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I. PENDAHULUAN

1. Latar Belakang

Konsumsi ikan penduduk di dunia menunjukan angka 9,9 kg per kapita di tahun
1960-an dan terus meningkat hingga 19,2 kg per kapita di tahun 2012 (FAO, 2014).
Sumber ikan dapat diperoleh dari hasil tangkapan dan budidaya, namun produk ikan dari
hasil penangkapan dunia sejak tahun 2009-2013 menunjukkan penurunan serta kondisi
yang tidak stabil (FAO, 2013). Kondisi ini menuntut akuakultur untuk dapat memenuhi
permintaan konsumsi ikan dunia tersebut. Walaupun begitu, pada sektor budidaya
serangan penyakit merupakan kendala utama yang dapat menurunkan produksi.

Pemberian imunostimulan merupakan salah satu upaya untuk mencegah serangan
penyakit. Imunostimulan adalah suatu senyawa yang berguna untuk meningkatkan fungsi
sistem pertahanan pada tubuh. Imunostimulan yang dapat diaplikasikan pada ikan sangat
beragam mulai dari ekstrak tumbuhan atau hewan, polisakarida, komponen bakteri,
sampai faktor nutrisi seperti mikronutrien. Contoh imunostimulan dari polisakarida yang
dapat digunakan adalah alginat. Alginat dapat diekstrak dari alga cokelat jenis Sargassum
sp. (Sari-Chmayssem et al., 2015). Pemberian alginat dari Sargassum sp. menunjukkan
adanya peningkatan parameter nonspesifik pada ikan dan udang (Isnansetyo et al., 2014;
Yudiati et al., 2016). Tidak hanya itu, sumber nutrisi seperti multivitamin juga diketahui
dapat berperan sebagai imunostimulan pada ikan. Multivitamin tersebut diantaranya
adalah vitamin B kompleks, C, E, dan A (Sakai, 1999). Hal ini dibuktikan oleh penelitian
Esmaeli & Khara (2013), asam folat dapat meningkatkan Growth Rate, FCR, Survival
Rate, FGW (Final Body Weight) dan jumlah neutrofil serta limfosit pada Oncorhynchus
mykiss. Asupan vitamin C dilaporkan dapat membuat tubuh lebih resistensi terhadap
suatu infeksi dengan mengaktifkan leukosit, produksi interferon, dan pengaturan proses
inflamatori (Tewary et al., 2008).

Produk imunostimulan yang berasal dari bahan alam sudah banyak diteliti, namun
begitu rata-rata penggunaannya hanya sebatas satu jenis bahan saja. Hasil penelitian oleh
Barros et al., (2015), menyatakan bahwa pemberian vitamin dan B-glucan sebagai
imunostimulan dapat bekerja secara sinergi. Hal tersebut menandakan bahwa penggunaan

lebih dari satu jenis imunostimulan dapat mengoptimalkan peningkatan status kesehatan





ikan. Selain itu, hal yang menjadi latar belakang penelitian ini yakni penggunaan
imunostimulan dapat mengurangi penggunaan antibiotik dan obat-obatan dalam
akuakultur. Penggunaan antibiotik dalam jangka waktu lama dapat menyebabkan
terjadinya resistensi bakteri penyebab penyakit. Disamping itu, dosis obat-obatan yang
rutin dan dalam jangka waktu lama dapat menyebabkan degradasi lingkungan (Miernik
& Rzeczycka, 2007). Oleh karena itu, dilakukan penelitian mengenai penambahan alginat
dan multivitamin sebagai agen imunostimulan untuk meningkatkan parameter pertahanan

nonspesifik humoral pada ikan lele dumbo perlu dilakukan.

2. Tujuan
2.1 Mengetahui pengaruh alginat dan multivitamin terhadap parameter pertahanan

nonspesifik humoral pada lele dumbo.
2.2 Mengetahui dosis alginat dan multivitamin yang efektif untuk meningkatkan

pertahanan nonspesifik humoral pada lele dumbo.

3. Manfaat
3.1 Mengurangi dampak penggunaan antibiotik pada sistem budidaya sehingga tercipta

budidaya yang lestari.

3.2 Pemanfaatan alginat dapat dicampurkan pada pakan sehingga mudah diaplikasikan
ke petani ikan.

3.3 Efisiensi penggunaan alginat dengan penambahan multivitamin untuk meningkatkan

kekebalan ikan.

4. Waktu dan Tempat
Penelitian Peningkatan pertahanan nonspesifik humoral lele dumbo (Clarias sp.)

dengan pemberian na-alginat dari Sargassum sp. dan multivitamin dilaksanakan pada
bulan Maret - Juni 2016. Ektraksi alginat dilakukan di Laboratorium Hama dan Penyakit
Ikan. Pemeliharaan ikan dilakukan di Laboratorium Basah Penyakit lkan Jurusan
Perikanan UGM.





1. TINJAUAN PUSTAKA

1. Sargassum sp.

Alga cokelat termasuk salah satu sumberdaya hayati laut yang banyak ditemukan
tumbuh di perairan pantai Indonesia. Genus Sargassum dapat ditemukan tumbuh dengan
baik di daerah tropis dan subtropik. Genus ini merupakan kelompok flora dominan di
daerah sub dan intertidal (Gillespie & Critchley, 1999). Berikut klasifikasi Sargassum sp.
berdasarkan algabase.org :

Kingdom : Chromista
Filum : Ochrophyta

Kelas : Phaeophyceae
Subkelas : Fucophycidae
Ordo : Fucales
Famili  : Sargassaceae

Genus  : Sargassum
Spesies  : Sargassum sp.

Kingdom Chromista yakni golongan alga yang dapat menghasilkan energi dengan
cara fotosintesis atau fagotrof (mixotrof). Sargassum sp. termasuk pada filum Ochrophyta
yang berarti sebagian besar golongannya mendapatkan makanan dengan cara fotosintesis
(Cavalier-Smith & Chao, 2006). Ordo Fucales tidak membentuk spora. Reproduksi alga
anggota dari ordo ini melalui respektakel yang fertil di antara cabang-cabangnya. Famili
Sargassaceae memiliki perbedaan letak cabang dibandingkan famili lain dari ordo Fucales
serta sel telur dihasilkan oleh setiap oogonium. Phaeophyceae merupakan jenis alga yang
paling kompleks dengan dinding sel terdiri dari polisakarida. Subkelas Fucophycidae
memiliki struktur dan morfologi thallus yang beragam (Bold & Wynne, 1987; Silberfeld
et al.,, 2014) . Sargassum sp. memiliki bentuk batang silinder halus dan kasar, holdfast
yang berdiameter mencapai 13 mm dan berada di bagian bawah sebagai tempat menempel
ke dalam substrat. Thallus berukuran pendek dan sederhana, berbentuk asimetri dan
memiliki panjang 54 mm serta lebar 10 mm serta midrib dikelilingi gerigi-gerigi kecil.
Sargassum sp. termasuk dioceous yang berarti mempunyai alat perkembangbiakan dua
jenis yang berupa respektakel, yaitu respektakel jantan dan betina. Respektakel jantan
bentuknya panjang, compress dan terdapat duri kecil. Sementara untuk reseptakel betina
lebih pendek, permukaannya kasar, dan memiliki lebar 2 mm serta panjang 7 mm.

Gambar 2.1 menunjukkan morfologi dari Sargassum sp.
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Gambar 2.1 Sargassum sp. (a). bentuk secara umum, (b). thallus (lateral), (c).
vesikel, (d). reseptakel, (e). konseptakel jantan (panah bawah) dan
konseptakel betina (panah atas) (Noiraksar & Ajisaka, 2008).

Sargassum sp. umumnya banyak dimanfaatkan penduduk pantai untuk sayur dan
lalapan. Salah satu alga yakni S. crassifolium memiliki kandungan nutrisi cukup banyak
seperti kadar protein, jenis dan kadar asam amino, vitamin A, vitamin C, kadar abu, kadar
elemen mineral (Ca, Fe, dan P), kadar lemak, jenis dan kadar asam lemak, serta kadar
alginat (polisakarida). Jenis-jenis asam amino yang terkandung juga cukup lengkap
diantaranya yaitu asam glutamat, asam aspartat, glisin, leusin, alanin, valin, serin,
isoleusin, treonin, fenilalanin, prolin, lisin, arginin, tirosin, sistein, histidin dan hidroksi
lisin. Kandungan nutrisi yang terkandung pada S. crassifolium ditampilkan pada Tabel
2.1.





Tabel 2.1 Kandungan nutrisi pada thallus Sargassum crassifolium (Handayani et al.,

2004)
Jenis nutrisi Rata-rata kadar (%, b/b) Keterangan
Protein 5,19 +0,13 Berat basah
Abu dan mineral berat kering
- Abu (mineral) 36,93+ 0,34 berat kering
- Ca (mg/100 g) 1540,66 + 6,99 berat kering
- Fe (mg/100 g) 132,65 + 3,47 berat kering
- P (mg/100 g) 474,03+ 1,01 berat kering
Vitamin A (ug RE/100 g) 489,55+ 8,4 berat kering
Vitamin C (mg/100 g) 49,01 £ 0,75 berat kering
Lemak (%, b/b) 1,63 +0,01 berat kering
Alginat berat kering
- Kadar (%, b/b) 37,91+0,34 berat kering
- Warna Kuning kecokelatan berat kering
- pH 6,86 + 0,005 berat kering
- Ukuran Partikel 50 mesh berat kering

2. Alginat

Alginat merupakan salah satu polisakarida yang terbentuk di dinding sel alga
cokelat dengan kadar mencapai 40% dari berat keringnya (Sari-Chmayssem, 2015).
Alginat tersusun atas 2 unit monomer yaitu asam B-D-mannuronat (M) dan asam a-L-
guluronat (G). Struktur dari alginat ditampilkan pada Gambar 2.2. Kandungan polimer
alginat tersebut tergantung oleh spesies alga, waktu panen dan bagian alga yang
digunakan. Rasio M/G dan distribusi monosakarida dapat beranekaragam pada spesies
alga cokelat yang berbeda. Diversitas struktur menggambarkan adanya fungsi adaptasi
lingkungan dan kondisi fisiologi (Draget & Taylor, 2011; Cong et al., 2014). Kandungan
alginat lebih tinggi pada alga cokelat jenis Sargassum sp. yang masih muda dari pada
Sargassum sp. tua. Bahkan kandungan ini mencapai 2 kali lipat. Hal ini diduga
disebabkan adanya nilai M/G rasio. Asam manuronat banyak terdapat di midrib muda
karena Sargassum sp. sedang dalam tahap perkembangan. Sementara, pada midrib tua
asam manuronat ini akan diubah menjadi asam guluronat, sehingga rasio M/G pada
alginat rendah. Fungsi alginat ini untuk menguatkan jaringan alga cokelat (Omar et al.,
1998).
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Gambar 2.2. Struktur kimia (a). monomer alginat dan (b). polimer alginat
(Draget & Taylor, 2011).

Alginat banyak digunakan pada industri tekstil, kertas, plastik, dan cat. Industri
pangan menggunakan alginat sebagai pegemulsi dan stabilizer. Pembuatan susu kental
manis dan krim menggunakan alginat sebagai bahan pengemulsi dan pengental,
sedangkan peran sebagai stabilizer dapat diaplikasikan pada pembuatan es krim agar tidak
mudah meleleh. Selain itu, alginat jenis Na-alginat dapat membuat tekstur es krim lebih
lembut dan tidak membentuk kristal es (Rasyid, 2003; Santianez, 2013). Peran alginat
tidak hanya digunakan di industri makanan saja, namun juga di bidang akuakultur. Salah
satu fungsinya yaitu sebagai immunomodulator. Dilaporkan oleh Harikrishnan et al.,
(2011), bahwa sodium alginat dapat meningkatkan hemaaglutinasi alami, aktivitas
respiratory bursts, superoksida dismutase, dan aktivitas fagositosis pada Epinephelus
bruneus. Pada udang penambahan sodium alginat dapat meningkatkan kemampuan imun
dan menambah resistensi dari infeksi bakteri vibrio. Sementara menurut Cheng et al.
(2004), sintasan L. vannamei yang diberi sodium alginat juga meningkat pada dosis yang
semakin tinggi. Parameter imunologi seperti aktivitas fenoloksidase, respiratory burst,
dan aktivitas fagositosis L. vannamei yang diinfeksi V. alginolyticus juga meningkat
(Isnansetyo et al., 2014; Yudiati et al., 2016).

