
i 

 

 

 

 

 

 

UJI OPTIMASI DERAJAT KEASAMAN (pH) TERHADAP PERTUMBUHAN 

DAN AKTIVITAS ENZIM FUKOIDANASE BAKTERI Cytobacillus kochii GSD 

 

 

 

 

SKRIPSI 

 

Oleh 

 

 

WANDA ANDELLA PUTRI 

NPM 2154221003 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

FAKULTAS PERTANIAN 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 

2025  



ii 

 

 

 

 

 

 

UJI OPTIMASI DERAJAT KEASAMAN (pH) TERHADAP PERTUMBUHAN 

DAN AKTIVITAS ENZIM FUKOIDANASE BAKTERI Cytobacillus kochii GSD 

 

 

Oleh 

 

WANDA ANDELLA PUTRI 

 

Skripsi 

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar 

SARJANA SAINS 

Pada 

Jurusan Perikanan dan Kelautan 

Fakultas Pertanian Universitas Lampung 

  

 

 

 

 
 

 

 

 

FAKULTAS PERTANIAN 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDARLAMPUNG 

2025



ii 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

THE OPTIMIZATION ASSAY OF PH IN GROWTH AND FUKOIDANASE 

ENZYMATIC ACTIVITY BY Cytobacillus kochii GSD 

 

By 

 

WANDA ANDELLA PUTRI 

 

 

 

Fukoidan is a sulfated polysaccharide with bioactive benefits such as antioxidant, 

anticancer, and anticoagulant properties. The utilization of fukoidan is limited due to 

its high molecular weight. Enzymatic hydrolysis by Cytobacillus kochii GSD can 

break down fukoidan molecules into oligosaccharides. The growth of Cytobacillus 

kochii GSD bacteria as a fukoidanase producing bacterium is influenced by various 

environmental factors, one of which is pH. pH is an important factor in bacterial 

growth for enzymatic production, but the optimal conditions for fukoidanase enzyme 

production have not yet been identified. The study was aimed to determine the 

growth of Cytobacillus kochii GSD bacteria under five pH conditions (3.6; 5; 7; 9; 

and 10.3) by counting the number of bacterial colonies using the total plate count 

method and turbidimetry, as well as analyzing the enzymatic activity of the bacteria 

at the optimal pH to observe the clear zone produced by adding a 10% cetyl 

pyridinium chloride (CPC) solution. The results showed that the optimal growth of 

Cytobacillus kochii GSD occurred at pH 7, with a colony count reaching 24.8 × 10⁷ 

CFU/mL after 48 hours of incubation. Growth rate measurements using the turbi-

dimetry method with a UV-Vis spectrophotometer indicated optimal growth at pH 7, 

with a peak growth of approximately 3.64 × 10⁹ CFU/mL. Enzymatic activity testing 

using a 10% CPC solution produced the largest clear zone of 25,9 mm at 72 hour. 

Fucan extraction from Sargassum sp. yielded an average yield of 1,19%, with a 

maximum of 1,40% and a minimum of 0,86%, and FTIR spectroscopy confirmed the 

presence of fucan with O-H, C-H, C=O, S=O, and C-O groups. It is concluded that 

Cytobacillus kochii GSD bacteria grow optimally at pH 7. The fucan extracted under 

optimal environmental conditions is expected to be developed and utilized in the 

fields of food, health, and aquaculture. 

Keyword: Cytobacillus kochii GSD, Enzymatic Activities, Fukoidanase, Fucoidan, pH 
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ABSTRAK 

 

UJI OPTIMASI DERAJAT KEASAMAN (pH) TERHADAP PERTUMBUHAN 

DAN AKTIVITAS ENZIM FUKOIDANASE BAKTERI Cytobacillus kochii GSD  

 

 

Oleh 

WANDA ANDELLA PUTRI 

 

 

 

Fukoidan adalah polisakarida sulfat dengan manfaat bioaktif seperti anti-

oksidan, antikanker, dan antikoagulan. Pemanfaatan fukoidan terbatas karena berat 

molekulnya yang tinggi. Hidrolisis enzimatik oleh Cytobacillus kochii GSD dapat 

memecah molekul fukoidan menjadi oligosakarida. Pertumbuhan bakteri Cytobacillus 

kochii GSD sebagai bakteri penghasil enzim fukoidanase dipengaruhi oleh berbagai 

faktor lingkungan, salah satunya adalah pH. pH adalah faktor penting dalam per-

tumbuhan untuk memproduksi enzimatik bakteri kondisi optimal untuk produksi 

enzim fukoidanase masih belum ditemukan. Penelitian bertujuan untuk mengetahui 

pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD pada 5 kondisi pH (3,6; 5; 7; 9; dan 

10,3) dengan menghitung jumlah koloni bakteri dengan metode total plate count dan 

turbidimetri serta menganalisa aktivitas enzimatik bakteri pada pH optimal untuk 

melihat zona bening yang dihasilkan dengan pemberian larutan cetyl piridium 

chloride (CPC) 10%. Hasil penelitian menunjukkan pertumbuhan Cytobacillus kochii 

GSD paling optimal terdapat pada pH 7, dengan jumlah koloni mencapai 24,8 × 10⁷ 

CFU/mL setelah 48 jam inkubasi. Pengukuran laju pertumbuhan dengan metode 

turbidimetri menggunakan spektrofotometer UV-Vis menunjukkan pertumbuhan 

optimal pada pH 7 dengan puncak pertumbuhan sekitar 3,64 × 10⁹ CFU/mL. Uji 

aktivitas enzimatik menggunakan larutan 10% CPC menghasilkan zona bening 

terbesar 25,9 mm pada jam ke-72. Ekstraksi fukoidan dari Sargassum sp. Meng-

hasilkan rendemen rata-rata 1,19%, dengan nilai tertinggi 1,40% dan terendah 0,86%, 

serta spektrum FTIR membuktikan keberadaan fukoidan dengan gugus O-H, C-H, 

C=O, S=O, dan C-O. Disimpulkan bahwa bakteri Cytobacillus kochii GSD tumbuh 

optimal pada pH 7, hasil fukoidan yang telah dipecah pada kondisi lingkungan 

optimal diharapkan dapat dikembangkan dan dimanfaatkan pada bidang pangan, 

kesehatan dan akuakultur. 

Kata Kunci: Aktivitas Enzimatik, Cytobacillus kochii GSD, Fukoidan, Fukoidanase, 

pH  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang dan Masalah 

Sargassum sp. merupakan salah satu jenis rumput laut coklat bernilai ekonomi 

tinggi dengan jumlah yang cukup melimpah dan tersebar luas di perairan Indonesia 

(Fauziee et al., 2021). Sargassum sp. mengandung senyawa bioaktif seperti anti-

oksidan, florotanin, fukosantin, dan pada dinding rumput laut coklat terdiri atas 

beberapa polisakarida seperti asam alginat, laminaran dan fukoidan (Li et al., 2017; 

Podungge et al., 2018). Fukoidan merupakan polisakarida sulfat yang terdiri dari 

fukosa dengan kandungan monosakarida lainnya seperti galaktosa, manosa, xilosa, 

dan glukosa yang dihasilkan dari rumput laut jenis Sargassum, Turbinaria, dan 

Padina dengan jumlah kandungan yang signifikan, berkisar antara 40-80% dari berat 

rumput laut yang telah dikeringkan (Sinurat & Maulida, 2018). Kandungan fukoidan 

pada Sargassum sp. diduga dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon oleh bakteri 

genus Bacillus dan Brevibacterium untuk menghasilkan fukoidanase (Darmawan, 

2023). 

