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RINGKASAN
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Budidaya lkan cyprinid merupakan kegiatan yang digemari. Kegiatan
budidaya ikan ini dapat meningkatkan pendapatan pembudidaya. Namun, terdapat
faktor yang menghambat keberhasilan kegiatan budidaya tersebut yaitu akibat
terjadinya infeksi bakterial dari genus Aeromonas. Salah satu spesies yang
merugikan yaitu Aeromonas salmonicida. Bakteri tersebut merupakan bakteri
HPIK golongan Il yang perlu penanganan secara cepat dan tanggap (Mugsith,
2013). Bakteri ini dapat menyebabkan furunkulosis pada ikan yang terinfeksi dan
ditandai dengan adanya hemoragik dan lesi nikrotik pada insang, usus dan otot
(Burr et al.,, 2002). Aplikasi antibakteri merupakan cara yang efektif dalam
menangani kasus infeksi patogen.

Daun mangrove A. marina memiliki senyawa aktif alkaloid, steroid, fenolat
dan terpenoid, serta terdapat senyawa lainnya yang juga berfungsi sebagai enzim
inhibitor, prekursor zat beracun, antioksidan, anti-alergi, anti-inflamasi dan anti
kanker (Dhayanithy, et al. 2015). Bioaktif yang terdapat dalam ekstrak berperan
dalam menghambat pertumbuhan A. salmonicida yang bereaksi dengan Porin
(protein membran trans) yang terdapat pada membran luar A. salmonicida serta
akan membentuk ikatan polimer kuat sehingga akan menyebabkan kerusakan
Porin (Ekawaty, et al. 2015) yang sesuai dengan hasil penelitian ini.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan kandungan bioaktif
ekstrak daun A. marina dimana daun tua memiliki kandungan terbanyak daripada
daun muda dan daun jatuh pada analisis skrining fitokimia (flavonoid, alkaloid,
tanin, triterpenoid dan fenol), dimana penembakan senyawa flavonoid yang
dianggap paling berperan sebagai senyawa antibakteri dianggap tepat karena
sesuai dengan hasil kualitatif menggunakan FTIR dan LC-MS. Dilihat dari
kemampuan ekstrak dalam menghambat pertumbuhan A. salmonicida pada uji
MIC diperoleh hasil terbaik pada 150ppm, pada uji cakram 275ppm, sedangkan
pada uji SEM diperoleh fakta bahwa pemberian ekstrak dapat menyebabkan
dinding dan membran sel bakteri mengalami lisis (bentuk sel yang tidak normal
dan terdapatnya kebocoran sel). Dilihat pada histopatologi menunjukkan bahwa
konsentrasi 275 ppm memiliki nilai skoring kerusakan organ terendah dimana pada
analisis insang terdapat tingkat kepengaruhan ekstrak terhadap perbaikan skoring
nekrosis dan fusi sebesar 64%, pada ginjal sebesar 78% (kongesti) dan 82%
(nekrosis), dan pada usus tingkat kepengaruhan sebesar 83% (nekrosis) dan 89%
(edema) dimana parameter penunjang dalam penelitian ini masih termasuk dalam
kondisi yang baik.



SUMMARY

Muhamad Zaky Zamani, Effectiveness of Api-Api Leaves (Avicennia marina)
Extract as Anti Aeromonas salmonicida in Koi (Cyprinus carpio) Fish Based on
Histopatological Analysis (Under the Guidance of Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS
and Dr. Ir. M. Fadjar, M.Sc)

Cyprinid fish culture is a favored activity. Fish culture activity can increase
farmers income. However, there are factors that hinder the aquaculture activities
success due to Aeromonas bacterial infections. One of the harmful species is
Aeromonas salmonicida. This bacteria are Class Il HPIK that need to be handled
quickly and responsively (Mugsith, 2013). This bacteria can cause furunculosis in
infected fish and is characterized by hemorrhagic and nicrotic lesions in the gills,
intestines and muscles (Burr et al., 2002). Antibacterial application is an effective
way to deal with cases of pathogenic infection.

A. marina mangrove leaves have active compounds of alkaloids, steroids,
phenolics and terpenoids, and there are other substance that also function as
enzyme inhibitors, precursors of toxic substances, antioxidants, anti-allergic, anti-
inflammation and anti-cancer (Dhayanithy, et al. 2015 ). The bioactives contained
in the extract play a role in inhibiting the growth of A. salmonicida which reacts with
Porin (trans membrane protein) contained in the outer membrane of A. salmonicida
and will form strong polymeric bonds that will cause damage to Porin (Ekawaty, et
al. 2015) accordingly as with the results of this study.