3. Multivitamin

Multivitamin merupakan zat yang sangat penting bagi tubuh. Zat ini berkaitan
dengan metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak. Fungsi vitamin diantaranya adalah
untuk membantu saat proses proliferasi, diferensiasi, pertumbuhan sel dan bahkan respon
imun. Vitamin dibedakan menjadi 2 jenis yaitu vitamin larut dalam air dan vitamin larut

dalam lemak. Vitamin larut dalam air ada 2 yakni vitamin B kompleks dan C. Sementara





vitamin larut dalam lemak ada 4 yakni vitamin A, D, E dan K. Beberapa vitamin seperti
vitamin B, C, A, dan E dilaporkan mempengaruhi respon imun (Sakai, 1999).
3.1 Vitamin B kompleks

Vitamin B termasuk vitamin yang larut dalam air dan berfungsi sangat penting
dalam metabolisme sel. Vitamin B kompleks banyak terdapat di biji-bijian, kentang,
pisang, cabai, tempe dan molase (Lebiedzinska & Szefer, 2006). Vitamin B mempunyai
banyak nama karena terdapat perbedaan pada struktur molekulnya. Terdapat 8 jenis
vitamin B yakni Vitamin Bs (tiamin), Vitamin By (riboflavin), Vitamin Bs (niasin),
Vitamin Bs (asam pantotenat), Vitamin Be (piridoksin), Vitamin Bz (biotin), Vitamin
Bo (asam folat), dan Vitamin Bi. (kobalamin). Kedelapan jenis nutrisi ini dibutuhkan
dalam jumlah yang sangat sedikit tetapi berperan penting dalam pertumbuhan, fisiologi
dan metabolisme (Tacon, 1987). Esmaeli & Khara (2013) menyebutkan bahwa, asam
folat dapat meningkatkan Growth Rate, FCR, Survival Rate, FGW (Final Body Weight)
dan jumlah neutrofil serta limfosit pada O. mykiss.

3.2 Vitamin C (asam askorbat)

Vitamin C termasuk vitamin yang larut dalam air, tidak tahan panas, mudah
bereaksi dengan oksigen, ion logam, peningkatan pH, dan cahaya. Vitamin ini ditemukan
di buah dan sayuran seperti jeruk dan cabai hijau. Vitamin C juga disebut asam askorbat
tidak dapat disintesis di dalam tubuh ikan (Wilson, 1973). Asam ini dapat menangkal
adanya radikal bebas, dan mempunyai peran yang cukup besar pada reaksi redoks pada
tubuh, sehingga vitamin C ini juga umumnya digunakan sebagai suplemen nutrisi bagi
manusia, hewan dan kultur jaringan. Pada ikan vitamin C diasumsikan sebagai nutrien
yang esensial dalam optimalisasi pertumbuhan dan pemeliharaan jaringan (Halver et al.,
1969).

Asupan Vitamin C dilaporkan dapat meningkatkan kekebalan tubuh terhadap suatu
infeksi dengan mengaktifkan leukosit, produksi interferon, dan pengaturan proses
inflamatori. Asam askorbat juga mampu meningkatkan absorbsi metabolisme besi dan
mineral tulang. Tanda-tanda yang kerap muncul ketika kekurangan vitamin C yakni
pertumbuhan yang berkurang, scoliosis, lordosis, haemoragic pada bagian internal dan

sirip, erosi sirip dan kematian yang meningkat (Tewary et al., 2008).
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3.3 Vitamin A

Vitamin A merupakan vitamin yang larut dalam lemak umumnya bersifat aktif.
Vitamin A dapat disebut juga retinol, retinal dan asam retinoat. Bentuk provitamin A dari
vitamin A adalah pigmen tanaman seperti -karoten dan jenis karotenoid lainnya. -
karoten ditemukan pada buah yang berwarna kuning ke kemerahan dan zat hijau daun.
Sedangakan sumber asam retinoat ada pada hati, minyak ikan, kuning telur, mentega dan
susu. Karotenoid Pro vitamin A, B-karoten, a-karoten dan kriptosantin diubah menjadi
vitamin A di mukosa usus halus (Mc Sweeney & Fox, 2009). Sebagai antioksidan,
vitamin A memiliki efek pada sistem imun dan resistensi terhadap penyakit (Oliva &
Teles, 2012). Dilaporkan pula oleh Amar et al. (2001), vitamin A, C dan E serta turunan
dari karotenoid memiliki pengaruh yang besar terhadap mekanisme pertahanan biologi
pada ikan rainbow trout.
3.4 Vitamin E

Vitamin E termasuk vitamin yang larut dalam lemak dan berfungsi sebagai
antioksidan. Salah satu bentuk vitamin E adalah tokoferol, yang terdiri atas 4 bentuk yaitu
a, B, vy dan & tokoferol. Alfa dan [ tokoferol diabsorbsi secara mudah di dalam usus halus.
Sementara , y dan 8 tokoferol sangat susah diabsorbsi sehingga paling akhir diserap yakni
di feses (Mc Sweeney & Fox, 2009). Vitamin E merupakan komponen yang dibutuhkan
ikan. Pengujian Vitamin E pada O. mykiss dapat meningkatkan Suvival Growth Rate,
FCR, Growth Rate, FGW (Final Body Weight) aktivitas lisozim, jumlah limfosit dan
neutrofil (Esmaeli & Khara, 2013). Selain itu juga, vitamin E dapat meningkatkan SOD
activity dan menurunkan mortalitas M. amblycephala yang diinfeksi A. hydrophila (Liu
etal., 2014).
4. Lele Dumbo (Clarias sp.)

Menurut Saanin (1984), klasifikasi lele adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Sub kingdom : Metazoa
Phylum : Vertebrata
Class : Pisces

Sub class : Teleostei
Ordo : Ostariophysi
Sub ordo : Siluroidei
Family : Claridae
Genus : Clarias
Species : Clarias sp.





Lele dumbo adalah ikan lele hibrida dari Taiwan yang mengalami introduksi di
Indonesia pada tahun 1986 oleh PT. Cipta mina sentosa. Lele dumbo ini merupakan
persilangan antara lele induk betina jenis Taiwan dan induk jantan asal Kenya, Afrika.
Ketika masuk di Indonesia lele dumbo tercatat bernama C. focus, namun setelah
BRPBAT Bogor meneliti menganai penamaan spesiesnya, lele dumbo tidak mirip C.fucus
tetapi lebih mirip C.mossambicus dari Afrika. Lele dumbo memiliki nama popular di
Inggris sebagai king catfish yang berarti raja ikan lele (Suyanto, 2004).

Lele termasuk Sub kelas Teleostei yang memiliki rangka tulang sejati serta
mempunyai tutup insang. Lele memiliki tubuh yang licin, berlendir dan tidak bersisik.
Ordo Ostariophysi tergolong memiliki jari-jari keras pada sirip punggung, tidak bersisik,
bersungut, dan sirip dubur jauh dari dubur. Ordo ini juga termasuk ikan air tawar yang
hampir berada di seluruh benua kecuali Antartika dan Australia. Selanjutnya, Sub ordo
Siluroidea memiliki ciri 1-4 sungut dan mulut tidak dapat disembulkan (Saanin, 1984).
Secara morfologi, bentuk tubuh lele memanjang, agak bulat pada bagian tengahnya dan
bagian belakang berbentuk pipih. Panjang kepala lele hampir mencapai seperempat
panjang tubuhnya. Terdapat empat pasang sungut (barbels) di sekitar mulutnya yang
berfungsi sebagai alat peraba saat mencari makan atau saat bergerak. Terdapat pula alat
olfaktori di dekat sungut yang berfungsi untuk perabaan dan penciuman serta penglihatan
lele yang kurang berfungsi dengan baik (Mahyuddin, 2007).

Lele dapat hidup di perairan yang memiliki arus tidak terlalu deras seperti saluran
irigasi, kolam, danau, waduk dan telaga. lkan ini tergolong karnivora sehingga bersifat
kanibalisme jika kekurangan makanan. Terlebih jika ukuran ikan pada suatu kolam tidak
sama. Lele memiliki arborescent, sehingga dapat hidup di lumpur atau air yang
mengandung oksigen rendah. Bahkan lele dapat hidup di tempat yang airnya sedikit
namun, udara di sekitarnya cukup lembab. Kualitas air yang dianggap baik untuk
kehidupan lele adalah perairan dengan suhu 20-30 °C, oksigen terlarut (DO) minimum 3
mg/L, pH atau derajat keasaman 6,5-8, kandungan karbondioksida (COz) kurang dari 15
mg/L, NHs sebesar 0,05 mg/L, NO. sebesar 0,25 mg/L dan NOgz sebesar 250 mg/L
(Khairuman & Amri, 2002).

5. Sistem Pertahanan Tubuh lkan
Sistem imun merupakan salah satu sistem penting di dalam tubuh untuk merespon

adanya benda asing yang masuk ke dalam tubuh. Benda asing dapat berupa molekul





kimia, dan patogen berupa bakteri, virus, jamur ataupun parasit. Sistem pertahanan tubuh
dibedakan menjadi dua kelompok besar yakni sistem pertahanan spesifik dan sistem
pertahanan nonspesifik. Imunitas spesifik mempunyai beberapa mekanisme diantaranya
ada imunitas humoral, CMI (Cell Mediated Immune), dan memori imunologik.
Sementara, imunitas nonspesifik pada ikan mempunyai 3 mekanisme pertahanan yakni
lapisan permukaan tubuh (pertahan fisik), faktor humoral, dan faktor seluler nonspesifik
(Isnansetyo et al., 2014).
5.1 Sistem Pertahanan Spesifik

Respon imun spesifik dapat diinduksi ketika suatu infeksi dapat menembus
mekanisme imun nonspesifik. Patogen akan bereplikasi dan terjadi akumulasi antigen.
Bersamaan dengan itu, perubahan parameter seluler dari imun nonspesifik dapat memicu
respon imun spesifik (Murphy, 2012). Respon imun spesifik terjadi melalui mekanisme
jaringan yang kompleks dari sel-sel spesifik, protein, gen dan pesan biokimia yang
menyediakan kebutuhan respon spesifik antigen, antibodi dan sel efektor dengan afinitas
dan spesifisitas tinggi (Uribe et al., 2011).
5.1.1Sel B

Sel B diproduksi di dalam limfa, sel ini bekerja bersama leukosit, makrofag dan sel
T menjadi faktor penting untuk memproduksi antibodi (Uribe et al., 2011). Sel B berperan
dalam sistem imun spesifik humoral sehingga sel tersebut akan berproliferasi,
berdiferensiasi, dan berkembang menjadi sel plasma yang membentuk antibodi. Fungsi
utama antibodi ialah pertahanan terhadap infeksi ekstraseluler, virus dan bakteri serta
menetralisasi toksinnya. Immunoglobulin (antibodi) yang paling banyak terdapat pada
teleostei yaitu tetramer IgM yang terdiri atas delapan sisi antigenik. Respon imun pada
kulit dan insang penting karena kedua organ tersebut berhubungan langsung dengan
lingkungan. Antibodi spesifik terdapat pada kulit, usus besar, dan insang tanpa
membutuhkan adanya rangsangan terlebih dahulu. System pertahanan tubuh ikan
memiliki suatu memori yang dapat mengingat paparan antigen sebelum antigen tersebut
menyerang untuk kedua kalinya (Arkoosh & Kaattari, 1991; Whittington et al., 1994).
512Sel T

Sel T sudah ada pada tahap awal perkembangan larva. Sel T diproduksi dan
berkembang di dalam organ timus. Setelah perkembangannya selesai sel T akan berada
pada aliran darah. Pada rainbow trout keberadaan CD8 dan MHC (Major
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Histocompatibility Complex) kelas | sudah dapat dideteksi setelah satu minggu
pembuahan. Molekul CD8 dan MHC kelas 1 secara bersamaan akan mendeteksi peptida
dari patogen, sehingga MHC dan molekul CD8 yang diekspresikan saat tahap
perkembangan larva mengindikasikan bahwa ikan sudah dapat divaksinasi untuk
mengembangkan imunitas selulernya. Sel T dan imunoglobulin berperan dalam eliminasi
patogen spesifik ikan secara cepat dan efisien (Murphy, 2012; Rauta et al., 2012). Jenis
efektor antigen lainnya yang dihasilkan dari sel T adalah CD4. CD4 sel T dikenal sebagai
sel T helper yang memiliki peran penting dalam mengatur respon imun spesifik pada
beragam infeksi (Wang & Secombes, 2013).

5.2 Sistem Pertahanan Nonspesifik

5.2.1 Pertahanan Fisik

Mukus kulit, dan insang merupakan benteng pertama terhadap infeksi. Mukus ikan
tersusun atas lektin, pentraksin, lisozim, protein komplemen, peptida antibakteri dan
immunoglobulin yang mempunyai peran menghambat masuknya patogen (Alexander &
Ingram, 1992). Oleh sebab itu, lapisan kulit pada ikan teleostei memainkan peran penting
dalam pertahanan tubuh terhadap bakteri dan virus (Maier et al., 2008). Sementara itu, di
saluran gastrointestinal terdiri berbagai macam mikrobia, asam lambung, cairan bile salt
dan enzim yang dapat menjadi lingkungan bagi banyak patogen. Apabila bakteri patogen
dapat menembus pertahanan pertama ini maka faktor seluler dan humoral akan diaktifkan
untuk mencegah penyebaran infeksi (GoOmez & Balcazar, 2007).