 Fukoidan memiliki berbagai bioaktivitas yang bermanfaat di bidang kesehatan, 

seperti antibakteri, antivirus, antijamur, antikanker, serta antikoagulan (Sinurat et al., 

2015; Utami et al., 2023). Ukuran molekul yang besar menjadi kendala dalam 

pemanfaatannya karena menghambat penyerapan oleh tubuh. Pemecahan struktur 

fukoidan menjadi bentuk yang lebih sederhana dapat dimanfaatkan dan menunjukkan 

peningkatan aktivitas biologis, serta lebih efektif digunakan pada aplikasi medis dan 

farmasi (Zhao et al., 2016; Flórez-Fernández et al., 2017; Xie & Cheong, 2022). Hasil 

penelitian oleh Sinurat et al. (2015) menunjukkan bahwa fukoidan dengan berat mo-

lekul rendah (low molecular weight/LWM) memiliki aktivitas biologis yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan berat molekul tinggi. 
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Agar dapat memproduksi fukoidan dengan berat molekul lebih rendah, metode 

hidrolisis enzimatik telah dikembangkan sebagai solusi yang lebih cepat dan aman 

dibandingkan metode hidrolisis kimiawi. Hidrolisis enzimatik merupakan suatu 

metode yang menghasilkan asam amino bebas serta peptida rantai pendek dengan 

proses reaksi yang berlangsung lebih efisien (Cruz-Casas et al., 2021). Produk hasil 

hidrolisis enzimatik juga dinilai aman dan tidak mengandung zat kimia berbahaya 

sehingga berpotensi dimanfaatkan di bidang kesehatan dan pangan (Lahrsen et al., 

2018). Metode hidrolisis enzimatis fukoidan dilakukan menggunakan enzim spesifik 

bernama fukoidanase yang bekerja dengan memutus ikatan glikosida antar residu L-

fukosa tersulfat yang akan menghasilkan oligosakarida bermassa molekul rendah 

dengan aktivitas bioaktif tertentu (Trang et al., 2022). 

Keberadaan enzim fukoidanase telah terdeteksi pada berbagai organisme laut 

seperti bakteri, invertebrata, serta beberapa jenis jamur (Kusaykin et al., 2015). Tiga 

isolat bakteri dari Sargassum polycystum juga telah teridentifikasi sebagai kandidat 

penghasil fukoidanase, yaitu Cytobacillus kochii GSD, Bacillus cereus (PFT), dan 

Brevibacterium sediminis (PSA) (Darmawan, 2023). Aktivitas tertinggi tercatat pada 

isolat bakteri Cytobacillus kochii GSD, yang bermanfaat untuk memproduksi enzim 

dalam skala besar untuk meminimalkan permanfaatan Sargassum sp.  

Pemanfaatan isolat bakteri Cytobacillus kochii GSD  sebagai penghasil enzim 

fukoidanase dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti suhu, salinitas, dan pH. 

pH merupakan salah satu faktor penting bagi pertumbuhan bakteri karena setiap 

bakteri memiliki rentang pH optimal yang berbeda. pH dalam pertumbuhan bakteri 

dapat mempengaruhi baik pertumbuhannya hingga produksi enzim yang dihasilkan 

(Fajar et al., 2022; Sinaga et al., 2023). Aktivitas enzimatis mampu tercapai secara 

maksimal pada pH optimal dan akan menurun tajam pada kondisi ekstrem akibat 

kerusakan struktur molekul. Perubahan pH juga memengaruhi kestabilan protein yang 

membentuk enzim karena kondisi sangat asam atau basa dapat menyebabkan 

denaturasi dan hilangnya fungsi biologis (Nurkhotimah et al., 2017). 

Kajian mengenai optimasi pH untuk pertumbuhan Cytobacillus kochii GSD serta 

evaluasi aktivitas enzim fukoidanase masih terbatas. Penentuan pH optimal perlu di-
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lakukan untuk mendukung efektivitas bakteri Cytobacillus kochii GSD sebagai agen 

hidrolisis enzimatik fukoidan. Penemuan pH optimal menjadi dasar untuk melakukan 

evaluasi aktivitas enzim untuk mengetahui kemampuan fukoidanase dalam meng-

hidrolisis fukoidan menjadi oligosakarida dengan berat molekul rendah (Trang et al., 

2022). Studi yang dilakukan Qiu et al., 2022 menunjukkan Flavobacterium algicola 

menghasilkan enzim fukoidanase dengan suhu optimal 40 °C, aktivitas stabil pada 

rentang suhu 25–55 °C, dan pH 9. Hasil serupa ditunjukkan oleh Cobetia amphilecti 

yang memiliki suhu optimal 30 °C dan pH 8 (Liu et al., 2023). Pengujian terhadap 

aktivitas enzim pada pH optimal Cytobacillus kochii GSD memberikan informasi 

penting untuk meningkatkan efisiensi aplikasi fukoidanase di sektor kesehatan, 

industri dan perikanan, termasuk pengolahan fukoidan untuk keperluan medis dengan 

pendekatan berkelanjutan guna menekan eksploitasi Sargassum sp. di Indonesia. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian yaitu: 

1. Bagaimana pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD yang dipengaruhi oleh 

kondisi pH tertentu? 

2. Bagaimana aktivitas enzim fukoidanase yang dihasilkan bakteri Cytobacillus 

kochii GSD pada pH optimal? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian dilakukan yaitu: 

1. Menganalisa pH optimal yang mendukung pertumbuhan bakteri Cytobacillus 

kochii GSD untuk meningkatkan efisiensi produksi enzim fukoidanase. 

2. Menganalisa aktivitas enzim fukoidanase dari bakteri Cytobacillus kochii GSD 

pada kondisi pH optimal. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai kondisi lingkungan 

yang optimal bagi pertumbuhan Cytobacillus kochii GSD khususnya pH dan berperan 
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dalam meningkatkan produksi enzim fukoidanase secara berkelanjutan dalam skala 

besar sehingga hasil yang diperoleh dapat dimanfaatkan secara aplikatif di berbagai 

bidang seperti bidang kesehatan, medis, industri dan perikanan.  

 

1.5 Kerangka Pikir 

Sargassum sp. merupakan salah satu rumput laut coklat dengan nilai eko-

nomis yang tinggi dan dapat menghasilkan salah satu senyawa potensial yaitu 

fukoidan. Fukoidan adalah polisakarida sulfat yang memiliki bentuk berat molekul 

tinggi (high molecular weight/HMW) sehingga sulit diserap tubuh dan perlu dipecah 

menjadi berat molekul rendah (low molecular weight/LMW). Salah satu metode yang 

aman dan efektif untuk memecah berat molekul fukoidan adalah metode hidrolisis 

enzimatik menggunakan enzim fukoidanase yang dapat diproduksi oleh organisme 

laut seperti bakteri, salah satunya dihasilkan oleh bakteri yang bersimbion dengan 

rumput laut coklat yaitu Cytobacillus kochii GSD. 

Produksi enzim fukoidanase sangat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan yang 

terdiri atas suhu, pH, salinitas dan media tumbuh yang digunakan. Salah satu faktor 

penting yang mempengaruhi adalah pH. pH yang tidak sesuai dapat mengganggu 

fungsi enzim, menghambat pertumbuhan bakteri, dan menurunkan produksi enzim. 

Tahap berikutnya setelah menemukan kondisi pH yang optimal dilakukan uji ak-

tivitas enzimatik pada pH optimal tersebut untuk mengetahui kemampuan bakteri 

Cytobacillus kochii GSD dalam memecah enzim fukoidan pada pH yang optimal. 

Hasil penelitian diharapkan dapat mendukung pemanfaatan fukoidan secara aplikatif 

baik pada bidang kesehatan, medis, industri dan perikanan (Gambar 1). 
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Gambar 1. Kerangka pikir penelitian 

 

1.6 Hipotesis Penelitian 

Adapun hipotesis pada penelitian adalah sebagai berikut: 

1. Pertumbuhan Bakteri Cytobacillus kochii GSD  

H₀: 𝜏ᵢ = 0 

Tidak terdapat perbedaan yang nyata antara perlakuan pH terhadap pertumbuhan 

bakteri Cytobacillus kochii GSD. 

