystum dicuci menggunakan air tawar bersih yang mengalir untuk menghilangkan
kotoran serta substrat yang masih melekat pada akarnya. Sargassum polycystum yang
telah dikeringkan, selanjutnya dihaluskan menggunakan mesin penggiling dan

disimpan dalam suhu ruang.

3.4.2 Ekstraksi Fukoidan

Sebanyak 50 g Sargassum polycystum kering yang telah dihaluskan menjadi
serbuk digunakan sebagai bahan baku ekstraksi fukoidan. Tahap awal dilakukan
dengan merendam serbuk dalam larutan HCI 0,1 N (Merck) dengan rasio 1:10 (m/v)
selama 24 jam. Penggunaan larutan asam bertujuan untuk membantu melepaskan
senyawa fukoidan dari dinding sel alga. Campuran kemudian disaring menggunakan
kain blancu untuk memisahkan filtrat dan residu. Residu hasil penyaringan
dimaserasi ulang menggunakan larutan HCI 0,2 N dengan rasio yang sama dan waktu
yang serupa, untuk mengoptimalkan ekstraksi senyawa fukoidan yang belum
terekstrak pada maserasi pertama. Filtrat dari kedua tahap tersebut digabungkan dan
disaring ulang dengan kertas saring Whatman No. 40 guna memperoleh larutan yang
lebih jernih. Filtrat gabungan kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator
(IKA RV 10, Germany) pada suhu 60°C (IKA HB 10, Germany), hingga volumenya
berkurang menjadi 100 mL. Selanjutnya, ekstrak difraksinasi dengan penambahan
etanol dingin 96% (v/v) dalam perbandingan yang sama, lalu didiamkan dalam lemari
pendingin selama 2 jam agar fukoidan mengendap. Campuran disentrifugasi pada
kecepatan 3.000 rpm selama 15 menit untuk memisahkan endapan fukoidan dari
supernatan. Endapan yang diperoleh dilarutkan kembali dalam akuades yang telah
diatur pH-nya hingga mencapai pH 2. Selanjutnya, ditambahkan kalsium klorida

(CaClz2 Merck) hingga konsentrasi akhir mencapai 2 M. Penambahan CaCl: dilakukan
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untuk membentuk kompleks fukoidan yang dapat mempermudah pemurnian. Larutan
kemudian didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang agar proses presipitasi
berlangsung optimal. Setelah itu, larutan kembali disentrifugasi dengan kecepatan
yang sama untuk memperoleh supernatan. Supernatan tersebut dipresipitasi kembali
menggunakan etanol 96% dan didiamkan selama 24 jam. Proses akhir dilakukan
dengan sentrifugasi untuk mendapatkan endapan berupa fukoidan.

3.4.3 Cek Sediaan Bakteri

Sebelum penelitian dimulai, sediaan bakteri diperiksa. Tujuan dari
pengecekan adalah untuk mengetahui ketersediaan isolat. Isolat bakteri yang berasal
digunakan dalam penelitian ini berasal dari Sargassum polycystum mengandung
bakteri Cytobacillus kochii (GSD).

3.4.4 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang dapat disterilisasi yaitu tabung centrifuge, cawan petri,
erlenmeyer, gelas beaker, tabung reaksi, jarum ose, spreader serta bahan media padat
dan cair sebelum dituang kedalam cawan petri. Seluruh peralatan dan media tersebut
kemudian dimasukkan ke dalam autoklaf. Autoklaf diaktifkan dengan menekan
tombol on dan dibiarkan hingga suhu mencapai 121°C/psi (Gupta & Shukshith, 2016)
serta waktu yang ideal sekitar 15 — 20 menit. Setelah suhu mencapai titik tersebut,
tombol pemanas (heat) dimatikan dan waktu sterilisasi diatur selama 30 menit
menggunakan timer. Begitu waktu sterilisasi selesai dan timer berbunyi, penutup uap
autoklaf dibuka dengan hati-hati. Selanjutnya peralatan dan media yang telah melalui
proses sterilisasi diambil dan siap digunakan. Menurut pernyataan Astuty &
Angkejaya, (2022) bahwa sterilisasi berguna untuk membunuh dan membersihkan

semua bentuk mikroba hidup di peralatan dan bahan yang digunakan.
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3.4.5 Inokulasi Bakteri Cytobacillus kochii (GSD)