5.2.2 Pertahanan Humoral (Faktor Humoral)

Faktor humoral mengandung peptida antimikrobia, lisozim, komplemen, transferin,
pentraxin dan lektin. Faktor humoral akan diaktifkan secara langsung ketika patogen telah
mampu masuk melewati benteng pertama yaitu lapisan permukaan tubuh. Aksi dari faktor
humoral dapat diketahui dengan meningkatnya aktivitas lisozim dan jumlah eritrosit,
makrofag, serta limfosit. Peningkatan komponen humoral imun nonspesifik tersebut
dapat dilakukan oleh bantuan bakteri nonpatogen dan spesies mikrobia yang ada di inang
(Gbmez & Balcéazar, 2007).
5.2.2.1 Lisozim

Lisozim merupakan enzim kationik yang banyak terdapat pada serum, mukus,
ginjal, limpa dan usus ikan. Lisozim dilaporkan berasosiasi dan disintesis oleh sel

monosit. Lisozim mempunyai kemampuan untuk menghidrolisis ikatan kimia antara

11





asam N-asetilmuramik dan N-asetilglukosamin yang terdapat pada dinding sel bakteri.
Komplemen dan lisozim dapat bekerja bersama untuk melisiskan bakteri Gram positif
tertentu dan beberapa bakteri Gram negatif (Gomez & Balc¢azar, 2007). Enzim ini juga
disebut sebagai enzim bakteriolitik yang terdapat di tubuh dan menjadi bagian dari imun
nonspesifik pada banyak hewan (Grinde et al., 1988). Disamping itu, enzim ini menjadi
pemicu dari opsonin (sistem komplemen) dan sel fagosit (Magnadottir, 2006).
5.2.2.2 Komplemen

Komplemen terdiri dari lebih 35 protein plasma dalam darah yang menjadi kunci
imun spesifik dan nonspesifik. Terdapat 3 jalur untuk mengaktifasi sistem komplemen ini
yaitu pertama classical pathway yang membutuhkan adanya kompleks antigen-antibodi.
Kedua, lectin pathway diaktivasi oleh kompleks protein pengikat yang terdiri dari
mannosa di dinding sel bakteri. Jenis komplemen terakhir adalah alternative pathway
yang diaktivasi secara langsung oleh virus, bakteri, jamur atau bahkan sel tumor.
Aktivitas bekterisidal juga terdapat pada komplemen (Uribe et al., 2011). Fungsi lainnya
dari komplemen pada imun spesfik dan nonspesifik yakni membunuh patogen dengan
agen opsonisasi dan mengaktifkan fagosit. Jalur alternatif komplemen nantinya akan
melisiskan dinding sel bakteri. Disamping itu juga banyak gen yang dapat mengkode
komponen komplemen khususnya gen C3 (Whyte, 2007).
5.2.2.3 Transferin

Transferin merupakan glikoprotein globular dengan aktivitas pengikatan besi yang
tinggi. Transferin akan mengikat senyawa besi sehingga akan menciptakan lingkungan
yang dapat menghambat bakteri. Besi merupakan elemen penting dari banyak patogen
untuk menginfeksi inangnya, namun ketersediaan besi di aliran jaringan vertebrata sangat
rendah. Oleh karenanya, diperlukan protein darah yaitu transferin untuk mengikatnya.
Hanya sedikit bakteri yang mampu mengatur kadar besi yang sesuai untuk pertumbuhan
secara in vivo (Uribe et al., 2011 ). Adanya ketersediaan besi yang terbatas dapat
mengurangi replikasi patogen. Fungsi lain dari transferin yaitu sebagai aktivator dari
makrofag ikan (Stafford & Belosevic, 2003).
5.2.2.4 Interferon

Interferon (INF) adalah protein yang disekresikan untuk menginduksi senyawa
antivirus sel dan berperan banyak untuk melawan infeksi virus pada vertebrata (Samuel,
2001). Terdapat 2 tipe dari interferon, INF tipe 1 dan INF tipe 2. INF tipe 1 termasuk INF
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(a/b) yang diinduksi dari virus pada sel. Sementara, INF tipe 2 identik dengan INF jenis
v dan diproduksi oleh sel NK serta limfosit T. INF melindungi sel dari serangan virus
dengan cara mengikatnya pada reseptor yang berbeda. Setelah diikat maka INF akan
menginduksi ratusan gen yang mengkode protein antivirus. Protein tersebut diantaranya
ialah protein MX, protein kinase dsSRNA dan 2,5-oligoadenylate sintetase. INF o dan 3
merupakan sitokin dengan fungsi antivirus nonspesifik yang mempunyai cara kerja
menghambat replikasi asam nukleat pada sel yang terinfeksi virus (Robertsen, 2006).
5.2.3 Pertahanan Seluler (Faktor Seluler)
5.2.3.1 Fagosit

Fagositosis adalah salah satu proses terpenting pada hewan poikilotermal karena
proses tersebut dipengaruhi oleh temperatur. Sel utama yang termasuk pada proses
fagositosis ikan adalah neutrofil dan makrofag (Secombes & Fletcher, 1992). Sel ini
menghilangkan bakteri dengan produksi oksigen reaktif selama respiratory burst.
Apabila produksi antibodi menurun saat temperatur berubah secara drastis maka
pertahanan ikan hampir bergantung pada kapasitas fagosit (Gomez & Balcazar, 2007).
Persentase sel fagosit yang aktif memakan patogen dalam sistem imun nonspesifik
disebut dengan aktivitas fagositosis. Sementara itu, indeks fagositosis adalah rerata
jumlah partikel yang difagosit oleh sel makrofag (Oliva & Teles, 2012).
5.2.3.2 Makrofag

Makrofag dapat diisolasi dari beberapa sumber seperti, darah (monosit), dan organ
limfoid (terutama ginjal). Makrofag dapat hidup lama, mempunyai beberapa granula dan
melepas berbagai bahan antara lain lisozim, komplemen, interferon, dan sitokin yang
semuanya memberikan kontribusi dalam pertahanan nonspesifik dan spesifik
(Baratawijaya, 2004). Tipe I IFNs, dan IFN-g berfungsi sebagai pemicu adanya makrofag
untuk penghancuran bakteri, protozoa dan patogen virus. Selama proses respiratory
burst, makrofag akan memproduksi ROS (Reactive Oxygen Species), selanjutnya RO ini
akan menghasilkan hidrogen peroksida, hidroksil radikal, dan asam hidroklorus yang
menghambat bakteri untuk tumbuh (Gémez & Baléazar, 2007).
5.2.3.3 Sel NK

Sel NK (Natural Killer Cell) disebut juga cytotoxic cell pada mamalia (Uribe et al.,
2011). Leukosit pada ikan memiliki kemampuan untuk mengeluarkan CMC (Cell

Mediated Cytotoxicity) yang berguna untuk melawan sel asing. CMC pada ikan sulit
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ditandai karena membutuhkan peralatan spesifik yang sesuai. CMC pada imun nonspesfik
disebut juga sel NK yang mempunyai peran penting dalam melawan infeksi virus (Fischer
et al., 2006). T sel akan mengeluarkan sel imun untuk merespon serangan dari patogen
yang menginfeksi sel, sehingga sel akan dirusak secara langsung oleh cytotoxic sel atau
sel abnormal juga dapat dihancurkan oleh sel imun ini (Rauta et al., 2012).
6. Imunostimulan

Imunostimulan adalah senyawa alami maupun sintetik yang dapat meningkatkan
sistem imun. Adanya peningkatan respon nonspesifik selama masa perkembangan ikan
dapat membantu tubuh melawan patogen selagi respon imun spesifik masih dalam masa
perkembangan pada larva ikan (Bricknel & Dalmo, 2005). Bahan-bahan yang dapat
digunakan sebagai imunostimulan sangat beragam mulai dari ekstrak tumbuh-tumbuhan,
alginat, B-glukan, sampai mikro elemen seperti vitamin dan mineral. Produk
imunostimulan kini sudah banyak dijual secara komersial seperti Ergosan. Ergosan
memiliki kandungan asam alginat 1% yang di ekstraksi dari L. digitata. Alginat dapat
diekstraksi dari jenis alga cokelat (Phaeophyta) seperti L. hyperborean, A. nodosum,
Sargassum sp. dan M. pyrifera. Asam manuronat yang tinggi pada alginat dapat
meningkatkan imun nonspesifik pada larva ikan dan benih ikan (Rin¢ et al., 2012).

Penambahan suplemen seperti imunostimulan ditujukan untuk meningkatkan
sistem imun nonspesifik. Imun nonspesifik terbagi dua yakni komponen seluler dan
humoral yang memiliki fungsi pertahanan. Sebagian besar komponen dari imun
nonspesifik ada pada level parameter seluler diantaranya yakni leukosit, monosit,
makrofag dan granulosit. Pemberian ekstrak tanaman meningkatkan aktivitas TLR (Toll
Like Reseptor) yakni protein antar membran yang berhubungan dengan respon imun
nonspesifik melalui PRRs (Pattern-Recognition Receptors). Pengenalan oleh PRRs ini
terjadi di dalam ruang seluler sel seperti membran plasma, dan endosom. Aktivitas TLR
yang meningkat akan memicu respon inflamatori, mengaktifkan faktor transkripsi (NF-
Kb, IRFs), dengan demikian respon nonspesifik dan spesifik akan meningkat (Vellejos-
Vidal et al., 2015).

Jenis imunostimulan lainnya adalah multivitamin yang telah dilaporkan sebagai
stimulator yang baik untuk imun nonspesifik. Vitamin C yang berfungsi sebagai
imunomodulator juga menjadi suplai vitamin C di dalam leukosit secara intraseluler

mapun jaringan pada berbagai level kebutuhan. Karena, kandungan vitamin tersebut di
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dalam leukosit maka akan menstimulasi produksi dan fungsi penting leukosit seperti
neutrophil, limfosit, serta fagosit. Fungsi dari leukosit memberikan efek pada sistem imun

ikan khususnya imun nonspesifik yang memiliki pengaruh besar pada ikan (Shahkar et
al., 2015).
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1. HIPOTESIS

1. Alginat dari Sargassum sp. dan multivitamin yang diberikan secara oral meningkatkan
parameter pertahanan nonspesifik humoral pada lele dumbo (Clarias sp.).

2. Penambahan alginat dari Sargassum sp. dan multivitamin pada dosis tertentu dapat
meningkatkan parameter pertahanan nonsepsifik humoral tubuh lele dumbo (Clarias
sp.).
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IV. METODE PENELITIAN

1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode eksperimen dengan Rancangan Acak

Lengkap (RAL) atau Completely Randomized Design dengan lima perlakuan dan masing-

masing empat ulangan. Selama satu minggu lele dumbo diberi pakan kontrol untuk

adaptasi, setelah lele merespon pakan dengan baik maka pakan perlakuan mulai
diberikan. Proses adaptasi dan pemeliharaan lele dilakukan di bak fiber yang berukuran

50 L. Bak yang digunakan sebanyak 5 buah dengan padat tebar 5 ekor tiap bak. Sebelum

perlakuan alginat dan multivitamin diberikan, berat dan panjang total lele diukur.

Perlakuan yang diberikan antara lain :

P1 : Kontrol (-), pakan tanpa dicampur dengan Na-alginat dan multivitamin

P2 : Kontrol (+), pakan yang dicampur dengan Na-alginat standar, 4 g/kg pakan

P3: Pakan yang dicampur dengan alginat 1 g/kg pakan dan multivitamin 0,625 g/kg pakan

P4 : Pakan yang dicampur dengan alginat 2 g/kg pakan dan multivitamin 1,25 g/kg pakan

P5 : Pakan yang dicampur dengan multivitamin, 2,5 g/kg pakan

2. Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi :

a. Pembuatan herbarium: keramik ukuran 25 x 25 cm? dan setrika listrik.

b. Ekstraksi Na alginat: timbangan analitik (Shimadzu BX 6000), blender (Miyako),
kertas pH universal (Merck), erlenmeyer (lwaki Pyrex), gelas ukur (lwaki Pyrex),
gelas beaker (Iwaki Pyrex), pengaduk, hotplate stirrer (Thermolyne Nouva Stir Plate),
sentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5810 R), botol falcon, dan oven (Eyela Natural Oven
NDO-451SD).

c. Pengujian Kualitas Air: WQC (Water Quality Checker) macro 900 palintest (UK) dan
termometer.

d. Pengujian Kromatogafi Lapis Tipis (KLT): kompor listrik, tabung reaksi,plat silika gel,
bejana kaca,mikrotube, pipa kapiler, dan oven.

e. Pemeliharaan ikan uji: bak fiber ukuran 50 x 50 x 50 cm, scope net, ember dan jaring
atau kawat kasa penutup.

f. Alat uji pertahanan nonspesifik humoral: spuit, kuvet, buble drop, autoklaf, petridisk,
hot plate stirer, jarum ose, bunsen, timbangan analitik, tabung reaksi, gelas ukur, labu

Erlenmeyer, kapiler hematokrit, vortex, sentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5810 R),
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mikrotube, oven, shaker, referigerator, evaporation, pipet ukur, lempeng mikrotiter,
mikroskop, spektrofotometer dan ELISA reader (Biobase Fully Automatic Elisa
Reader, BK-MR360).

3. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi :

a. Pembuatan herbarium: kertas minyak, plastik, dan koran.

b. Ekstraksi alga: Sargassum sp., Etanol 95%, Na>CO0s, dan aquades.

c. Uji komponen Na-alginat: alginat Sargassum sp., Na alginat komersil, isopropanol,
asam asetat, aquades, 1-butanol, plat silika (plastik), dan TFA 37%.

d. Pembuatan pakan: stok alginat, multivitamin (Biovit Aquatic Sanbe Farma), pakan
buatan, bahan perekat komersil (Booster Progol PT. Indosco), dan aquades.

e. Pengujian parameter : sampel darah ikan, BSA, Protein test kit, akuades, larutan tripsin
standar, PBS 0,1 N, PBS 1 N, azokasein 2 %, TCA 10%, NaOH 1 N, kultur bakteri A.
hydrophila, antigen A. hydrophila, medium TSA, medium GSP, dan EDTA 10 %.

4. Tata Laksana Penelitian

4.1. Pengumpulan Sampel Sargassum sp.

Tahap pertama yang dilakukan yaitu membedakan antara Sargassum sp. dengan
species alga cokelat lainnya. Identifikasi Sargassum sp. dilakukan langsung di tempat
pengambilan sampel. Identifikasi meliputi pengamatan morfologi diantaranya thallus,
bentuk midrib, dan air bladder.

4.2. Pencucian dan Pengeringan Sampel

Sampel yang telah terkumpul kemudian dicuci dengan air tawar untuk
menghilangkan kotoran dan pasir. Setelah semua sampel bersih sampel dikering-
anginkan (tidak terkena sinar matahari secara langsung). Sampel terus dibolak-balik
setiap hari serta diganti alasnya pada pagi dan sore hari agar sampel tidak berjamur.

4.3. Ekstraksi dan Pemurnian Na-alginat dari Sargassum sp.

Sargassum sp. diekstraksi untuk mendapatkan Na-alginat. Sampel kering diblender

dan ditimbang sebanyak 50 g. Sampel dilakukan depigmentasi dengan EtOH (1:5 ; w:v)

selama 12 jam. Lalu, dicuci dengan akuades sampai pH 7 lalu supernatan dibuang.

Kemudian ditambah larutan Na2COz 0,5 N (1:10 ; w:v) hingga pH = 11. Filtrat kasar

dipanaskan menggunakan water bath shaker dengan suhu 60°C selama 2 jam hingga

membentuk pasta. Jika pasta sangat kental maka perlu ditambah akuades (1:10 ; m:v).
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Bahan yang kasar dipisahkan dengan cara sentrifugasi 3500 rpm selama 5 menit. Lalu,
supernatan yang didapat dievaporasi pada suhu 60°C dan dapat dilanjutkan ke tahap
pemurnian.

Tahap selanjutnya setelah ekstraksi, dilakukan pemurnian. Na-alginat yang didapat,
ditambah etanol 96 % secara perlahan (1:1;v:v) dan diaduk lalu didiamkan 30 menit, dan
disentrifuge 3000 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan endapan diambil.
Selanjutnya alginat dikeringkan dalam oven suhu 60°C, hasil yang diperoleh kemudian
ditimbang, dihitung rendemennya, serta dilakukan diuji kadar air, KLT, dan analisis
spektrum FTIR.

4.3.1 Analisis Fourier Transformed Infra Red (FTIR)

Spektrum inframerah digunakan untuk mengetahui gugus fungsional alginat
dengan cara merekam hasil spektra dengan serapan gelombang oleh molekul organik.
Sampel yang akan diuji dilarutkan ke dalam larutan DMSO. Uji FTIR dilakukan di
Laboratorium Terpadu Universitas Islam Indonesia.

4.3.2 Uji komponen Na-alginat
4.3.2.1 Hidrolisis Na-alginat

Sampel dihidrolisis dengan cara melarutkan 50 mg Na-alginat ke dalam 0,5 ml
akuades dan kemudian ditambahkan 0,5 ml TFA (Tri Fluoro Acid). Sampel dipanaskan
dalam waterbath selama 4 jam pada suhu 100°C.
4.3.2.2 Kromatogafi Lapis Tipis (KLT)

Alginat yang telah dihidrolisis ditotolkan pada plat silika. Plat silika dikembangkan
dalam pelarut 1-butanol, isopropanol, asam asetat, dan akuades dengan perbandingan
3:1:1:1. Plat kemudian disemprot dengan anilin dan dipanaskan dalam oven selama 5
menit pada suhu 105°C. Kenaikan bercak hidrolisat alginat akan terlihat pada plat KLT

kemudian dibandingkan dengan melihat nilai Rfnya. Nilai Rf dihitung dengan rumus:

Rf= jarak yang ditempuh komponen (titik tengah spot)

jarak yang ditempuh pelarut

4.4 Pengujian Alginat pada lkan
4.4.1. Pengujian Kadar Air Alginat

Pengujian kadar air dilakukan di Laboratorium analisis kimia Fakultas Farmasi.
Pada penelitian ini pengujian kadar air dilakukan terhadap Sargassum sp. kering, dan
alginat. Sampel diuji menggunakan alat ukur kadar air Halogen Analyzer Ohaus MB 35
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dengan prinsip kerja pengujian kadar air metode oven. Sampel dimasukkan ke dalam
wadah dengan berat minimal 0,51 g agar dapat dibaca hasilnya. Pada alat uji kadar air
digital juga ditampilkan data berupa kelembaban, berat sampel sebelum dan sesudah
diuji, serta kadar air sebelum dan sesudah diukur. Pengujian kadar air menggunakan
mesin digital berlangsung selama 10-15 menit tergantung kandungan air pada sampel.
4.4.2. Pembuatan Pakan

Perhitungan ransum formulasi pakan menggunakan metode pearson square
dengan penentuan kadar crude protein 34,46% pada Tabel komposisi pakan (Lampiran
2). Bahan pakan yang digunakan diayak. Bahan-bahan yang digunakan antara lain adalah
tepung ikan, tepung kedelai, tepung jagung, tepung tapioka, minyak ikan, dan mineral
mix. Kemudian, bahan-bahan dicampur dari masa yang terkecil ke masa bahan terbesar.
Apabila campuran sudah homogen dapat diberi air hangat sedikit demi sedikit lalu dicetak
di mesin pencetak (Afrianto & Liviawaty, 2005).

Dosis penambahan alginat ke dalam pakan berdasarkan berat kering. Pencampuran
alginat disesuaikan dengan dosis perlakuan. Alginat dilarutkan ke dalam 10 ml air hangat
(£ 50°C) dan dicampur dengan multivitamin. Setelah itu, ditambahkan binder komersil
progol dengan dosis 1-2 g/kg. Selanjutnya disemprotkan ke pakan secara merata. Setelah
tercampur pelet dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C selama 6 jam atau
sampai kering.

4.4.3 Analisis Proksimat Pakan

Kandungan nutrisi pada pakan dapat diketahui menggunakan analisis proksimat.
Analisis yang diuji meliputi kadar protein, lemak, abu dan air. Analisis proksimat
dilakukan di Laboratorium Pangan dan Gizi, Fakultas Teknologi Pertanian. Sementara
kadar air pada pakan dilakukan di Laboratorium Nutrisi dan Pakan lIkan. Kadar air
dianalisis menggunakan metode thermogravimetri yakni dengan membandingkan berat
sampel di dalam wadah. Perhitungan nilai kadar air dapat diperoleh melalui perbandingan

berat awal dan akhir pakan seperti di bawah ini:
. Yy-Z

Kadar air= —— x 100%
y-X

Keterangan :

X: berat crus dan tutup ()

y: berat sampel dalam crus sebelum diuji ()
z: berat sampel dalam crus setelah diuji (g)
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Kadar protein pakan dapat diketahui menggunakan metode mikrokjeldal. Pada
analisis protein terdapat tiga proses penting yakni destruksi, distilasi dan titrasi. Pakan
didestruksi dengan larutan H>SO4 pekat sebanyak 2 ml hingga berwarna hijau bening.
Lalu, diteruskan proses distilasi dengan cara menambahkan 5 ml asam borat 4% dan 2
tetes indikator BCG-MR pada wadah penampung, sedangkan pada corong pemisah (alat
distilasi) diisi dengan NaOH 20 ml. Akhir proses distilasi akan ditandai dengan warna
hijau pada wadah penampung. Setelah itu, hasil distilasi dititrasi menggunakan HCI 0,02
N hingga berwarna merah muda.

%% Ne (ml HCI - ml blanko) x N HC1 x 14,007 100
o berat sampel (g) x 1000 X ’

Kadar protein = % N x 6,25

Analisis berikutnya adalah kadar lemak yang diuji dengan metode soxhlet. Metode
tersebut memiliki tiga prinsip dasar yakni ekstraksi, rinsing dan drying. Tiga proses
tersebut berlangsung di dalam satu alat yakni fat extractor unit buchi. Sampel sebanyak
2 g dimasukkan ke dalam alat beserta kertas saring yang sebelumnya dioven selama 1
jam. Setelah itu, sampel dimasukkan ke dalam solven cup (extraktor) hingga proses
selesai yang ditandai oleh berkurangnya kadar n-hexane sebanyak 120 ml. Nilai kadar

lemak dapat diketahui dengan cara menimbang berat solven cup dan sampel.
z-y
Kadar lemak= — x 100%
X

Keterangan :

x: berat sampel (g)

y: berat solven cup (g)

z: berat solven cup dan lemak (g)

Terakhir, analisis kadar abu dilakukan di dalam tanur listrik. Sampel sebanyak 2 gram
ditambahkan HNOs 1 ml, kemudian diarangkan di kompor listrik sampai berwana hitam.
Setelah pakan menjadi arang, langkah selanjutnya yakni pengabuan di dalam tanur
(muffle furnace) selama 4 jam sampai sampel berwarna putih keabuan. Kadar abu dapat

diketahui dengan cara membandingkan berat wadah dan sampel.

X-y
Kadar abu = — x 100%
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Keterangan :

X: berat crus dan sampel yang diabukan (g)
y: berat crus (g)

z: berat sampel (Q)

4.4.4. Pemeliharaan dan Pemberian Pakan
Ikan yang dipelihara berukuran £100 g. Pemeliharaan dilakukan selama 12 hari,
sebelumnya ikan diaklimatisasi selama seminggu dengan diberi pakan buatan yang
dicampur dengan progol (pakan kontrol). Pakan yang digunakan yaitu pelet yang sudah
ditambah dengan alginat dan multivitamin sesuai perlakuan. Pemberian alginat dan
multivitamin dalam pakan dilakukan terus menerus hingga pengamatan selesai. lkan
dipelihara di dalam bak berukuran 50x50x60 cm?® dan ditutup dengan kawat jaring. Saat
pemeliharaan dilakukan pergantian air kurang lebih 2 hari sekali. Pakan diberikan setiap
hari pada pukul 07.00 dan 16.00 WIB mulai hari ke-0 sampai hari ke-16 pemeliharaan.
Ikan diberi pakan dua kali sehari, setiap pagi dan sore hari dengan total pakan 3% dari
biomassa tubuh.
4.4.5. Sampling
Pengambilan darah untuk pengamatan parameter hematologis dilakukan setiap 4
hari sekali selama 16 hari pemeliharaan ikan, yaitu dimulai pada hari ke-0, hari ke-4, hari
ke-8 dan hari ke-12 pada masing-masing bak perlakuan. Pengamatan hematologis
dilakukan pada hari yang sama dengan pengambilan sampel darah. Sampling parameter
kualitas air dilakukan pada awal dan akhir penelitian.
4.5 Parameter Pertahanan Nonspesifik
4.5.1 Aktivitas Antibakteri Serum
Bakteri A.hydrophila dikultur dan diinkubasi selama 24 jam pada TSA dengan suhu
25°C. Kultur bakteri 24 jam tersebut lalu di panen dengan PBS steril. Selanjutnya, dibuat
suspensi  bakteri 10°CFU/ml menggunakan metode McFarland dengan alat
spektrofotometer (600 nm). Sebanyak 5 pl suspensi bakteri dicampurkan dengan 45 pl
serum dalam mikrotube. Sementara, untuk kontrol diisi dengan 45 pl PBS dan 5 pl
suspensi bakteri dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 25°C (Hanif et al., 2004).
Setelah diinkubasi, sebanyak 50 ul campuran tersebut diambil dan diencerkan secara
bertingkat sebanyak 3x pengenceran ke dalam 450 ul NaCl. Lalu dilakukan kultur

bakteri dengan teknik plating sebanyak 100 pl campuran pada medium selektif dan

22





diinkubasi selama 24 jam. Aktivitas antibakteri serum dihitung dengan membandingkan
banyaknya koloni bakteri perlakuan terhadap kontrol (Biller-Takahashi, 2013).

jumlah koloni perlakuan

Persentase aktivitas antibakteri serum = (1- ) x100

jumlah koloni kontrol
4.5.2. Aktivitas Anti Protease

Sebanyak 20 pl sampel serum diinkubasi dengan 5 ml larutan tripsin (Sigma-
Aldrich) selama 10 menit pada suhu 22°C. Kemudian, ditambahkan 200 ul PBS 0,1 M
dan 250 pl azokasein 2 % dan diinkubasi selama 1 jam dengan suhu 22 °C. Selanjutnya,
500 pl TCA (Tri Chloro Acetic Acid) (merck millipore) 10% ditambahkan dan diinkubasi
lagi selama 30 menit pada suhu yang sama. Campuran larutan tersebut disentrifuge 6000
g selama 5 menit. Selanjutnya, 100 ul supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam 96
sumuran mikroplate. Salah satu sumuran berisi NaOH 1 N. Optical density dibaca pada
panjang gelombang 450 nm. Kontrol positif, sumuran hanya berisi serum dan NaOH,
sedangkan untuk kontrol negatif sumuran berisi serum, tripsin, dan NaOH. Persentase
aktivitas penghambat tripsin dihitung dengan membandingkan nilai OD perlakuan
dengan kontrol positif (Hanif et al., 2004).