H₁: 𝜏ᵢ ≠ 0 

Terdapat minimal satu perlakuan pH yang memberikan pengaruh berbeda nyata 

terhadap pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD. 
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2. Aktivitas Enzim Fukoidanase  

H₀: Tidak terdapat perbedaan yang nyata terhadap aktivitas enzim fukoidanase yang 

dihasilkan oleh Cytobacillus kochii GSD pada berbagai waktu inkubasi pada pH 

optimal. 

H₁: Terdapat perbedaan yang nyata terhadap aktivitas enzim fukoidanase yang 

dihasilkan oleh Cytobacillus kochii GSD pada setidaknya satu waktu inkubasi pada 

pH optimal. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Sargassum sp. 

2.1.1 Klasifikasi 

Klasifikasi Sargassum  sp. (Argardh, 1824) adalah sebagai berikut: 

Divisi   : Phaeophyta 

Kelas   : Phaeophyceae 

Ordo   : Fucales 

Famili   : Sargassaceae 

Genus   : Sargassum  

Spesies : Sargassum sp. 

2.1.2 Morfologi 

 

Gambar 2. Morfologi Sargassum sp.; a. blade, b. gas bladder, c. stipe, d. holdfast dan 

e. thallus  

Sumber: (Yip et al., 2018) 

Spesies Sargassum sp. secara umum memiliki bentuk thallus gepeng, cabang 

yang menyerupai pepohonan di daratan, daun melebar tumbuh memanjang, yang 

pinggir daun yang bergerigi, berombak, memiliki gelembung udara (gas bladder) 

yang umumnya soliter, dengan batang utama bulat bertekstur agak kasar, dan 
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memiliki holdfast (bagian yang digunakan untuk melekat) berbentuk cakram atau 

bulat. Memiliki warna coklat dengan ukuran yang relatif besar sekitar 20-50 cm, 

tumbuh dan berkembang pada dasar substrat yang kuat (Gambar 2). Memiliki bentuk 

keseluruhan menyerupai semak yang berbentuk radial atau simetris bilateral yang 

dilengkapi bagian sisi pertumbuhan (Achmadi & Arisandi, 2021).  

Sargassum sp. juga memiliki berbagai kandungan senyawa bioaktif pada se-

tiap bagian tubuhnya, termasuk pigmen, polifenol, dan polisakarida. Pigmen utama 

fukosantin tidak hanya memberi warna cokelat keemasan, juga berfungsi sebagai 

antioksidan, antiinflamasi, dan antikanker. Polifenol terutama florotanin dalam 

dinding selnya, melindungi dari stress lingkungan serta berperan sebagai antioksidan, 

antibakteri, dan neuroprotektif (Wang et al., 2023). Polisakarida seperti fukoidan 

membantu perlindungan sel dan memiliki manfaat imunomodulator, antikoagulan, 

serta antivirus (Fitton et al., 2019; Cai et al., 2021).  

 

2.1.3 Kandungan Bioaktif 

Rumput laut cokelat mengandung berbagai senyawa bioaktif, termasuk pigmen 

seperti fukosantin, florotanin, astaxanthin, fukoidan, dan karotenoid, serta senyawa 

polifenol seperti asam fenolik, flavonoid, dan tanin (Lomartire & Gonçalves, 2022). 

Senyawa-senyawa tersebut memiliki berbagai manfaat bagi kesehatan. Polifenol, 

khususnya florotanin yang ditemukan dalam spesies seperti Sargassum thunbergii, 

Undaria pinnatifida, Ecklonia sp., Eisenia bicyclis, Ishige okamurae, Hizikia 

fusiformis, dan Laminaria japonica, berperan sebagai antioksidan, antimikroba, 

antialergi, antiinflamasi, antikanker, antidiabetes, serta membantu pengendalian 

obesitas dan HIV. Senyawa lain seperti fukoidan dan karotenoid, memiliki aktivitas 

antimutagenik, antikoagulan, serta mendukung metabolisme lipid (KKP, 2019). 

Astaxantin menunjukkan aktivitas antioksidan, antiinflamasi, dan neuroprotektif, 

termasuk proteksi terhadap kerusakan neuron melalui reduksi radikal bebas dan 

penekanan jalur NF-κB (Medoro et al., 2023). Asam fenolik berperan sebagai agen 

antioksidan dan antimikroba, serta melindungi terhadap stres oksidatif, dengan 

potensi aplikasi dalam bidang farmasi dan kosmetika. Flavonoid menunjukkan 
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aktivitas antioksidan, antiinflamasi, antimikroba, dan sitotoksik terhadap sel kanker 

melalui modulasi jalur imun dan pembentukan radikal bebas . Tanin, sebagai 

polifenol berat, memiliki efek antioksidan dan antimikroba serta kontribusi pada 

stabilitas produk makanan dan kesehatan usus (Oluwotoyin, 2022). 

 

2.2 Fukoidan 

Fukoidan merupakan polisakarida tersulfat alami yang disusun oleh fukosa 

dan monosakarida lainnya seperti xilosa, manosa, glukosa, asam uronik dan galaktosa 

(Yue et al., 2025). Fukosa merupakan komponen utama penyusun fukoidan yang 

ditemukan pada struktur dinding sel rumput laut (Lin et al., 2017). Penelitian yang 

dilakukan Sinurat et al. (2015) menemukan beberapa jenis rumput laut yang me-

ngandung fukoidan diantaranya adalah Sargassum sp., Turbinaria sp., dan Padina sp. 

Dibandingkan dengan polisakarida tersulfat lainnya, fukoidan memiliki keunggulan 

karena tersedia secara luas. Fukoidan menjadi salah satu objek yang lebih banyak 

diteliti, khususnya dalam pengembangan obat dan makanan fungsional untuk aplikasi 

kesehatan (Lomartire & Gonçalves, 2022).  

Penelitian yang dilakukan oleh Seftylia et al. (2017) menyatakan bahwa S. 

polycystum, P. minor dan T. conoides menghasilkan senyawa bioaktif berupa daya 

antioksidan yang tinggi. Secara alami senyawa fukoidan yang terkandung pada alga 

cokelat dapat melindungi organisme dari berbagai mikroorganisme berbahaya yang 

terkandung di perairan laut (Sinurat & Maulida, 2018). Fukoidan yang diisolasi dari 

berbagai sumber baik rumput laut dan invertebrata laut telah menjadi fokus penelitian 

karena aktivitas biologisnya yang beragam, seperti aktivitasnya sebagai antikoagulan 

dan antirombotik, antivirus, antitumor, imuno-modulator, antiinflamasi, antioksidan, 

dan kemampuan menurunkan lipid darah, (Skriptsova, 2016; Usol’tseva et al., 2017).  

 

2.2.1 Struktur Kimia Fukoidan 

Struktur molekul fukoidan ditentukan oleh keberadaan gugus sulfat dan ikatan 

glikosidik α(1→2), α(1→3), atau α(1→4). Fukoidan dari alga coklat umumnya 

memiliki struktur dasar utama yang terdiri atas residu α(1→3)-L-fukopiranosa atau 
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kombinasi residu fukopiranosil yang terhubung melalui ikatan α(1→3) dan α(1→4) 

(Gambar 3). Struktur fukoidan yang banyak ditemukan dilengkapi dengan cabang 

samping yang mengandung residu fukopiranosa atau unit glikosil lain, seperti asam 

glukuronat. Cabang atau gugus tersebut juga dapat dimodifikasi lebih lanjut dengan 

penambahan gugus sulfat atau asetat, yang berkontribusi pada kompleksitas dan sifat 

biologis fukoidan (Lim et al., 2016; Trang et al., 2022).  

 

Gambar 3. Struktur kimia fukoidan 

Sumber: (Mensah et al., 2023)  

Fukoidan memiliki struktur dan ukuran yang bervariasi sangat dipengaruhi 

oleh jalur biosintesisnya (Sinurat et al., 2015). Jalur biosintesisnya mencakup 

beberapa tahapan utama, yaitu: sintesis prekursor GDP-L-fukosa, polimerisasi unit 

fukosa oleh enzim fukosiltransferase, dan sulfatasi oleh enzim sulfotransferase 

menggunakan PAPS sebagai donor sulfat.  