Isolat bakteri Cytobacillus kochii (GSD) dikultur pada media TSA (Tryptone
Soy Agar) dan media TSB (Tryptone Soy Broth). Kultur dilakukan menggunakan
wadah cawan petri untuk media padat dan tabung centrifuge untuk media cair.
Tahapan dilakukan dengan menggunakan stok bakteri yang telah tersedia
sebelumnya, diambil menggunakan jarum ose steril dan digoreskan kedalam media

agar menggunakan teknik streak plate.

——

Gambar 5. llustrasi gambar inokulasi streak plate dicawan petri

Proses inokulasi diawali dengan pengambilan suspensi bakteri Cytobacillus
kochii GSD menggunakan jarum ose steril yang telah dipanaskan menggunakan
bunsen, kemudian goreskan secara zig-zag dari satu sisi ke sisi lainnya pada media
agar (Gambar 5). Goresan dilakukan dengan tekanan ringan dan merata untuk
memastikan bakteri terdistribusi secara optimal di seluruh permukaan media.
Selanjutnya diinbukasi selama 24 jam guna menumbuhkan bakteri C.kochii GSD.
Bakteri Cytobacillus kochii GSD yang telah tumbuh, dikultur kembali menggunakan
metode streak 4 kuadran.
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Gambar 6. llustrasi inokulasi streak plate 4 kuadran dicawan petri

Proses inokulasi diawali dengan pengambilan suspensi bakteri Cytobacillus
kochii GSD menggunakan jarum ose steril, kemudian dilakukan goresan zig-zag di
kuadran pertama (Gambar 6). Setelah itu, jarum ose disterilisasi kembali, lalu sebagian
goresan dari kuadran sebelumnya ditarik ke kuadran berikutnya, hingga kuadran
keempat. Pola tersebut menghasilkan tingkat pengenceran alami pada permukaan

media, yang memiliki pertumbuhan koloni tunggal tersebar di kuadran akhir.

3.4.6 Pembuatan Media Tryptone Soy Agar (TSA)

Media Tryptone soy agar (TSA) ditimbang sebanyak 8gr, bubuk media TSA
dimasukkan kedalam erlenmeyer ukuran 500ml. Tambahkan larutan air laut steril
sebanyak 200ml kedalam erlenmeyer. Media dihomogenkan menggunakan magnetic
stirrer yang diletakkan di atas hot plate hingga tercampur secara merata. Setelah
homogen, media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
(Gupta & Shukshith, 2016). Setelah proses sterilisasi, media didinginkan dalam
laminary air flow hingga mencapai suhu hangat. Tahap selanjutnya media dituang ke
dalam cawan petri masing-masing sebanyak 10-15 ml.
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3.4.7 Pembuatan Media Tryptone Soy Broth (TSB)

Media Tryptone soy broth (TSB) ditimbang sebanyak 3gr, bubuk media TSB
dimasukkan kedalam erlenmeyer ukuran 250ml. Media dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer yang diletakkan di atas hot plate hingga tercampur secara merata.
Setelah homogen, media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit (Gupta & Shukshith, 2016). Setelah homogen, media disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi,
media didinginkan dalam laminary air flow hingga mencapai suhu hangat. Tahap

selanjutnya media dituang ke dalam tabung centrifuge masing-masing sebanyak 9 ml.