4.5.3 Aglutinasi alami (natural agglutination)
4.5.3.1 Pembuatan Antigen Aeromonas hydrophila.

Pembuatan antigen A. hydrophila (isolat GBNB) diawali dengan kultur bakteri pada
media GSP. Setelah didapat hasil yang sesuai lalu dilakukan pemanenan dengan
menggunakan PBS (Phospat Buffer Saline) steril. Hasil panenan bakteri dimasukkan ke
dalam tabung valcon kemudian dilakukan formalin killed menggunakan formaldehyde
(Merck) sebanyak 2% dari total volume panenan selama 24 jam. Pencucian diulang
sebanyak tiga kali dengan cara divorteks lalu disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm
kemudian supernatan dibuang.
4.5.3.2 Pengamatan Aglutinasi Alami

Sebanyak 25 pl PBS dimasukkan ke dalam seluruh sumuran mikro titer 96 sumuran
kecuali sumuran kolom pertama. Pada sumuran kolom pertama dan kedua dimasukkan
25 pl serum. Kemudian mulai kolom kedua dilakukan pengenceran berseri dengan
memindahkan 25 pl campuran ke kolom berikutnya. Kemudian, sebanyak 25 pl bakteri
patogen di tambahkan pada semua sumuran mikrotiter. Campuran tersebut diinkubasi
pada suhu ruangan selama 1 jam. Indikasi proses aglutinasi dapat dilihat dari

terbentuknya gumpalan di bagin tengah sumuran. Nilai titer aglutinasi dari sampel
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merupakan kebalikan dari pengenceran terakhir yang menunjukkan aglutinasi
(Uthayakumar, 2012).
4.5.4. Total Protein Plasma

Pengukuran total protein plasma dilakukan dengan metode spektrofotometri
menggunakan metode Bradford dengan standar BSA (Bovine Serum Albumine).
Pembuatan standar BSA dilakukan dengan pengenceran berseri. Sebanyak 798 pl
akuabidest dimasukkan pada mikrotube. Selanjutnya, larutan BSA (konsentrasi 75, 50,
25, 12,5 dan 6,25 mg/ml) ditambahkan sebanyak 2 ul pada masing-masing mikrotube
untuk konsentrasi yang berbeda dan sebuah mikrotube untuk kontrol. Selanjutnya,
ditambahkan 200 pl protein test kit (biorad), dicampurkan sampai homogen dan
diinkubasi selama 15 menit. Lalu, diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm
dan kurva standar dibuat dari hasil absorbansi standar BSA.

Pengukuran total protein plasma diukur dengan cara sampel darah ikan disentrifuge
dengan kecepatan 1500 rpm selama 5 menit untuk memisahkan serum dan sel darah.
Sebanyak 798 pl akuades dimasukkan pada mikrotube dan ditambah 2l serum serta 200
ul protein test kit (biorad), dihomogenkan dan diinkubasi selama 15 menit. Kemudian
diukur absorbansinya dengan spektofotometer pada panjang gelombang 600 nm
(Isnansetyo, 2006).

4.5.5. Leukokrit dan Hematokrit

Sampel darah dimasukkan dalam tabung kapiler kemudian disentrifuge dengan
kecepatan 1500 rpm selama 5 menit, sehingga terjadi pemisahan antara sel eritrosit, sel
leukosit, dan plasmanya. Kadar leukokrit dan hematokrit dihitung berdasarkan rumus:

Leukokrit (%) — panjang endapan leukosit dalam tabung kapiler 100%
eukokrit (%) panjang total sel darah dan serum dalam tabung kapiler x °

. panjang endapan eritrosit dalam tabung kapiler
Hematokrit (%) =—— —x 100%
panjang total sel darah dan serum dalam tabung kapiler

4.6 Kualitas Air

Pengukuran kadar oksigen terlarut, kandungan CO> bebas dan kandungan ammonia
dilakukan di Laboratorium Teknik dan Penyehatan Lingkungan, Jurusan Teknik Sipil,
Fakultas Teknik UGM, sedangkan suhu diukur menggunakan termometer raksa.

24





5. Analisis Data

Data yang dianalisis meliputi TPP, hematokrit, leukokrit, aktivitas antiprotease,
aktivitas antibakteri serum dan aglutinasi alami menggunakan analisis varian (ANOVA)
untuk mengetahui pengaruh dari masing-masing perlakuan. Sebelum dilakukan analisis
varian, dilakukan uji normalitas dan homogenitas meggunakan uji Levenne. Jika terdapat
data yang tidak homogen, maka dilakukan transformasi data terlebih dahulu. Apabila
dalam uji varian terdapat beda nyata, kemudian diuji lanjut dengan uji DMRT (Duncan
Multiple Range Test) yang bertujuan untuk menguji perbedaan antar perlakuan dari hasil
penelitian tingkat kepercayaan 95% (P<0,05). Uji normalitas dan homogenitas
menggunakan aplikasi excel 2016 dan DMRT menggunakan aplikasi SPSS 20.0.
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil Pengamatan
1.1. Identifikasi dan Pengumpulan Sampel

Sargassum sp. memiliki kenampakan berwarna cokelat, memiliki midrib, dan
thallus. Bentuk thallus silindris dan disetiap thallusnya terdapat bulatan-bulatan yang
berisi udara. Morfologi midrib lebar, bergerigi disetiap pinggirnya dan tebal. Pada bagian
bawah tubuh Sargassum sp. terdapat bagian untuk menempel pada substrat yakni
holdfast. Sampel alga dibersihkan dahulu dari pengotor seperti cacing laut, alga lain dan
pasir menggunakan air bersih. Setelah itu, alga dikering anginkan selama 2-3 hari agar
kandungan airnya berkurang. Kandungan air ini perlu dikurangi agar alga yang digunakan

tidak berjamur dan lebih awet. Morfologi Sargassum sp. ditunjukkan pada Gambar 5.1.

+» Midrib

Thallus —

» Secondary branch

—» Primary branch

Holdfast <«

Gambar 5.1 Herbarium Sargassum sp.

26





1.2. Ekstraksi dan Rendemen Alginat dari Sargassum sp.

Na-alginat didapatkan dari diekstraksi alga jenis Sargassum sp. cara ekstraksi yang
dilakukan menggunakan metode evaporasi. Sampel kering diblender dan ditimbang
kemudian dilakukan depigmentasi dengan etanol selama 12 jam. Untuk mendapatkan
ekstrak alginat, Sargassum sp. kemudian dimasak dalam larutan Na,CO3 dengan suhu
60°C selama 2 jam hingga membentuk pasta. Jika pasta sangat kental maka perlu
ditambah akuades (1:10 ; m:v). Bahan yang kasar dipisahkan dan disentrifuge 3500 rpm
selama 5 menit. Lalu, supernatan yang didapat dievaporasi pada suhu 60°C dan dapat
dilanjutkan ke tahap pemurnian. Pemurnian alginat didapatkan dengan cara
menambahkan etanol 96 %, setelah itu disentrifuge 3000 rpm selama 5 menit. Supernatan
dibuang dan endapan diambil. Selanjutnya, alginat dikeringkan dalam oven suhu 60°C,
hasil yang diperoleh kemudian ditimbang, dihitung rendemennya, serta diuji kadar air,
KLT, dan analisis spektrum FTIR. Rendemen alginat yang dihasilkan dari 50 g berat
kering Sargassum sp. menggunakan ekstraksi metode evaporasi yakni sebesar 26,81%.
1.3. Analisis Proksimat Pakan

Pengujian kandungan nutrisi dalam pakan telah dilakukan di Laboratorium Gizi dan
Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian dengan hasil analisis yang dapat dilihat pada Tabel
5.1. Pada Tabel tersebut terlihat persentase air sebesar 9%, abu 13,23%, protein 33,62%,
lemak 7,09% dan karbohidrat sebesar 37,06%.

Tabel 5.1 Persentase kandungan nutrisi pada pakan

Kandungan nutrisi Kadar (%)
Air 9
Abu 13,23
Protein 33,62
Lemak 7,09
Karbohidrat 37,06

1.4. FTIR (Fourier Transformed Infra Red)

Hasil pengukuran spektra inframerah alginat standar dan alginat Sargassum sp.
dapat dilihat pada Gambar 5.2. Spektrum alginat standar pada gelombang 3410,65 cm™*
menunjukkan ikatan hidroksil (-OH), ikatan karbonil (C-H) pada gelombang 2914,75 cm"
! ikatan -COO" pada gelombang 1659,19 cm, ikatan C-OH pada gelombang 1409,15
cm, ikatan C-C-H pada gelombang 1315,17 cm™, ikatan C-C pada gelombang cm™ dan
gugus karboksil (C-O) pada gelombang 1022,06 cm™, sedangkan hasil pengukuran
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spektra inframerah alginat Sargassum sp. pada gelombang 3420,25 cm™* menunjukkan
ikatan hidroksil (-OH), ikatan karbonil (C-H) pada gelombang 2914,91 cm™, ikatan -
COO" pada gelombang 1657 cm™, ikatan C-OH pada gelombang 1409,33 cm, ikatan
C-C-H pada gelombang 1315,3 cm?, ikatan C-C pada gelombang cm™ dan gugus
karboksil (C-O) pada gelombang 1022,86 cm™. Gambar mengenai spektra FTIR alginat
sampel dengan alginat standar ditampilkan pada Lampiran 3.

100 s ™ s
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Gambar 5.2 Spektra FTIR Na-alginat sampel dan Na-alginat standar. a. Na alginat
sampel dan b. Na-alginat standar.

Perbandingan spektra FTIR dari Na alginat standar dengan Na alginat sampel dapat
dilihat pada Tabel 5.2. Pada Tabel terlihat nilai terendah bilangan gelombang Na alginat
standar dan Na alginat sampel yakni 705,60 dan 705,78 cm™. Sementara untuk bilangan
gelombang tertinggi ada pada bilangan 3410,65 dan 3420,25 cm™. Secara umum selisih

nilai bilangan gelombang FTIR Na alginat standar tidak jauh dengan Na alginat sampel.
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Tabel 5.2 Bilangan gelombang Na-alginat

Satuan Gelombang (cm™)

Na-Alginat Na-Alginat dari
Standar Sargassum sp.
3410,65 3420,25
3000,83 3001,18
2914,75 291491
2136,58 2138,43
1659,19 1657
1436,7 1436,67
1409,15 1409,33
1315,17 1315,3
1022,06 1022,86
954,15 954,09
901,45 901,59
705,6 705,78

1.5. Uji Komponen Alginat dari Sargassum sp.
1.5.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Hasil uji komponen hidrolisat alginat menggunakan Kromatografi Lapis Tipis pada
Gambar 4.3 menghasilkan 2 bercak. Bercak alginat sampel memiliki Rf sebesar 0,72 dan
0,47. Sementara, bercak Na-alginat standar memiliki Rf sebesar 0,71 dan 0,43.