Berat molekul fukoidan dapat berfluktuasi sepanjang tahun, fluktuasi yang 

terjadi dipengaruhi musim dan juga faktor lingkungan. Fukoidan dengan berat mo-

lekul tertinggi dapat dipanen pada musim reproduksi rumput laut (Skriptsova, 2016). 

Rentang berat molekul fukoidan umumnya <300 kDa atau sekitar 1246 kDa (Kim et 

al., 2015; Li et al., 2023). Besarnya molekul fukoidan menjadi masalah dalam 

pemanfaatan karena sulit diserap oleh tubuh. Berat molekul yang lebih rendah, (low 

molecular weight/LMW) fukoidan, memiliki potensi besar dalam aplikasi di bidang 
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kesehatan. Fukoidan dengan kisaran 15–30 kDa terbukti efektif sebagai antikoagulan 

(Luthuli et al., 2019; Qi et al., 2022) 

 

2.3 Hidrolisis Enzimatik  

Depolimerisasi secara enzimatik menggunakan enzim fukoidanase untuk 

memotong ikatan α-(1→3) atau α-(1→4) dalam struktur fukoidan, menghasilkan 

oligosakarida dengan berat molekul rendah (Vuillemin et al., 2020). hidrolisis 

enzimatik merupakan salah satu metode yang paling umum digunakan diantara 

beberapa metode yang tersedia. Hidrolisis enzimatik didefinisikan sebagai proses 

pemecahan polimer kompleks menjadi monomer oleh aktivitas enzim (Pérez et al., 

2002). Ditunjukkan pada (Gambar 4) bahwa enzim tipe 1 menghidrolisis ikatan α-

(1→4), sementara enzim tipe 2 memecah ikatan α-(1→3) dalam struktur fukoidan 

(Vuillemin et al., 2020; Barzkar et al., 2023). 

 

 

Gambar 4. Skema pemecahan struktur fukoidan  

Sumber: (Vuillemin et al., 2020; Barzkar et al., 2023) 

Menurut Pérez et al. (2002), Enzim mempunyai kemampuan untuk meng-

aktifkan senyawa lain secara spesifik dan dapat meningkatkan kecepatan reaksi se-

hingga menghasilkan proses hidrolisis yang lebih cepat dibandingkan hidrolisis 

kimiawi. Fukoidan yang diperoleh melalui pemecahan enzimatik memiliki lebih 

sedikit zat berbahaya yang tersisa, sehingga meningkatkan keamanan dan kesesuaian 

untuk digunakan sebagai bahan makanan (Lahrsen et al., 2018). 

Fucoidan 



12 

 

2.4 Enzim Fukoidanase  

Enzim Fukoidanase merupakan enzim yang berperan dalam mengkatalisis 

pemutusan ikatan glikosidik antara residu α-L-fukosa tersulfat dalam struktur 

fukoidan dan memiliki kemampuan untuk memecah fukoidan menjadi fraksi berat 

molekul rendah (LMWF) tersulfasi tanpa perlu menghilangkan stuktur gugus sulfat 

dari fukoidan tersebut (Silchenko et al., 2018; Zhu et al., 2021). Enzim fukoidanase 

dapat memecah fukoidan sebesar 98% melalui proses hidrolisis enzimatik (Chen et 

al., 2016; Chen et al., 2019). Enzim fukoidnase tergolong ke dalam glikosida 

hidrolase 107 (GH107) berdasarkan klasifikasi enzim aktif terhadap karbohidrat 

(Carbohydrate-Active enZymes/CAZy) (Kusaykin et al., 2015). Enzim fukoidanase 

berasal dari beberapa sumber, dengan sumber utama adalah mikroorganisme laut 

diantaranya adalah bakteri laut, rumput laut, dan bulu babi (Barzhkar et al., 2023).   

2.4.1 Bakteri Penghasil Fukoidanase 

Beberapa bakteri laut diketahui menghasilkan enzim fukoidanase yaitu Vibrio 

sp. dan Pseudoalteromonas sp. (Barzkar et al., 2023). Bakteri-bakteri tersebut 

menunjukkan memiliki kemampuan untuk menghasilkan enzim fukoidanase yang 

mampu memecah senyawa fukoidan menjadi molekul yang lebih rendah. Sebagian 

besar bakteri tersebut dihasilkan dari isolasi rumput laut coklat seperti Pelvetia 

canaliculata, Fucus spiralis, dan Ascophyllum nodosum dengan aktivitas fukoidanase 

tertinggi tercatat pada spesies Cytophaga dan Alteromonas/Pseudoalteromonas 

(Yang et al., 2021). Bakteri laut yang diisiolasi dari Formosa haliotis (Fhf1) mampu 

menghasilkan enzim fukoidanase yang memiliki kemampuan untuk memecah 

fukoidan melalui mekanisme hidrolisis pada ikatan O-glikosidik yang terdapat dalam 

rantai utama molekul fukoidan (Gambar 5). 
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Gambar 5. Pemecahan fukoidan oleh enzim fukoidanase yang dihasilkan bakteri laut 

Formosa haliotis 

Sumber: (Vuillemin et al., 2020)  

Enzim fukoidanase yang diproduksi oleh bakteri bekerja dengan cara meng-

hidrolisis ikatan-ikatan tertentu pada fukoidan. Potensi bakteri pemecah fukoidan 

juga ditemukan pada thallus Sargassum polycystum yang bersimbiosis dengan bakteri 

genus Bacillus dan Brevibacterium. Bakteri yang telah ditemukan diantaranya, 

Cytobacillus kochii GSD, Bacillus cereus PFT, dan Brevibacterium sediminis PSA 

diidentifikasi sebagai kandidat potensial penghasil fukoidanase dengan aktivitas 

tertinggi ditemukan pada Cytobacillus kochii GSD (Darmawan, 2023). 

Bakteri Cytobacillus kochii pertama kali ditemukan oleh Robert Koch seorang 

microbiologist terkenal dalam penelitiannya tentang Bacillus anthracis (Seiler et al., 

2012). Morfologi sel berbentuk batang (basil), tersusun berkelompok, dan memiliki 

permukaan yang halus. Ukuran sel diperkirakan berkisar 2–5 µm dengan lebar sekitar 

0,5 µm. Morfologi ini sesuai dengan karakteristik umum bakteri genus Cytobacillus, 

yang termasuk kelompok Gram positif berbentuk batang (Gambar 6) (Patel & Gupta 

et al., 2020; Zhu et al., 2021). Adapun klasifikasi dari Cytobacillus kochii menurut 

Seiler et al. (2012) dan Darmawan (2023) sebagai berikut: 

Filum  : Bacillota 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Caryophanales 

Famili  : Bacillaceae 

Genus  : Cytobacillus 

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

Cytobacillus kochii GSD merupakan salah satu jenis bakteri yang dapat 

menjadi kandidat pemecah senyawa fukoidan. Bakteri simbion ditemukan dari thallus 

alga cokelat jenis Sargassum  polycystum memiliki aktivitas fukoidanase yang tinggi 

dengan kode GSD. Bakteri Cytobacillus kochii GSD memiliki ciri berwarna krem-

orange berbentuk circular dengan elevasi flat dan tepian entire. Cytobacillus kochii 

GSD juga diidentifikasi sebagai bakteri dengan gram positif yang bersifat fermentatif, 

Cytobacillus kochii GSD memiliki aktivitas fukoidanase yang paling besar dan 

menunjukkan waktu panen fukoidanase tertinggi pada jam ke-72 dengan nilai sebesar 

0,0072 U/mg dan 0,0083 U/mg. Umur panen 48-72 jam merupakan waktu yang 

cukup baik untuk menghasilkan enzim yang lebih banyak sehingga dapat memiliki 

aktivitas fukoidanase yang lebih tinggi (Darmawan, 2023). 