3.4.8 Pengenceran Bertingkat Bakteri Cytobacillus kochii GSD

Metode dilusi, atau dikenal sebagai metode pengenceran bertingkat,
merupakan teknik pengenceran berurutan yang dilakukan dengan mencampurkan
suspensi mikroorganisme ke dalam media padat maupun cair untuk memperoleh
konsentrasi bakteri yang terukur (Hasriyani et al., 2020). Sebanyak 1000 pL isolat
bakteri sebelumnya yang telah dikultur disuspensikan ke dalam tabung centrifuge
yang berisi 9 mL media cair steril untuk menghasilkan pengenceran 10*.
Selanjutnya, sebanyak 1000 pL dari suspensi 10! diambil dan dimasukkan ke dalam
tabung centrifuge kedua yang juga berisi 9 mL media cair steril, sehingga
menghasilkan pengenceran 1072, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex.
Prosedur diulangi secara berurutan untuk memperoleh tingkat pengenceran1073, 10,
dan 107°. Masing-masing tingkat pengenceran diperoleh dengan mengambil 1000 pL
dari pengenceran sebelumnya dan mencampurkannya ke dalam tabung yang berisi 9
mL media cair steril, disertai homogenisasi menggunakan vortex agar distribusi sel

merata (Gambar 7)
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Gambar 7. llustrasi gambar pengenceran bertingkat

3.4.9 Uji Optimasi Suhu

Bakteri yang telah diencerkan, masing-masing dalam tabung centrifuge
dengan tingkatan 10! sampai 10-° diambil sebanyak 50 pL dan disuspensikan ke
dalam media padat (agar) sebanyak 3 ulangan dan diratakan menggunakan spreader
steril (Gambar 8). Selanjutnya diinkubasikan kedalam inkubator dengan suhu yang

4
| ©—S

Gambar 8. llustrasi gambar suspensi bakteri kedalam media agar

telah ditentukan.

3.4.10 Uji Optimasi Fase Pertumbuhan Bakteri

Isolat bakteri yang telah diencerkan pada tingkat pengenceran 107! hingga

107° dan telah diinkubasi selama 24 jam kemudian dianalisis menggunakan
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spektrofotometer untuk mengukur nilai absorbansi. Sebanyak 2 ml larutan blanko
berupa media cair steril dimasukkan ke dalam kuvet, lalu kuvet tersebut ditempatkan
pada alat spektrofotometer. Sebelum dilakukan pengukuran, panjang gelombang
spektrofotometer disetel pada 620 nm untuk menyesuaikan tingkat kekeruhan
suspensi bakteri. Selanjutnya suspensi isolat bakteri dimasukkan ke dalam kuvet
pengganti, lalu kuvet tersebut diletakkan kembali ke dalam spektrofotometer untuk

mengamati dan mencatat nilai absorbansi yang ditampilkan.

3.4.11 Perhitungan Bakteri di Cawan Petri

Perhitungan pada media cawan petri dilakukan sebanyak 2 kali dalam rentang
waktu 24 dan 48 jam berdasarkan media agar yang telah ditumbuhi bakteri
Cytobacillus kochii (GSD). Perhitungan total plate count menggunakan standar
jumlah koloni antara 30-300. Pemilihan perhitungan rentang dari 30-300 disebabkan
jika koloni lebih dari 300 tidak valid untuk dihitung karena berisiko tinggi terhadap
kesalahan perhitungan, sedangkan jumlah koloni kurang dari 30 dianggap tidak
memenuhi validitas statistik (Mubarak et al., 2019). Perhitungan dilakukan secara
manual menggunakan colony counter dikombinasikan menggunakan spidol hitam.
Kepadatan yang dihitung pada cawan petri dimulai pengenceran 107 sampai 107,
Kirana et al. (2023) menyatakan perhitungan standar plate count (SPC) menggunakan

rumus:

Jumlah koloni

Kepadatan sel bakteri (Cfu/ml):