0,72 Ea 0,71
, ( :) \yQ_> Asam manuronat

0,47 ( ) .
O_, 0,43 " Asam guluronat

Na-alginat sampel —a b g‘—b Na-alginat standar

Gambar 5.3 Kromatografi lapis tipis hidrolisat alginat. (a). Na-alginat sampel.
dan (b). asam alginat standar, (c). Na-alginat standar, Eluen:1-
butanol:isopropanol:asam asetat:akuades = 3:1:1:1 visualisasi
dengan anilin
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1.6. Pengamatan Parameter Nonspesifik Humoral
1.6.1. Aktivitas Antibakteri Serum

Hasil uji antibakteri serum disajikan dalam bentuk persentase penghambatan dan
CFU/ml (Coloni Forming Unit) menggunakan analisis varians. Pengamatan hari ke-4
menunjukkan ada beda nyata (p<0,05) antara perlakuan P3, P4, dan P5 dengan P2
(kontrol positif) (Tabel 5.3). Pengamatan hari ke-8 terdapat adanya beda nyata pada
perlakuan P5 terhadap P1 (kontrol negatif). Sementara, perlakuan P3 dan P4
menunjukkan adanya beda nyata dengan P2 (kontrol positif). Peningkatan aktivitas serum
antibakteri saat pengamatan hari ke-4 hingga hari ke-12 terjadi pada perlakuan P3 dan
P4. Persentase aktivitas serum menunjukkan besarnya penghambatan serum pada ikan
lele dumbo terhadap bakteri A. hydrophila. Jumlah koloni pada masing-masing perlakuan
ditunjukkan oleh Tabel jumlah koloni bakteri (10® CFU/ml) pada uji aktivitas antibakteri
serum (Lampiran 4).

Tabel 5.3 Persentase aktivitas antibakteri serum (%) dengan pemberian pakan
multivitamin dan alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-
0 4 8 12

P1 46,38+4,03* 43,57+9,35% 48,93+4,83%
P2 76,61+5,36° 61,83+3,36" 58,85+7,16%
P3 5586+1,63 5597+5,74% 56,20+1,87% 67,15+3,71°
P4 47,74%7,96° 56,12+1,12% 63,58+2,10%
P5 45,84+3,42% 64,00+2,22° 59,13+3,65%

* Notasi huruf superscript yang sama pada satu kolom menunjukkan tidak beda

nyata (P>0,05)
Keterangan :

P1 : Kontrol (-), pakan tanpa dicampur dengan Na-alginat dan multivitamin

P2 : Kontrol (+), pakan yang dicampur dengan Na-alginat standar, 4 g/kg pakan

P3: Pakan yang dicampur dengan alginat 1 g/kg pakan dan multivitamin 0,625 g/kg pakan
P4 : Pakan yang dicampur dengan alginat 2 g/kg pakan dan multivitamin 1,25 g/kg pakan
P5 : Pakan yang dicampur dengan multivitamin, 2,5 g/kg pakan

1.6.2. Aktivitas Anti Protease

Hasil analisis varian persentase aktivitas anti protease menunjukkan perbedaan
aktivitas pada pengamatan hari ke-4 hingga hari ke-12 (Tabel 5.4). Pengamatan hari ke-
4 perlakuan P3, P4 dan P5 terlihat berbeda nyata terhadap kontrol negatif dan positif (P1
dan P2). Pengamatan hari ke-8 perlakuan P5 yang berbeda nyata jika dibandingkan

dengan P1 (kontrol negatif) dan persentase aktivitas protease menurun dibanding
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perlakuan lainnya, sedangkan jika perlakuan P3 dan P4 dibanding dengan P2 (kontrol
positif) tidak ada beda nyata (p>0,5). Pengamatan hari terakhir terlihat perlakuan P4 dan
P5 menunjukkan beda nyata terhadap kontrol negatif maupun positif (P1 dan P2).
Peningkatan aktivitas protease dari hari ke-4 hingga hari ke-12 terjadi pada perlakuan P3,
dan P4.

Tabel 5.4 Aktivitas antiprotease serum (%) dengan pemberian pakan
multivitamin dan alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-
0 4 8 12
P1 71,52+0,72° 88,38+5,52°  70,38+4,85°
P2 51,80+4,14° 85,95+3,33%  71,1646,23°
P3 75,43+14,72 57,30+3,55% 74,49+11,21% 83,53+5,58%
P4 58,59+1,83% 77,52+7,57%  91,68+1,49"
P5 01,86+1,84%° 56,07+4,46°  96,11+2 46"
* Notasi huruf superscript yang sama pada satu kolom menunjukkan tidak beda
nyata (P>0,05)

1.6.3. Aglutinasi Alami

Pengamatan hari ke-4 perlakuan P4 menunjukkan nilai titer aglutinasi yang
berbeda nyata terhadap kedua kontrol (P1 dan P2). Selanjutnya, pengamatan aglutinasi
alami pada hari ke-8 menunjukkan tidak ada beda nyata (p>0,05) (Tabel 5.5). Pengamatan
hari ke-12 nilai titer menunjukkan tidak ada beda nyata pada perlakuan P4 dan P5
terhadap P1 (kontrol negatif) dan hanya P3 yang berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan
kedua kontrol (P1 dan P2). Rata-rata kenaikan nilai titer terdapat pada pengamatan hari
ke-4 untuk semua perlakuan. Nilai titer aglutinasi yang tampak pada Tabel 5.5 merupakan
kelipatan pengenceran pada sumuran yang menunjukkan aglutinasi positif.

Tabel 5.5 Nilai titer aglutinasi serum dengan pemberian pakan multivitamin dan
alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-
0 4 8 12
P1 24,00+4,61*  19,5+14,88 2,50+0,50°
P2 8,00+2,822 7,00£1,00 20,00+6,92%
P3 5,30+1,52 39,00+2,77®  7,50+3,09 5,00+1,00°
P4 7,00+3,00° 4,50£1,25 14,00+6,00%
P5 8,00+2,82%  12,00+2,30 22,62+11,31°
* Notasi huruf superscript yang sama pada satu kolom menunjukkan tidak beda
nyata (P>0,05)
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1.6.4. TPP (Total Protein Plasma)

Pengamatan hari ke-4 menunjukkan beda nyata (p<0,05) pada perlakuan P3 dan
P4 terhadap P1 (kontrol negatif) maupun P2 (kontrol positif) (Tabel 5.6). Level total
protein plasma perlakuan P3 dan P4 masing-masing sebesar 58,56 dan 60,90 mg/ml.
Pengamatan hari ke-8 menunjukkan perlakuan P3 dan P4 berbeda nyata terhadap kedua
kontrol yakni P1 dan P2. Namun begitu, perlakuan P3 dan P4 mengalami penurunan
persentase TPP dibandingkan perlakuan lain dan hari sebelumnya. Sementara itu, level
TPP pada pengamatan hari ke-12 menunjukkan beda nyata untuk perlakuan P3 dan P5
terhadap kedua kontrol. Nilai TPP pada perlakuan P2 dan P5 terlihat memiliki selisih nilai
yang kecil mulai hari pertama hingga akhir pengamatan dibandingkan perlakuan lain.

Tabel 5.6 Total protein plasma (mg/ml) dengan pemberian pakan multivitamin
dan alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-
0 4 8 12
P1 43,75+1,40 56,30+1,37° 46,80+1,81%
P2 45,82+4,07% 50,98+2,11° 44,12+0,86%
P3 46,57+1,56 58,56+2,46" 37,43+1,27% 50,17+2,88"
P4 60,90+1,95 33,72+1,42% 43,72+2,86%
P5 49,61+1,79% 50,33+3,86° 42,67+0,842
* Notasi huruf superscript yang sama pada satu kolom menunjukkan tidak beda
nyata (P>0,05)

1.6.5. Leukokrit

Persentase leukokrit tertinggi dan terendah pada hari ke-0 masing-masing sebesar
0,24 dan 0,15. Pada hari ke-4 nilai leukokrit berkisar antara 0,18-0,23%. Penurunan
leukokrit dibandingkan hari sebelumnya terjadi pada hampir semua perlakuan kecuali P5.
Pengamatan hari ke-8 terjadi peningkatan leukokrit pada perlakuan P1, P3 dan P4. Nilai
leukokrit pada hari tersebut berkisar antara 0,12-0,26. Sementara pengamatan leukokrit
pada hari terakhir mengalami penurunan nilai pada perlakuan P2, P3 dan P4. Sebagian
besar peningkatan terjadi pada hari pengamatan ke-8 untuk perlakuan P1, P3 dan P4.
Kisaran nilai leukokrit berdasarkan perlakuan dan hari pengamatan memiliki rentang nilai
yang tidak jauh beda yakni 0,12-0,26%. Kisaran leukokrit berdasarkan perlakuan dan hari
pengamatan dapat dilihat pada Tabel 5.7.
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Tabel. 5.7 Persentase leukokrit (%) dengan pemberian pakan multivitamin dan
alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-

0 4 8 12 Kisaran
P1 0,24+0,02 0,20+0,01 0,21+0,04 0,23+0,01 0,20-0,24
P2 0,22+0,008 0,18+0,03 0,16%0,02 0,12+0,00 0,12-0,22
P3 0,21+0,01 0,18+0,06 0,23+0,04 0,15+0,03 0,15-0,23
P4 0,15+0,03 0,18+0,05 0,26+0,10 0,16+0,01 0,15-0,26
P5 0,15+0,03 0,23+0,08 0,12+0,005 0,15+0,04 0,12-0,23

Kisaran 0,15-0,24 0,18-0,23 0,12-0,26 0,12-0,23

1.6.6 Hematokrit

Persentase hematokrit pada pengamatan hari ke-0 berkisar antara 22,41-32,86%.
Nilai tertinggi dan terendah hematokrit masing-masing ada pada perlakuan P3 dan P2.
Pada pengamatan hari ke-4 persentase hematokrit berkisar antara 24,28-28,28%. Pada
hari tersebut hanya pada perlakuan P1 dan P2 yang mengalami peningkatan nilai.menjadi
26,30% dan 25,52%. Selanjutnya, pada pengamatan hari ke-8 persentase hematokrit
mengalami penurunan nilai pada kisaran 23,68-26,69%. Pada pengamatan hematokrit
hari terakhir pun masih menunjukkan penurunan nilai berkisar antara 20,58-26,24%.
Nilai tertinggi dan terendah pada hari ke-12 terjadi pada perlakuan P3 dan P4. Kisaran
persentase hematokrit berdasarkan perlakuan dan hari pengamatan dapat dilihat pada
Tabel 5.8.

Tabel 5.8 Persentase hematokrit (%) dengan pemberian pakan multivitamin dan
alginat pada berbagai dosis

Perlakuan Hari ke-

0 4 8 12 Kisaran

P1 23,00+3,13 26,30+1,63 26,69+1,07 26,17+2,71 23,00 - 26,30

P2 22,41+2,32 25,52+1,95 25,79+0,73 22,23+0,97 22,23 -25,79

P3 32,86+3,42 25,26+1,22 23,68+0,14 26,24+1,98 23,68 — 32,86

P4 30,81+2,39 28,18+2,61 23,97+0,73 20,58+1,98 20,58 - 30,81

P5 31,19+259 24,28+1,72 25,53+1,11 25,79+0,40 24,28 -31,19
Kisaran  22,00-32,86 24,28-28,18 23,68-26,69 20,58-26,24 20,58-24,28

1.7 Kualitas Air

Hasil pengukuran kualitas air pada pemeliharaan ikan lele dumbo uji disajikan pada
Tabel 4.9. Pengukuran kualitas air di awal pemeliharaan menunjukkan nilai suhu berkisar
antara 27°C, pH antara 7,14-7,64, DO 0-5,28 mg/L, CO- berkisar antara 7,04-48,40 mg/L,

dan amonia 0-56,2 mg/L. Sementara itu, pengukuran kualitas air di akhir pengamatan
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menunjukkan nilai suhu berkisar antara 28-29°C, pH berkisar antara 6,63-6,93, nilai DO
berkisar 0-0,4 mg/L, kadar CO. berkisar 59,84-153,12 mg/L, dan kadar ammonia 3,25-

16,2 mg/L. Hasil pengukuran kualitas air selama pemeliharaan menunjukkan nilai yang

berfluktuasi. Kadar DO minimum terdapat pada akhir pengamatan yakni 0,0 mg/L. Kadar

CO2 dan NHs untuk semua perlakuan terlihat tinggi pada akhir pengamatan dibandingkan

pada awal pengamatan. Sementara, parameter suhu dan pH terlihat memiliki selisih nilai

yang tidak besar pada awal dan akhir pengamatan.

Tabel. 5.9 Kualitas air sampling awal dan akhir pemeliharaan

Perlakuan P1 P2 P3 P4 P5
Suhu 27 27 27 27 27
pH 7,64 1,27 7,14 1,57 7,23
Awal DO (mg/L) 5,28 3,80 3,20 0,0 2,30
CO2 (mg/L) 704 1584 14,96 48,40 21,12
NH*N (mg/L) 0,0 0,01 0,0 56,2 9,25
Suhu 29 28,5 28,3 28,3 28,5
pH 6,86 6,69 6,93 6,67 6,63
Akhir DO (mg/L) 0,4 0 0,4 0 0
CO2 (mg/L) 68,64 89,76 59,84 153,12 147,84
NH*N (mg/L) 3,25 3,91 8,29 15 16,2

1.8. Konsumsi Pakan

Pemberian pakan diberikan berdasarkan 3% biomassa ikan saat tebar (Lampiran

5). Pakan yang tidak termakan ditimbang untuk mengetahui banyak pakan yang

termakan. Pakan yang termakan tersebut akan dijadikan acuan persentase biomassa pakan

harian pada ikan. Data konsumsi pakan ditunjukkan pada Tabel 5.10. Berdasarkan

tersebut terlihat bahwa persentase biomassa tertinggi ada pada P5 dan terendah ada pada

P1.