 

2.5 Faktor Lingkungan 

Pertumbuhan dan perkembangan mikroorganisme dipengaruhi oleh dua faktor 

utama, yaitu faktor nutrisi dan faktor lingkungan. Nutrisi merupakan komponen 

esensial yang menunjang pertumbuhan mikroorganisme dan terbagi menjadi 

makronutrien serta mikronutrien. Unsur-unsur seperti karbon (C), oksigen (O), 

nitrogen (N), dan hidrogen (H) berperan sebagai pembentuk utama material sel 

(Subagiyo et al., 2015). faktor lingkungan seperti pH, suhu, tekanan osmotik, dan 

salinitas juga memengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. Suhu, pH, dan salinitas 

merupakan parameter lingkungan yang paling krusial dalam menentukan aktivitas 

dan kelangsungan hidup bakteri (Fitria & Zulaika, 2019).  

Gambar 6. Morfologi bakteri Cytobacillus kochii 

 

 

 



15 

 

Perkembangan bakteri sangat dipengaruhi oleh pH karena berhubungan 

dengan aktivitas enzimatik yang dibutuhkan bakteri untuk memfasilitasi proses yang 

berhubungan dengan pertumbuhan bakteri. Tingkat pH yang terlalu tinggi atau terlalu 

rendah suatu media atau lingkungan akan mengganggu fungsi enzim sehingga meng-

hambat pertumbuhan bakteri (Jin & Kirk 2018). Bakteri dapat tumbuh jika pH berada 

pada tingkat optimal hal sebaliknya terjadi jika pH lingkungan terlalu tinggi atau 

rendah maka akan berdampak buruk terhadap pertumbuhan bakteri yang berpotensi 

menyebabkan kematian Sayuti et al., (2022).  

Potensial hidrogen (pH) yang menunjukkan derajat keasaman, memainkan 

peran penting dalam perkembangbiakan bakteri. Kondisi pH tertentu mempengaruhi 

konsentrasi bakteri yang dihasilkan, baik dalam jumlah tinggi maupun rendah (Fajar 

et al., 2022). Pertumbuhan bakteri biasanya terjadi pada kisaran pH 4-9, dengan pH 

yang paling sesuai adalah antara 6,5-7,5. Pada kondisi asam, membran sel 

mikroorganisme terisi dengan ion hidrogen, yang membatasi pergerakan zat melintasi 

membran. Keracunan yang disebabkan oleh pH rendah disebabkan oleh infiltrasi 

bahan kimia asam yang belum terurai ke dalam sel, menyebabkan ionisasi dan 

selanjutnya perubahan pH sel. Perubahan yang terjadi menghambat proses transmisi 

asam amino dari RNA sehingga menghambat perkem-bangan mikroba dan berpotensi 

menyebabkan kematian bakteri (Haryati et al., 2015). Berdasarkan pH untuk 

pertumbuhan bakteri dibagi menjadi tiga tipe terdiri atas acidhopile, neuthropile dan 

alkalophile. Acidhopile tumbuh optimal pada rentang pH 0 sampai 5, Neutrophile 

tumbuh pada rentang pH 5,5 sampai 8,0, dan Alkalophile tumbuh optimum pada 

rentang pH 8,5 sampai 11,5 (Willey et al., 2008).  

Bakteri penghasil fukoidanase juga tidak terlepas dari pengaruh pH, 

Fukoidanase dari bakteri laut paling optimal pada kisaran pH netral (pH 7) hingga 

sedikit basa (pH 8). Enzim fukoidanase dari invertebrata laut, seperti yang ditemukan 

pada Haliotus sp., Lambis sp., Vasticardium flavum, dan Strongylocentrotus nudus, 

umumnya memiliki aktivitas puncak pada pH asam, yaitu antara 3,5 hingga 5,5. 

Enzim yang didapatkan dari hati pankreas moluska Littorina kurila menunjukkan 

sifat yang berbeda, dengan aktivitas optimal di pH asam (5,5) dan basa (8,0).  
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2.6 Aktivitas Enzimatik 

Enzim adalah molekul protein yang bertindak sebagai katalis dalam proses 

kimiawi di dalam sistem biologis. Enzim memiliki aktivitas katalistik yang sangat 

tinggi, mampu mempercepat reaksi hingga satu juta kali lebih cepat dibandingkan 

tanpa keberadaan enzim. Molekul enzim juga memiliki selektivitas yang tinggi 

terhadap substrat yang dilibatkan dalam proses katalisisnya (Kusumaningrum et al., 

2019). Enzim sebagai biokatalisator yang tersusun dari protein, memiliki aktivitas 

yang dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti pH, suhu, konsentrasi substrat, 

konsentrasi enzim, serta keberadaan aktivator atau inhibitor (Kumar et al., 2024).  

Salah satu parameter penting yang menentukan efisiensi kerja enzim adalah 

tingkat keasaman (pH) lingkungannya. Enzim hanya menunjukkan aktivitas optimal 

pada rentang pH tertentu. Pada pH optimal, enzim bekerja maksimal, sedangkan pada 

pH ekstrem, aktivitas menurun drastis atau bahkan terhenti akibat kerusakan struktur 

molekulnya. Sebagai protein, struktur enzim sangat dipengaruhi oleh keasaman ling-

kungan; kondisi terlalu asam atau basa dapat menyebabkan denaturasi dan meng-

ganggu fungsi enzim (Nurkhotimah et al., 2017). Melalui kurva berbentuk parabola 

(Gambar 7) menunjukkan bahwa laju reaksi meningkat seiring kenaikan pH hingga 

mencapai titik optimum, kemudian menurun tajam setelah melewati pH optimal. 

Penurunan terjadi karena struktur enzim mulai tidak stabil dan tidak mampu lagi 

mengikat substrat secara efisien (Supriyanti & Poedjiadi, 2007).  

 

Gambar 7. Pengaruh pH terhadap laju reaksi enzim  

Sumber : (Supriyanti & Poedjiadi, 2007) 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Adapun waktu dan tempat dilaksanakan: 

3.1.1 Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan sekitar 10 bulan, ekstraksi fukoidan dan pengujian 

optimasi pH dilaksanakan selama 4 bulan, mulai April s.d Juli 2024, dilanjutkan 

untuk uji aktivitas fukoidanase pada Desember 2024 s.d Januari 2025. Analisis dan 

pengolahan data dilakukan pada Oktober 2024 s.d Januari 2025. 

3.1.2 Tempat Penelitian 

 Penelitian dilakukan di Laboratorium Produktivitas Perairan, Jurusan Perikanan 

dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Adapun alat dan bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 1 dan 2 

Tabel 1. Alat penelitian 

No. Alat Spesifikasi Merek Kegunaan 

1.  Mikropipet 
Kapasitas 20-200 

µL 
Dlab 

Pengambil substrat bakteri 

dalam satuan mikroliter. 

2.  Yellow tip 
Kapasitas 100 

µL 
Onemed 

Pengambil sampel bakteri 

saat kultur dengan volume 

50 µl. 

3.  Blue tip 
Kapasitas 1000 

µL 
Onemed 

Pengambil sampel bakteri 

dengan volume 1000 µl.  

4.  Pipet tetes Kapasitas 1 mL - Pengambil larutan. 

5.  Kuvet Kaca Kapasitas 3 mL - 

Wadah sampel bakteri untuk 

dianalisis pada 

spektrofotometer. 

6.  pH meter 0 hingga 14 Muramaru Pengukur pH. 

7.  Spreader - - 
Perata sampel pada media 

padat. 

8.  Jarum ose - - 
Pemindah koloni mikroba 

ke media kultur. 

9.    Bunsen - - Alat sterilisasi. 

10.  Kertas Saring  Nomor. 40 Whattman Penyaring larutan. 
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Tabel 1 Lanjutan    

11.  Corong Kaca Diameter 40 mm Herma Penyaring larutan. 

12.  Tabung eppendorf 10 mL Onemed Wadah media cair. 

13.  Cawan petri 15 mL Labotiq 
Wadah pertumbuhan 

bakteri. 