Volume(ml) x Faktor pengenceran

3.4.12 Perhitungan Bakteri di Spektrofotometer

Perhitungan menggunakan spektrofotometer dilakukan dalam rentang waktu
24 jam dengan interval waktu setiap 3 jam pengamatan menggunakan alat

spekrofotometri. Penggunaan alat tersebut menggunakan media TSB dan Larutan
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standar McFarland digunakan sebagai acuan untuk menyesuaikan tingkat kekeruhan
suspensi bakteri, sehingga konsentrasi bakteri berada dalam rentang tertentu yang
diinginkan (Rosmania & Yanti, 2020). Jumlah bakteri akan secara cepat terbaca
sehingga nantinya terlihat nilai kekeruhan pada bakteri tersebut. Menurut pernyataan
Seniati et al., (2019) konsentrasi melihat tingkat kekeruhan menggunakan
spektrofotometer menggunakan panjang gelombang 620 nm. Persamaan regresi liner

dapat digunakan untuk menghitung jumlah sel bakteri. Persamaan disajikan yaitu:

y=a+ bx

Keterangan:

y = Kepadatan bakteri CFU/ml (variabel terikat)
a = Konstanta dari persamaan regresi linear

b = Koefisien dari persamaan regresi linear

X = Waktu pengamatan (variabel bebas)

3.4.13 Uji Akivitas Fukoidanase

Sejumlah 100 pul bakteri Cytobacillus kochii (GSD) disuspensikan kedalam
cawan petri dengan media TSA dan 1 mg/ml fukoidan. Bakteri Cytobacillus kochii
(GSD) dibiarkan berdifusi ke dalam media selama 1 jam. Kertas cakram (diameter 6
mm) ditempatkan pada permukaan agar dan diteteskan dengan larutan cetyl
pyridinium chloride (C21Hs:CIN) 10%. Media TSA diinkubasi pada suhu 36 °C
selama 24 jam. Isolat bakteri Cytobacillus kochii (GSD yang positif akan
menunjukkan aktivitas fukoidanase dengan adanya zona bening di sekitar kertas

cakram.

3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil uji optimasi suhu menggunakan metode Total
Plate Count (TPC) dianalisis secara kuantitatif menggunakan Microsoft Excel dan
One-Way Analysis of Variance (ANOVA) pada tingkat kepercayaan 95% (p<0,05)
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menggunakan perangkat lunak SPSS versi 27 untuk menguji adanya perbedaan antar
berbagai suhu. Jika hasil uji asumsi menunjukkan data berdistribusi normal dan
homogen, maka analisis dilanjutkan dengan uji Duncan untuk menentukan perbedaan
signifikan antar perlakuan suhu. Apabila data tidak berdistribusi normal atau tidak
memenuhi asumsi homogenitas varians, maka digunakan analisis non-parametrik
sebagai alternatif, yaitu uji Kruskal-Wallis, yang kemudian dilanjutkan dengan uji
Mann-Whitney U untuk mengetahui kelompok suhu yang memiliki perbedaan
signifikan. Selanjutnya data yang didapati dari uji aktivitas enzimatis akan ditabulasi

kedalam bentuk grafik serta dianalisis secara deksriptif.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Adapun simpulan yang peroleh dari penelitian yaitu:

1. Bakteri Cytobacillus kochii GSD dapat tumbuh optimal pada suhu 35°C.
2. Aktivitas enzim fukoidanase dari bakteri Cytobacillus kochii GSD disuhu
optimal 35°C yaitu sebesar 30,88 mm pada jam ke-72.

5.2 Saran

1. Diperlukan inkubasi bakteri Cytobacillus kochii GSD pada suhu 35°C untuk
menghasilkan fukoidan dengan molekul yang lebih rendah.

2. Enzim fukoidanase secara komersil dapat diproduksi untuk dimanfaatkan
sebagai pendegradasi fukoidan sehingga perlu dilakukan uji in vivo fukoidan
hasil degradasi pada organisme budidaya seperti udang vanname dan kerapu
cantang untuk mendukung pengembangan imunostimulan di bidang

akuakultur.
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