Tabel 5.10. Konsumsi pakan selama pemeliharaan

Perlakuan Pakan Pakan  Biomassa % Pakan
Termakan  Harian Ikan (g) Harian
(9) (9)
P1 33,52 2,09 1021 0,20
P2 192,91 12,05 1011,40 1,19
P3 219,88 13,74 1028,30 1,33
P4 219,44 13,71 1031,2 1,33
P5 291,46 18,21 974 1,87
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2. Pembahasan

Sargassum sp. memiliki kenampakan berwarna cokelat, memiliki midrib, dan
thallus. Bentuk thalus silindris dan terdapat bulatan-bulatan yang berisi udara. Morfologi
midrib lebar, bergerigi di setiap pinggirnya dan tebal. Pada bagian bawah tubuh
Sargassum sp. terdapat bagian untuk menempel pada substrat. Menurut Noiraksar &
Ajisaka (2008), morfologi Sargassum sp. hampir seperti struktur yang memiliki batang
dan daun semu. Struktur tersebut disebut thallus berwarna cokelat jika masih segar dan
cokelat tua saat dibuat herbarium. Thallus tersusun atas midrib yang berbentuk silindris
dengan bagian pinggir bergerigi.Diantara midrib terdapat air bladder berbentuk bulat
yang di dalamnya berisi gas. Pada bagian bawah terdapat holdfast sebagai tempat
menempelnya alga pada substrat. Sargassum sp. memiliki bentuk thallus silinder halus
dan kasar. Terdapat holdfast yang berdiameter mencapai 13 mm dan berada di bagian
bawah sebagai tempat menempel ke dalam substrat.

Alginat merupakan salah satu polisakarida penyusun dinding sel alga cokelat yang
mencapai 40% dari berat keringnya (Sari-Chmayssem, 2015). Alginat tersusun atas dua
unit monomer yaitu asam B-D-mannuronat dan asam a-L-guluronat. (Draget & Taylor,
2011). Alginat banyak digunakan pada industri farmasi, biomedis, dan makanan (sebagai
sumber serat) (Draget & Taylor, 2011; Jensen et al, 2012). Salah satu peran alginat di
bidang farmasi yaitu sebagai immunomodulator. Rin¢ et al. (2012) menyatakan bahwa
alginat yang memiliki kadar asam manuronat 30-79% cukup potensial untuk
menstimulasi sel imun manusia dan juga meningkatkan imun nonspesifik pada ikan.

Tahap awal ekstraksi alginat adalah depigmentasi menggunakan etanol 96 %
selama 24 jam. Proses depigmentasi ini berguna untuk melarutkan pigmen-pigmen pada
alga serta menghilangkan kandungan lemak, sehingga dapat menghasilkan kualitas
alginat yang baik (Pawar & Edgar, 2013; Cong et al., 2014). Ekstraksi alginat dilakukan
dengan cara merebus Sargassum sp. dalam larutan Na>COz. Larutan Na2COs ini berfungsi
untuk memberi ion Na* pada hasil ektraksi alginat. Pasta yang terbentuk dari hasil rebusan
Sargassum sp. lalu diencerkan dengan aquades sambil diaduk lalu disaring dan
disentrifuge (Rasyid, 2009). Bagian supernatan yang mengandung alginat kemudian
dievaporasi, selanjutnya dilakukan pemurnian menggunakan etanol 96 %. Penggunaan
kadar etanol yang semakin tinggi akan semakin baik untuk mengendapkan ekstrak

alginat, sehingga didapatkan kandungan alginat yang lebih murni (Zailanie et al., 2001).
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Sargassum sp. yang memiliki berat kering 50 g menghasilkan ekstrak Na-alginat
sebesar 27,20 g, dan memiliki rendemen sebesar 25,61%. Beberapa penelitian mengenai
ekstraksi Na-alginat menyebutkan bahwa S. crassifolium mempunyai rendemen yang
tinggi yakni 30,3% (Gunung Kidul) dan rendemen Na-alginat dari Sargassum sp.
(Gunung Kidul) sebesar 28,31% (Mushollaeni & Ending, 2010; Pamungkas et al., 2013).
Sementara, rendemen Na-alginat dari S. cristaefolium (Perairan Lemukutan) berkisar
antara nilai 23,29-32,25% (Tambunan et al., 2013). Rendemen yang dihasilkan pada
penelitian ini masih termasuk dalam Kisaran yang tinggi jika dibandingkan dengan
pustaka yang ada. Menurut FAO (2004), kadar rendemen Na-alginat standar >18%,
sehingga nilai rendemen yang dihasilkan sudah di atas nilai standar. Kadar rendemen
yang berbeda ini dapat dipengaruhi oleh metode ekstraksi, waktu sampling, dan bagian
alga yang diekstrak (Saraswathi et al, 2003; Husni et al, 2012). Selain itu, juga perbedaan
wilayah sampling dan spesies alga sangat mempengaruhi hasil dari rendemen (Rasyid,
2009).

Hasil pembacaan spektrum FTIR pada Gambar 5.2 dan bilangan gelombang alginat
yang ditampilkan pada Tabel 5.1 menunjukkan bahwa alginat sampel hasil ekstraksi
memiliki band/spektra gelombang yang hampir sama dengan alginat standar. Sebagian
besar jenis polisakarida memiliki kisaran bilangan gelombang 4000-2000 cm™. Bilangan
gelombang 3400 cm™ menunjukkan ikatan O-H, sedangkan C-H ditunjukkan pada
bilangan gelombang 2900 cm!, ikatan -COO™ pada kisaran bilangan 1600 cm™, ikatan C-
OH ada pada bilangan 1406,6 cm™, ikatan C-C-H pada bilangan gelombang 1301,1 cm"
! ikatan C-O pada bilangan gelombang 1083,0 cm™, ikatan C-C pada bilangan
gelombang 1024,1 cm, ikatan C-O pada bilangan gelombang 1083,0 cm, ikatan C-O
pada bilangan gelombang 948,5 cm™ (Leal et al., 2008; Gdmez-Ordofiez & Pilar, 2011).
Sementara, gugus asam manuronat dan asam guluronat masing-masing ditunjukkan pada
bilangan gelombang 808-787 cm™ dan 1080-1030 cm™*. Asam manuronat dan guluronat
merupakan senyawa utama penyusun dari alginat yang rasionya tidak selalu sama di
dalam dinding sel alga. (Jothisaraswathi et al., 2006).

Kandungan alginat berupa poly M dan poly G dapat dideteksi menggunakan
kromatografi lapis tipis. Alginat sebelumnya dihidrolisis menggunakan TFA (Tri Fluoro
Acetic acid) selama 4 jam pada suhu 100°C. Eluen yang digunakan untuk pengembangan

KLT vyaitu 1-butanol:1-propanol:asam asetat:akuades masing-masing dengan
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perbandingan 3:1:1:1. Penyemprot yang digunakan untuk plat silica yakni anilin (anilin,
photasium phatalate, dan 1-butanol; v:m:v; 0,92:1,66:100). Penyemprot dengan H2SO4
ternyata kurang menghasilkan bercak. Hal ini dikarenakan H>SO4 tidak spesifik untuk
senyawa gula (Skalska-Kaminska et al., 2009).

Hasil uji komponen hidrolisat alginat menggunakan kromatografi lapis tipis pada
Gambar 5.3 menghasilkan 2 bercak. Bercak hidrolisat Na-alginat sampel memiliki Rf
sebesar 0,72 dan 0,47. Sementara, bercak hidrolisat Na-alginat standar memiliki Rf
sebesar 0,71 dan 0,43. Rode (2004) menyebutkan bahwa Rf dari asam manuronat dan
asam guluronat masing-masing memiliki nilai 0,58 dan 0,53. Berdasarkan uji KLT yang
dilakukan, nilai Rf asam manuronat dan asam guluronat dari Na-alginat sampel memiliki
nilai yang hampir sama dengan Rf Na-alginat standar. Nilai Rf yang sama pada suatu
senyawa dapat mengindikasikan karakteristik yang sama atau mirip (Spangenberg et al.,
2011).

Sistem pertahanan nonspesifik merupakan pertahanan awal pada ikan. Salah satu
bagian dari sistem pertahanan nonspesifik yang berperan penting yakni faktor humoral.
Faktor humoral mengandung peptida antimikrobia, lisozim, komplemen, transferin,
pentraxin dan lektin. Faktor humoral akan diaktifkan secara langsung ketika patogen telah
mampu masuk melewati benteng pertama yaitu lapisan permukaan tubuh. Adanya aksi
oleh faktor humoral dapat diketahui dengan meningkatnya aktivitas lisozim dan jumlah
eritrosit, makrofag, serta limfosit (Gomez & Bal¢azar, 2007). Penggunaan imunostimulan
dapat meningkatkan aktivitas lisozim, komplemen dan level immunoglobulin. Bahkan,
pada rainbow trout penggunaan imunostimulan dapat melawan penyakit seperti
furunculosis dan juga mengurangi kematian (Jian & Wu, 2002).

Parameter hematologi sudah banyak digunakan untuk mengetahui kondisi
kesehatan ikan. Uji pada beberapa parameter hematologi juga dilakukan untuk memonitor
perubahan kondisi fisiologi dan patologi pada ikan, Namun, beberapa faktor seperti
kontaminasi, stressor, umur, jenis kelamin dan jenis ikan dapat mempengaruhi parameter
hematologi (Acharya & Prafulla, 2012). Menurut Isnansetyo et al. (2014), penambahan
alginat secara oral dapat meningkatkan parameter pertahanan nonspesifik pada ikan lele
(Clarias sp.). Pemberian alginat pada dosis 4 g/kg pakan secara oral dapat meningkatkan
parameter NBT (Nitro Blue Tetrazolium) dan aktivitas fagositosis. Selanjutnya, pada

dosis 6 g/kg pakan pemberian alginat dapat meningkatkan persentase monosit.

37





Sementara, beberapa penelitian menyatakan adanya pengaruh imunostimulan pada
parameter aktivitas antibakteri serum, aktivitas protease, serum aglutinasi, total protein
plasma, dan hematokrit (Rao & Chakrabarti, 2005; Biller-Takahashi, 2014; Vallejos-
Vidal et al., 2016).

Hasil uji aktivitas antibkateri serum menunjukkan adanya pengaruh pemberian
alginat dan multivitamin terhadap penghambatan bakteri Aeromonas hydrophila oleh
serum. Pemberian imunostimulan dengan dosis P3 pada hari ke-4 dapat meningkatkan
aktivitas antibakteri serum dibandingkan dengan kontrol negatif. Perlakuan P3, dan P4
menurunkan jumlah koloni bakteri A.hydrophila pada pengamatan hari ke-4 hingga hari
ke-12 (Lampiran 4). Apabila jumlah koloni menurun maka penghambatan bakteri oleh
serum menjadi lebih besar. Penghambatan serum terhadap bakteri A.hydrophila dapat
disebabkan oleh kemampuan bakterisidal dari serum. Berdasarkan penelitian Hanif et al.,
(2004), bahwa aktivitas penghambatan serum yang diuji dengan bakteri A. salmonicida
dan V. anguillarum menghasilkan nilai inhibitor masing-masing sebesar 80,6 % dan 75
%. Sementara itu, menurut Biller-Takahashi et al. (2013), hasil uji tantang pada Piaractus
mesopotamicus menghasilkan nilai CFU penghambatan bakteri oleh serum mencapai
<100 CFU.

Peningkatan persentase penghambatan dapat disebabkan oleh pengaruh pemberian
alginat dan multivitamin secara oral. Alginat dan multivitamin merupakan agen
imuostimulan yang secara langsung menginisiasi aktivasi pertahanan nonspesifik dan
memicu gen intraseluler untuk menghasilkan molekul antimikrobia (Wu et al., 2010).
Pada respon humoral juga terdapat aktivitas enzim lisozim dan peptida antimikrobia yang
digunakan untuk mengevaluasi peningkatan imunostimulan pada imun nonspesifik.
Penghambatan serum terhadap bakteri dapat disebabkan oleh respon protein fase akut.
Salah satu protein fase akut yakni lisozim. Lisozim memiliki kemampuan untuk
menghidrolisis ikatan kimia antara N-asam asetil muramik dan N-asetil glukosamin yang
ada pada dinding sel bakteri. Lisozim yang bekerja sama dengan komplemen juga mampu
melisiskan bakteri Gram positif tertentu dan beberapa bakteri Gram negatif. Selain itu,
lisozim berperan menghidrolisis ikatan glikosidik pada bakteri Gram positif dan negatif.
Adanya aktivitas penghambatan bakteri dapat diduga karena peranan enzim lisozim
beserta komplemen yang memiliki peranan penting dalam penghambatan terhadap
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pertumbuhan bakteri. A. hydrophila. (Gomez & Balcazar, 2007; Caipang et al., 2008;
Vallejos-Vidal et al., 2016).