14.  Tabung reaksi 15 mL Pyrex Wadah kultur bakteri. 

15.  Masker medis 
Kapasitas 50 

lembar 
Onemed 

Pelindung wajah dari bahan 

kimia. 

16.  Sarung tangan medis 
Kapasitas 100 

lembar 
Onemed 

Pelindung tangan dari bahan 

kimia. 

17.  Gelas bekker  50 mL Borosilicate 
Wadah pencampuran 

larutan. 

18.  Gelas ukur 250 mL Onemed Pengukur larutan. 

19.  Rak tabung reaksi 
Kapasitas 12 

susun 
- Wadah tabung reaksi 

20.  Timbangan analitik 
Kapasitas 0.001-

500 g 
Sojikyo 

Pengukur massa presisi 

tinggi. 

21.  Erlenmeyer 500 mL Duran 
Wadah pencampuran antara 

bahan dan larutan. 

22.  Gelas bekker  500 mL Pyrex 
Wadah percampuran 

larutan. 

23.  Hotplate Kapasitas 3L Dlab 
Pemanas larutan dengan 

suhu terkontrol. 

24.  Rotary Evaporator Kapasitas 4L IKA RV 10 
Penguap pelarut dengan 

sistem vakum dan rotasi. 

25.  Spektrofotometri UV-Vis 

Panjang 

gelombang 200-

800 nm 

B-One 

Pengukuran konsentrasi 

senyawa melalui serapan 

UV 

26.  Vortex 
Kecepatan 0 - 

2500 RPM 
Dlab 

Alat untuk 

menghomogenkan larutan. 

27.  Inkubator Kapasitas 10 L B-One 
Penyimpan bakteri dengan 

suhu stabil. 

28.  Autoklaf  Kapasitas 18 L GEA Alat untuk sterilisasi. 

29.  Laminary air flow - Esco 

Menjaga kebersihan area 

kultur bakteri dengan aliran 

udara steril. 

30.  Spidol Marker hitam Snowman Penanda cawan petri. 

31.  Korek Api  - Indomaret Pematik bunsen. 

32.  Botol spray  10 mL Mr. DIY Wadah alkohol. 

33.  Hand Tally Counter - Kenko Perhitungan bakteri manual. 

34.  Kain kasa 
Kapasitas 10 

lembar 
Onemed 

Pelapis kapas untuk penutup 

tabung reaksi. 

35.  Kapas Berat 50 g Onemed Alat penutup tabung reaksi. 

36.  Tissue 
Kapasitas 500 

lembar 
Nice 

Pembersih dan pengering 

peralatan laboratorium. 

37.  Plastik tahan panas 
Kapasitas 500-

1000 mL 
Diana 

Wadah pembungkus alat 

dan bahan. 

38.  Aluminium Foil - Klinpak Penutup erlenmeyer. 

39.  Kamera ponsel - Samsung Menyimpan gambar 

40.  Laptop - Dell Analisis data. 

41.  Kulkas 100-250 L Sharp Penyimpan sampel. 
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Tabel 2. Bahan penelitian 

        No. Bahan Konsentrasi Spesifikasi Kegunaan 

 1. 
Triticase Soy Agar  

40 g/L Pro analisis Media padat untuk kultur 

bakteri. 

 2. 
Tripticase Soy Broth  

30 g/L Pro analisis Media cair untuk pengenceran 

bakteri. 

 3. C₂₁H₃₈ClN 10% 0,29 M Pro analisis Kontrol positif. 

  4. 
Kertas Cakram 

Diameter 6 

mm 

Macherey-Nagel Pendeteksi aktivitas enzim 

fukoidanase. 

5. Air laut steril 100% Teknis Larutan campuran media. 

6. Spirtus - Teknis Bahan bakar bunsen. 

7. Aquades (-) - Teknis Kontrol negatif. 

8. CaCl₂ 1,8 M Teknis Pelarut sampel. 

9. Etanol  85% Teknis Pelarut sampel. 

10. Alkohol  96% Teknis Disinfektan. 

11. HCl  5% Teknis 
Pengatur keasaman dalam 

larutan atau media. 

12. NaOH  5% Teknis Bahan untuk membuat larutan 

menjadi basa. 

13. BaCl  1% Teknis Bahan pembuatan larutan 

Mcfarland. 

14. H2SO4  1% Teknis Bahan pembuatan larutan 

Mcfarland. 

15. Sargassum sp. - Rumput laut Sampel penghasil fukoidan. 

16. Cytobacillus kochii GSD - Bakteri Bakteri penghasil enzim 

fukoidanase. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan 

untuk mengetahui pengaruh variasi pH terhadap pertumbuhan bakteri Cytobacillus 

kochii GSD dan aktivitas enzim fukoidanase yang dihasilkan pada pH optimal. 

Perlakuan yang diberikan berupa variasi pH dengan masing-masing kondisi diuji 

sebanyak 3 ulangan untuk memperoleh data yang dapat dianalisis secara statistik 

(Montgomery, 2017). 

P1: Cytobacillus kochii GSD dengan pH media 3,6 

P2: Cytobacillus kochii GSD dengan pH media 5 

P3: Cytobacillus kochii GSD dengan pH media 7 

P4: Cytobacillus kochii GSD dengan pH media 9 

P5: Cytobacillus kochii GSD dengan pH media 10,3 
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3.4 Prosedur Penelitian 

Penelitian diawali dengan preparasi sampel Sargassum sp. dan ekstraksi untuk 

memperoleh senyawa fukoidan, dilanjutkan dengan sterilisasi alat dan bahan, 

penyesuaian pH media, serta pembuatan media cair dan padat. Isolat bakteri murni 

diinokulasikan ke dalam media baru untuk proses optimasi pH. Optimasi dilakukan 

melalui pengamatan pertumbuhan bakteri menggunakan metode total plate count 

(TPC) dan turbidimetri. Tahapan selanjutnya adalah dilakukan uji aktivitas enzim 

fukoidanase kemudian semua data dianalisis (Gambar 8). 

 

Gambar 8. Alur Penelitian 
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3.4.1 Preparasi Sampel  

 Sampel alga cokelat Sargassum sp. diperoleh dari wilayah perairan di Lampung, 

yaitu Pantai Sebalang (Lampung Selatan). Setelah dikumpulkan, alga dicuci 

menggunakan air tawar bersih yang mengalir untuk menghilangkan kotoran serta 

substrat yang masih menempel pada bagian akarnya kemudian sampel dijemur 

selama 2 hari.  

 

3.4.2 Ekstraksi Fukoidan  

Sebanyak 50 gram Sargassum polycystum dikeringkan terlebih dahulu, 

kemudian digiling menggunakan blender hingga berbentuk serbuk. Serbuk hasil 

penggilingan tersebut lalu dimaserasi menggunakan larutan HCl 0,1 N dengan rasio 

1:10 (m/v) selama 24 jam. Campuran hasil maserasi pertama disaring menggunakan 

kain blancu untuk memisahkan filtrat dan kotoran. Endapan yang diperoleh akan 

dimaserasi ulang dengan larutan HCl 0,2 N pada rasio dan durasi yang sama. Kedua 

filtrat yang dihasilkan kemudian digabungkan dan disaring meng-gunakan kertas 

saring Whatman nomor 40 (Setyawan et al., 2018). 

Filtrat gabungan diuapkan menggunakan alat rotary evaporator (IKA RV 10, 

Jerman) pada suhu 60 °C hingga diperoleh volume akhir sebesar 100 mL. Ekstrak 

yang dihasilkan kemudian dipresipitasi dengan penambahan 100 mL etanol dingin 

96% (v/v), lalu disimpan di lemari pendingin selama 2 jam. Campuran hasil 

presipitasi tersebut kemudian disentrifugasi pada kecepatan 3.000 rpm selama 15 

menit untuk memisahkan fase endapan dari supernatan. Endapan yang diperoleh 

selanjutnya dilarutkan kembali dalam akuades yang telah disesuaikan hingga pH 2, 

kemudian ditambahkan kalsium klorida (CaCl₂) hingga mencapai konsentrasi akhir 

sebesar 2 M. 