Penelitian Rao & Chkrabarti (2005), menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
tanaman Achyranthes aspera linn., terhadap C. catla menunjukkan adanya peningkatan
penghambatan anti protease. Antiprotease pada serum tersebut berupa al-anti-proteinase
dan a2-macroglobulin (a2M) yang memainkan peranan untuk mencegah bakteri masuk
dan menghambat pertumbuhannya. Persentase penghambatan antiprotease pada
penelitian tersebut berkisar antara 60-95%. Pada penelitian penurunan aktivitas
antiprotease masih pada kisaran yang normal pada ikan. Menurut Marlowe et al. (2014),
persentase aktivitas antiprotease akan berada di kisaran nilai yang rendah yakni 18-21%
pada Gadus morhua yang diberi perlakuan stres suhu. Persentase penghambatan aktivitas
antiprotease berdasarkan data yang didapatkan hampir sama dibanding dengan pustaka.
Pemberian alginat dan multivitamin sebagai imunostimulan dapat meningkatkan aktivitas
penghambatan antiprotease pada serum ikan pada perlakuan P5.

Jenis protease penting yang dihasilkan oleh A.salmonicida dapat dihambat oleh a.2-
macroglobulin pada rainbow trout. Aktivitas antiprotease pada serum diukur dengan
menambahkan substrat azokasein ke dalam serum (Ross et al., 2000). Aktivitas
proteolitik serum dapat dideteksi menggunakan azokasein. Azokasein merupakan suatu
enzim (protein) yang berikatan dengan diazotized aryl amines. Hasil reaksi enzimatik
dengan suatu protein akan menghasilkan gugus kromogenik yang dapat larut serta
memberikan warna orange di dalam larutan TCA (Tri Chloro Acetic Acid) (Coélho et al.,
2016).

Rata-rata kenaikan nilai titer terdapat pada pengamatan hari ke-4 untuk semua
perlakuan. Kisaran nilai titer uji aglutinasi yakni sebesar 2,50-39,00. Nilai titer
berbanding lurus dengan tingginya pengenceran. Semakin besar nilai titer maka akan
semakin tinggi pula tingkat pengenceram dari serum. Secara umum aglutinasi serum tidak
mengalami  peningkatan yang signifikan dengan penambahan imunostimulan.
Peningkatan hanya pada perlakuan P5 (hari ke-12) jika dibandingkan dengan kontrol
negatif. Disebutkan dalam penelitian Hanif et al. (2004) & Swain et al. (2007), bahwa
nilai titer aglutinasi merupakan pangkat dari penggumpalan (aglutinasi) pada
pengenceran seri di lempeng microtiter. Kondisi ini diduga bahwa lektin pada serum

dapat mengikat antigen pada bakteri A.hydrophila. Lektin akan mengikat antigen yang
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akan terlihat sebagai gumpalan (bercak-bercak putih) pada dasar sumuran mikroplate.
Pernyataan tersebut diperkuat oleh Argayosa & Lee (2008), bahwa aktivitas biologi lektin
untuk melawan patogen ditunjukkan melalui aglutinasi secara langsung oleh sel bakteri.
Lektin juga termasuk protein yang ditemukan di dalam mucus, darah dan telur. Lektin
berfungsi meningkatkan aglutinasi melalui daya afinitas yang tinggi terhadap kompleks
karbohidrat pada dinding sel patogen. Jalur lektin pada sistem komplemen akan aktif jika
dipicu oleh permukaan bakteri. Sistem komplemen juga menghubungkan antara sistem
imun nonspesifik dan sistem imun spesifik yang disebabkan oleh ikatan antigen dari
mikroorganisme (Biller-Takahashi et al., 2014).

Penjelasan mengenai serum aglutinasi juga disebutkan oleh beberapa penelitian
bahwa serum agglutinin dan presipitin merupakan lektin tipe C dan pentraxin. Lektin tipe
C menunjukkan spesifitas ikatan pada jenis karbohidcrat yang berbeda seperti manose,
N-asetil glukosamin atau fukosa dengan bantuan ion Ca?* Interaksi carbohydrate binding
protein tersebut akan dilanjutkan pada proses opsonisasi, fagositosis dan aktivasi sistem
komplemen. Lektin yang diisolasi pada serum ikan juga memiliki spesifitas terhadap
variasi jenis karbohidrat. Selain adanya peran dari lektin, pentraxin (pentameric proteins)
juga memiliki spesifitas terhadap ion Ca?" yang dapat membantu untuk pengikatan
phosphorylcholine dan phosphorylethanolamine (Magnadottir, 2006; Gomez & Balcazar,
2007).

Pemberian imunostimulan berupa laminarin dengan dosis 0,8 % pada Penaeus
monodon dapat meningkatkan nilai titer aglutinasi sebesar 180-320 (Sritunyalucksana et
al., 1999). Sementara, uji aglutinasi melibatkan penggunaan antigen bakteri
A.hydrophila. Hal tersebut diduga bahwa pemberian multivitamin mempengaruhi
penngkatan nilai titer serum aglutinasi. Dijelaskan pula oleh (Vallejos-Vidal et al., 2016),
bahwa pemberian imunostimulan vitacel dengan dosis 10 g/kg pakan (Onchorynchus
mykiss), dan f-glucan 0,1 % (Labeo rohita) dapat meningkatkan nilai titer aglutinasi.

Hasil pengamatan terhadap parameter total protein plasma menunjukkan
peningkatan yang tidak signifikan pada pemberian dosis alginat dan multivitamin. Nilai
TPP pada awal pengamatan berkisar pada nilai 44,12-47,52 mg/ml untuk semua
pemberian dosis alginat dan multivitamin. Sementara, nilai TPP untuk semua dosis
perlakuan berkisar anatar 42,67-50,17 mg/ml pada hari terakhir pengamatan. Menurut

Abalaka (2013), nilai total protein plasma C. gariepinus yang diberi paparan mangan
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sulfat sebesar 30,12-32,09 mg/ml, sedangkan berdasarkan penelitian Ghaednia et al.,
(2011), menunjukkan adanya peningkatan nilai total protein plasma yang diberi ekstrak
S. glaucescens yang mencapai 94,34 mg/ml. Nilai TPP pada C. gariepinus normal
berkisar pada nilai 34,4-58 mg/ml (Myburgh et al., 2008). Pada pemberian alginat dan
multivitamin menunjukkan nilai TPP pada kisaran normal. Penurunan nilai TPP pada hari
ke-8 diduga terdapat ikan yang berkurang nafsu makannya. Walaupun begitu, nilai TPP
yang turun tidak jauh di bawah kisaran normal, sedangkan peningkatan nilai TPP dapat
diindikasikan oleh beberapa faktor seperti adanya infeksi dan respon karena penggunaan
imunostimulan (Isnansetyo et al., 2015). Penggunaan imunostimulan tidak hanya
meningkatkan parameter imun nonspesifik tetapi juga dapat mengurangi dampak stressor
dari lingkungan diantaranya perubahan temperatur dan tekanan di bawah kisaran normal.
Pemberian vitamin yang bersamaan dengan B-glucan menunjukkan adanya interaksi yang
sinergi dalam menjaga sistem imun (Barros et al., 2015). Pada penelitian ini peningkatan
TPP secara kontinyu ditunjukkan pada dosis perlakuan P5.

Parameter hematologi secara umum dapat diukur melaui uji hematokrit dan
leukokrit. Pengamatan terhadap hematokrit dan leukokrit menunjukkan kondisi fisiologi
kesehatan ikan. Leukosit memiliki fungsi sebagai pertahanan nonspesifik dengan cara
memusnahkan patogen. Level leukokrit normal pada ikan ada pada kisaran 1-2 % (FAO,
1991; Isnansetyo et al., 2015). Level leukokrit yang terukur pada penelitian ini berkisar
antara 0,12-0,26 %. Berdasarkan deskripsi hasil pengamatan tidak ada peningkatan
signifikan pada nilai leukokrit terhadap pemberian alginat dan multivitamin. Level
leukokrit yang berada di bawah kisaran normal dapat mengindikasikan bahwa ikan dalam
keadaan stress. Penyebab ikan stress dapat diduga oleh aklimatisasi dan saat proses
pengambilan darah.

Level hematokrit pada ikan juga dapat digunakan sebagai petunjuk kondisi ikan
setelah diberi imunostimulan (Lukistyowati, 2012). Hasil pengukuran hematokrit pada
ikan lele yang diberi alginat dan multivitamin secara oral menunjukkan tidak ada
peningkatan yang signifikan. Level hematokrit pada semua hari pengamatan serta dosis
pemberian alginat dan multivitamin berada pada kisaran 20,58-32,86 %. Level hematokrit
rata-rata mengalami fluktuasi sejak hari pertama hingga akhir pengamatan.

Level hematokrit normal ikan pada umumnya berkisar antara 26,8-40,9 % (Shahkar

et al, 2015). Nilai hematokrit pada C. gariepinus diberi paparan nikel sulfat menunjukkan
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kisaran 17,21-22,4 % (Ololade & Ognini, 2010). Kondisi hematologi seperti parameter
hematokrit pada ikan dapat berubah tergantung umur, jenis kelamin,suhu, nafsu makan
ikan dan ketahanan tubuh ikan. Level hematokrit yang rendah dapat menunjukkan gejala
dan kondisi anemia. Level tersebut cenderung rendah jika ikan terserang penyakit atau
kehilangan nafsu makan. Selain itu, menurunnya level hematokrit dapat dijadikan
petunjuk atau indikasi mengenai kadar nutrisi yang rendah (Ezenwaji et al, 2012;
Lukistyowati, 2012). Hal tersebut mendukung pengamatan saat dilakukan sampling
bahwa nafsu makan ikan cenderung mengalami fluktuasi. Nafsu makan yang berkurang
diduga dapat disebabkan oleh aklimatisasi saat pergantian air harian. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa penambahan imunostimulan seperti vitamin A, C dan E dapat
meningkatkan nilai hematokrit pada ikan (Hernandez et al, 2007; Esmaeli dan Khara
2014; Shahkar et al., 2015). Namun begitu, dikarenakan nafsu makan ikan fluktuatif maka
pemberian alginat dan multivitamin tidak dapat meningkatkan nilai hematokrit secara
signifikan.

Kesehatan ikan bergantung oleh kondisi fisiologi tubuhnya. Hal ini dapat
disebabkan oleh respon dari lingkungan, sehingga dilakukan pengecekan dan pengamatan
kualitas air pada waktu pemeliharaan. Hasil pengukuran kualitas air selama pemeliharaan
menunjukkan nilai pH dan suhu masing-masing pada kisaran 6,63-6,93 dan 28-29°C.
Akan tetapi, kadar DO, COdan amoniak menunjukkan kadar di atas normal. Kadar DO
di awal pengamatan rata-rata masih di dalam kisaran normal, namun pada akhir
pengamatan telihat kadar DO mencapai titik kritis yakni di bawah 3 mg/L. Nilai kualitas
air normal untuk kehidupan ikan diantaranya DO <4 mg/L, CO2 <15 mg/L, pH 6-8, suhu
26-29°C, NH3 sebesar 0,05 mg/L, NO- sebesar 0,25 mg/L dan NO3z sebesar 250 mg/L
(Khairuman & Amri, 2002; Suryaningsih, 2014). Pengukuran terhadap parameter suhu
dan pH menunjukkan dalam kisaran nilai normal untuk kehidupan ikan. Kondisi kualitas
air optimum agar lele dapat tumbuh yakni mengandung oksigen terlarut minimum 3
mg/L. Namun begitu, lele uji tidak menunjukkan gejala penyakit dan masih memilki

nafsu makan.
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V1. KESIMPULAN DAN SARAN
1. KESIMPULAN

1.1. Pemberian alginat secara oral dapat meningkatkan parameter aktivitas antibakteri
serum dan TPP, sedangkan pemberian multivitamin meningkatkan parameter
aktivitas antiprotease serum. Pemberian kombinasi alginat dan multivitamin pada
dosis di bawah optimum dapat meningkatkan aktivitas antibakteri serum dan TPP.
Parameter aglutinasi alami tidak dipengaruhi oleh alginat, multivitamin maupun
kombinasinya.

1.2. Pemberian alginat dan multivitamin yang dapat meningkatkan parameter humoral
nonspesifik ikan lele secara efektif terdapat pada pemberian kombinasi dosis alginat

1,25 dan multivitamin 0,625 g/kg pakan (perlakuan P3).

2. SARAN

Penggunaan multivitamin secara tunggal menunjukkan hasil yang kurang efektif,
sehingga diperlukan kombinasi alginat sebagai imunostimulan agar dapat bekerja secara
sinergi. Selain itu, perlu dilakukan uji tantang mengenai penambahan alginat dan

multivitamin sebagai imunostimulan pada ikan.
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