Larutan yang telah ditambahkan kalsium klorida (CaCl₂) dibiarkan pada suhu 

ruang selama 24 jam. Setelah inkubasi, campuran kembali disentrifugasi pada ke-

cepatan 3.000 rpm selama 15 menit untuk memisahkan supernatan. Supernatan yang 

diperoleh selanjutnya dipresipitasi kembali menggunakan etanol dingin 96% (v/v) dan 

didiamkan selama 24 jam di lemari pendingin. Proses sentrifugasi diulang pada 
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kecepatan yang sama untuk memperoleh endapan, yang kemudian diambil sebagai 

hasil akhir berupa fukoidan. 

 

3.4.3 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sterilisasi dilakukan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 

15-20 menit. Proses sterilisasi diawali dengan penyiapan alat dan bahan yang terdiri 

atas erlenmeyer, gelas beaker, tabung reaksi, cawan petri, serta media Tryptone Soy 

Agar (TSA) dan Tryptone Soy Broth (TSB). Alat yang telah disiapkan kemudian 

dimasukkan ke dalam autoklaf lalu autoklaf ditutup, disambungkan ke sumber listrik, 

dan waktu sterilisasi diatur selama 15 menit untuk alat dan 20 menit untuk bahan. 

Waktu keseluruhan yang dibutuhkan, mulai dari tahap persiapan, sterilisasi, 

penuangan media, hingga penyimpanan media, berkisar antara 45 hingga 60 menit. 

 

3.4.4 Penyesuaian pH Media 

Lima kondisi pH yang berbeda digunakan, yaitu 3,6; 5; 7; 9; dan 10,3. 

Rentang pH tersebut ditentukan melalui metode Response Surface Methodology 

(RSM), yaitu pendekatan eksperimental yang menggabungkan analisis statistik dan 

pemetaan data untuk memperoleh nilai optimum dari faktor yang memengaruhi 

respons tertentu (Widarsaputra et al., 2022). Nilai pH 3,6 dan 10,3 merupakan titik 

minimum dan maksimum yang dihasilkan dari perhitungan RSM menggunakan 

perangkat R dengan rancangan percobaan Central Composite Design (CCD) tiga 

faktor dan menghasilkan nilai 1,681 sebagai titik pusat. Penentuan pH juga didasari 

oleh penelitian Silchenko et al. (2013) dan Qiu et al. (2022) bahwa bakteri penghasil 

fukoidanase dapat tumbuh pada pH 4 dan kisaran pH 6,5–9,1.  

Proses penyesuaian pH dilakukan dengan menambahkan larutan NaOH 1M 

5% atau HCl 1M 5% ke dalam media TSA dan TSB, yang digunakan sebagai media 

pertumbuhan bakteri (Respati et al., 2017). Parameter lingkungan seperti suhu, 

salinitas, dan komposisi media dipertahankan agar sesuai dengan kondisi lingkungan 

yang optimal (Subagiyo et al., 2015). Suhu optimasi pada 37 °C, salinitas 30 ppt, dan 

media yang digunakan adalah TSA serta TSB. Pengaturan dilakukan bertujuan untuk 
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memastikan validitas hasil penelitian dan variabel lain seperti suhu, salinitas dan 

media tidak akan mempengaruhi variabel yang akan diujikan pada penelitian, yaitu 

pH.  

 

3.4.5 Pembuatan Media 

Tahapan pembuatan media diawali dengan penimbangan 30 g TSA dan 7,5 g 

TSB. Bahan-bahan yang telah disiapkan kemudian dicampurkan dengan 750 mL 

larutan yang telah disesuaikan nilai pH, lalu dipanaskan menggunakan hot plate 

selama 15 menit hingga homogen. Prosedur serupa dilakukan untuk media TSB 

dengan penambahan 250 mL larutan pH yang sesuai. Setelah pencampuran selesai, 

media disterilisasi dengan autoklaf selama 20 menit pada suhu 121°C. 

Setelah proses autoklaf selesai, media TSA dituangkan ke dalam 75 cawan 

petri, sedangkan media TSB dimasukkan ke dalam 50 tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 10 mL. Media yang telah siap digunakan disimpan di dalam lemari pen-

dingin untuk menjaga kondisi steril. Tahapan sterilisasi media sangat penting untuk 

memastikan bahwa media bebas dari kontaminasi dan dapat digunakan secara optimal 

untuk pertumbuhan mikroorganisme (Wulandari et al. 2022). 

 

3.4.6 Inokulasi Bakteri 

Inokulasi bakteri adalah proses pemindahan biakan murni ke media baru 

dengan tujuan untuk menumbuhkan atau memperbanyak kultur stok bakteri (Putri et 

al., 2017). Proses inokulasi dilakukan menggunakan metode gores satu kuadran pada 

media TSA, lalu diinkubasi selama 24 jam (Gambar 9A) (Sepriyanto, 2017). Setelah 

masa inkubasi, hasil kultur dipindahkan ke media baru menggunakan metode gores 

empat kuadran. Metode streak empat kuadran bertujuan untuk memperoleh koloni 

tunggal yang terpisah dari koloni lain pada permukaan media (Arini, 2016). 

Proses inokulasi streak plate empat kuadran diawali dengan mengambil stok 

bakteri hasil inokulasi sebelumnya, kemudian pada cawan baru diberikan penomoran 

1 sampai 4 setelah mengambil isolat bakteri dengan menggunakan jarum ose, kuadran 

pertama digores. Setelah jarum ose disterilkan, ujung yang digunakan pada kuadran 
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pertama ditarik ke kuadran kedua untuk diaplikasikan kembali hingga tercapai kuad-

ran keempat, proses streak plate diulangi (Gambar 9B) (Sepriyanto, 2017). Inkubasi 

selama 24 jam kemudian Single colony yang telah didapatkan kemudian dikultur 

kembali dalam media TSB cair. Hasil kultur pada media TSB cair akan digunakan 

untuk optimalisasi pH. 

  

Gambar 9. Ilustrasi inokulasi dengan metode streak 

Sumber: (Sepriyanto, 2017) 

Keterangan: (A) metode streak satu kuadran dan (B) metode streak empat kuadran 

 

3.4.7 Uji Optimasi pH 

3.4.7.1 Pengenceran Bertingkat 

Proses pelarutan isolat bakteri dari substrat atau media padat ke dalam media 

cair dilakukan sebagai langkah awal sebelum melanjutkan ke metode perhitungan 

bakteri seperti total plate count dan turbidimetri. Pengenceran bertingkat digunakan 

untuk memperoleh jumlah bakteri tersuspensi yang berbeda pada setiap tingkatannya 

untuk mempermudah perhitungan koloni (Kadri et al., 2015; Yunita et al., 2015). 

Pengenceran bertingkat umumnya dilakukan secara desimal yaitu 1:10, 1:100, 

1:1.1000, dan seterusnya atau dengan bilangan pangkat seperti 10⁻¹ pengenceran akan 

dilakukan sampai hingga 10⁻⁵, lalu sekitar 1 mL suspensi bakteri dari setiap tingkatan 

diambil dan dihomogenkan (Widiastiti et al., 2015). 

A. B. 
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Gambar 10. Ilustrasi pengenceran bertingkat 

Sumber: (Kadri et al., 2015; Widiastiti et al., 2015) 
 

3.4.7.2 Kultur Bakteri Pada Variasi pH 

Bakteri Cytobacillus kochii GSD yang telah melalui proses pengenceran 

bertingkat selanjutnya dikultur pada media padat TSA dengan lima variasi pH 

perlakuan. Pengujian diawali dengan mengambil masing-masing sampel dari hasil 

pengenceran bertingkat, mulai dari pengenceran ke-1 hingga ke-5. Sebanyak 50 µL 

dari setiap tingkat pengenceran dituang ke dalam cawan petri yang berisi media TSA, 

kemudian diratakan menggunakan spreader. Setiap pengenceran dilakukan sebanyak 

tiga kali ulangan. Cawan petri kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang, 

dilanjutkan dengan pengamatan dan perhitungan jumlah koloni. Prosedur yang sama 

juga dilakukan kembali setelah inkubasi selama 48 jam. 

 

Gambar 11. Ilustrasi kultur bakteri pada variasi pH 

 

3.4.8 Perhitungan Kelimpahan Bakteri  

3.4.8.1 Total Plate Count (TPC) 

Total plate count (TPC) merupakan salah satu metode yang menggunakan 

teknik spread plate untuk melihat jumlah mikroba secara keseluruhan (Irfan & Jufri, 

2021). Penggunaan teknik spread plate akan menghasilkan biakan bakteri murni 
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dengan pengukuran koloni bakteri lebih mudah dilakukan dan waktu yang diperlukan 

untuk kultur lebih singkat (Seniati et al., 2017). Standar untuk perhitungan yang valid 

adalah antara 30-300 koloni setiap cawan agar memastikan akurasi dan untuk meng-

hindari kesalahan dalam perhitungan akibat terlalu sedikit atau terlalu banyaknya 

koloni. Standar plate count (SPC) adalah metode yang digunakan untuk mendapatkan 

jumlah mikroba dengan rentang 30–300 Colony Forming Unit (CFU/mL) dari pe-

ngenceran 10⁻³, 10⁻⁴, dan 10⁻⁵. Tujuannya adalah untuk meminimalkan kemungkinan 

kesalahan dalam proses analisis, khususnya kesalahan statistik (Yunita et al., 2015). 

Perhitungan Standar plate count (SPC) dilakukan berdasarkan pada penelitian 

(Soesetyaningsih & Azizah, 2020) menggunakan rumus: 

Kelimpahan sel bakteri (CFU/mL) =  
Jumlah Koloni pada Cawan

Volume Inokulum (mL) × Faktor Pengenceran
 

 

3.4.8.2 Turbidimetri 

Metode turbidimetri adalah metode pengukuran kekeruhan atau turbiditas 

dalam kultur bakteri pada media sebagai indikator dari jumlah bakteri. Kekeruhan 

diukur menggunakan spektrofotometri pada panjang gelombang 620 nm. Prinsip dari 

spektrofotometri UV-Vis adalah dengan mengukur absorbansi dari sampel yang di-

nyatakan dalam fungsi panjang gelombang (Khoiroh, 2014). Cara kerja dari alat 

spektrofotometri UV-Vis adalah membandingkan kekeruhan suspensi bakteri meng-

gunakan larutan standar McFarland. Penggunaan larut McFarland menjadi referensi 

untuk menyesuaikan kekeruhan bakteri agar dalam kisaran yang telah diberikan. 

Metode turbidimetri memerlukan kurva standar bakteri yang berfungsi untuk 

membuat hubungan kuantitatif antara absorbansi yang diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis dan jumlah sel bakteri. Kurva standar bakteri dibuat dengan 

cara mengukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Data 

absorbansi dan jumlah sel  yang telah diperoleh, kurva standar dibuat dengan 

hubungan antara absorbansi (OD) pada sumbu y dan log jumlah sel bakteri 

(CFU/mL) pada sumbu x (Rosmania & Yanti 2020). Persamaan regresi linier 

digunakan untuk memperkirakan jumlah sel bakteri dari nilai absorbansi. Persamaan 

regresi linear yang digunakan yaitu:  
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y = a + bx 

Keterangan: 

y  = Kelimpahan Bakteri CFU/mL (variabel tak bebas) 

x  = Waktu (variabel bebas) 

a = Konstanta 

b = Koefisien regresi  

Pengamatan pertumbuhan bakteri metode turbidimetri dilakukan setelah 

inkubasi 24 jam. Pengamatan dilakukan 3 jam selama 24 jam observasi untuk me-

ngetahui pola tren pertumbuhan bakteri. Sampel yang telah dituang ke dalam kuvet 

kaca diletakkan dalam spektrofotometri UV-Vis dan panjang gelombang pada 

spektrofotometri diatur menjadi 620 nm.  

 

3.4.9 Laju Pertumbuhan Bakteri 

Sampel yang berbentuk media cair diamati setiap 3 jam setelah periode 

inkubasi selama 24 jam, hingga mencapai 48 jam. Absorbansi diukur untuk me-

mantau fase log pertumbuhan tiap bakteri. Perhitungan tersebut dilakukan dengan 

menganalisis fase log menggunakan persamaan (1), (2), dan (3) (Sterritt dan Lester, 

1988): 

          

 

Keterangan: 

K  = Nilai laju pertumbuhan eksponensial 

Nt  = Jumlah/kelimpahan awal bakteri pada waktu awal pengamatan (t = 0 jam) 

N0 = jumlah/kelimpahan bakteri pada waktu ke-t tertentu selama periode         

pengamatan 

t = Waktu  

g = Mean doubling time 

µ = Konstanta laju pertumbuhan spesifik 

 

 

(1)  

(2) 

(3) 

 

K 

pengamatan 



28 

 

 

3.4.10 Uji Aktivitas Fukoidanase  

 Penentuan aktivitas fukoidanase dilakukan secara kualitatif berdasarkan me-

tode yang dikembangkan oleh Sawant et al. (2015) dan Darmawan (2023), meng-

gunakan reagen cetyl pyridinium chloride (CPC). Sebanyak 100 μL atau 1 x 108 

CFU/mL kelimpahan bakteri Cytobacillus kochii GSD yang telah diinkubasi selama 

24 jam, diteteskan ke dalam cawan petri yang berisi media TSA yang mengandung 

fukoidan dengan konsentrasi 1 mg/mL. Suspensi diratakan secara merata di 

permukaan media menggunakan spreader, lalu didiamkan selama 1 jam pada suhu 

ruang agar bakteri dapat difusi bakteri ke dalam media agar. Cakram kertas dengan 

diameter 6 mm diletakkan di atas permukaan media dan diteteskan larutan CPC 10% 

sebanyak 10 μl. Cawan petri yang telah diperlakukan diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37°C.  

 

3.5 Rendemen Fukoidan 

Proses ekstraksi dilakukan dalam tiga ulangan dengan masing-masing 

menggunakan 50 g berat kering Sargassum sp. untuk mengukur rendemen fukoidan. 

Rendemen ekstrak dihitung dengan berat akhir (hasil ekstrak) dengan perbandingan 

berat awal (berat sampel) dikalikan 100% (Yainahu et al., 2023). 

 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh akan ditabulasi menggunakan microsoft excel lalu 

perhitungan jumlah koloni bakteri pada waktu inkubasi 24 jam dianalisis meng-

gunakan Uji Kruskal-wallis dan data hasil perhitungan jumlah koloni bakteri pada 

waktu inkubasi 48 jam dianalisis menggunakan Independent sample Test/ Uji-T pada 

tingkat signifikansi 95% (p < 0,05) kemudian disajikan dalam bentuk diagram batang 

untuk menggambarkan pola data. Data absorbansi disajikan dalam grafik untuk 

melihat pola pertumbuhan selama 48 jam pengamatan. Data aktivitas fukoidanase 

dianalisis menggunakan uji Kruskal-wallis dan disajikan dalam bentuk diagram 

batang.
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Adapun kesimpulan yang didapatkan dari penelitian adalah: 

1. pH optimum untuk pertumbuhan bakteri Cytobacillus kochii GSD adalah pH 7 

dengan jumlah kelimpahan koloni bakteri dan laju pertumbuhan tertinggi serta 

doubling time yang lebih singkat. 

2. Ditemukan zona bening yang menandakan aktivitas enzim fukoidanase yang 

dihasilkan oleh Cytobacillus kochii GSD pada pH optimal (pH 7). 

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait keamanan aplikasi fukoidan dengan 

bentuk molekul rendah yang selanjutnya dapat dimanfaatkan pada bidang pangan, 

bidang kesehatan, dan bidang akuakultur.   
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