The results showed a difference in the bioactive content of A. marina leaf
extract where old leaves had the most content than young leaves and the leaves
fell on phytochemical screening analysis (flavonoids, alkaloids, tannins,
triterpenoids and phenols), in which flavonoid compound shootings were
considered to play the most role as antibacterial compounds is considered
appropriate because it matches the qualitative results using FTIR and LC-MS.
Judging from the ability of the extract to inhibit the growth of A. salmonicida in the
MIC test the best results were obtained at 150ppm, in the disc test at 275ppm,
whereas in SEM test the extract could cause bacterial cell walls and membranes
to undergo lysis (abnormal cell shape and the presence cell leakage). The
histopathology shows that the concentration of 275 ppm has the lowest scoring
value of organ damage, where on gill analysis the extract influencing the
improvement of necrosis and fusion scored 64%, in the kidney 78% (congestion)
and 82% (necrosis), and in the intestine the severity rate is 83% (necrosis) and
89% (edema) where the supporting parameters in this study are still in good
condition.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keanekaragaman hayati Indonesia patut dibanggakan karena memiliki
keragaman spesies ikan hias air tawar yang diperkirakan sekitar 400 spesies dari
1.100 spesies ikan hias di dunia. Salah satu komoditas yang sampai saat ini masih
menjadi primadona yaitu ikan koi (Cyprinus carpio) karena termasuk ikan hias
berekonomis tinggi serta harga yang relatif stabil (Kusrini, et al. 2015). Faktor
penghambat keberhasilan dalam melakukan usaha budidaya yaitu adanya infeksi
penyakit yang berdampak pada terganggunya kesehatan organisme budidaya.
Penyakit yang terjadi pada organisme budidaya merupakan hasil dari infeksi yang
disebabkan oleh patogen yang berada pada media budidaya. Patogen dapat
berupa bakteri, jamur, virus, atau parasit, dan bahkan jika patogen tidak dibawa
oleh ikan, bisa juga berasal dari lingkungan sekitar. Kualitas air yang menurun
hingga di bawah atau diatas ambang batas akan meningkatkan populasi bakteri
penyebab penyakit. Tingginya populasi bakteri akan dapat mengganggu
kesehatan ikan karena akan meningkatkan interaksi antara patogen dan inangnya
(Twigg, 2013).

Salah satu bakteri penyebab penyakit yaitu Aeromonas salmonicida yang
dapat menyebabkan furunkulosis bahkan kematian. Bakteri tersebut sering
menginfeksi ikan salmonid dan non salmonid seperti ikan koi, mas, patin dan lele
(Sumino, et al. 2013). Wintoko, et al. (2013) melaporkan bahwa A. salmonicida
berindikasi mampu menginfeksi semua ikan air tawar. Dimana pada golongan
cyprinid (C. carpio) penyakit yang sering muncul yaitu carp erytrodermatitis.
Sedangkan Burr, et al. (2002) menyatakan bahwa infeksi A. Salmonicida ditandai
adanya hemoragik serta terdapat lesi nekrotik di insang, usus, dan otot. Erlangga

(2011) menyatakan bahwa organisme patogen dan zat racun masuk ke dalam



tubuh melalui insang kemudian masuk ke aliran darah dan terakumulasi di ginjal
ikan. Ikan yang terinfeksi A. salmonicida akut akan mengalami penyumbatan darah
pada bagian sirip serta ikan tampak lesu, pendarahan kecil pada sirip berlangsung
sekitar 2-3 hari dan ikan akan mati dalam jumlah besar. Infeksi bakteri ini dapat
berkembang dari luka pada bagian organ ke otot dan bagian kulit (Austin and
Austin, 2007).

Pengendalian penyakit bakterial hingga saat ini sebagian besar masih
menggunakan antibiotik. Pemakaian antibiotik berdampak negatif terhadap
kesehatan konsumen berupa residu antibiotik dan menimbulkan kontaminasi
terhadap lingkungan perairan (Haditomo, et al. 2016). Penggunaan antibiotik
sintetis yang terus-menerus dapat menyebabkan bakteri patogen menjadi resisten.
Selain itu sangat dimungkinkan akan timbulnya residu atau akumulasi antibiotik di
dalam tubuh ikan (Setyowati, et al. 2014).

Alternatif yang dapat diambil dari permasalahan diatas yaitu dengan
penggunaan bagian dari tanaman mangrove yang memiliki senyawa antibakteri
guna menghindari dampak negatif dari antibiotik tersebut. Salah satu obat yang
dapat digunakan untuk menangani infeksi A. salmonicida yaitu dengan
menggunakan bahan alami berupa daun pohon bakau api-api (A. marina) yang
dijadikan ekstrak. Daun pohon bakau ini mengandung berbagai kandungan kimia
dengan sifat obat potensial yang dapat digunakan dalam penyembuhan. Senyawa
organiknya dapat berfungsi sebagai antioksidan maupun imunostimulan (Kumar,
et al. 2018). Sedangkan penelitian lain melaporkan bahwa A. marina dapat
digunakan sebagai anti bakteri A. salmonicida baik batang, daun maupun
buahnya. Dimana secara umum, A. marina telah dilaporkan dapat berfungsi
sebagai antibakteri, anti-jamur, antivirus, anti-plasmodial, anti-tumor dan bersifat

anti-ulcer (Dhayanithy, et al. 2015).



Belum banyaknya penelitian tentang pengobatan ikan cyprinid dengan
menggunakan daun mangrove api-api sebagai kandidat obat, sehingga perlu
adanya penelitian lebih lanjut terhadap senyawa anti bakteri A. salmonicida melalui

analisis histopatologi insang, ginjal dan usus.

1.2 Rumusan Masalah

Alternatif pengobatan yang efektif, murah dan aman terhadap manusia dan
ramah lingkungan perlu dicari untuk menghindari dampak negatif dari penggunaan
antibiotik (Sukenda et al. 2008). Ikan akan terbebas dari residu sekitar satu bulan
setelah pengobatan (Slembrouck, et al. 2005). Dimana Weifu, et al. (2018)
menyatakan bahwa tingginya permintaan produk antibiotik dan pemakaian yang
berlebihan menyebabkan munculnya anggapan bahwa oxytetracycline merupakan
polutan. Sebagai salah satu antibiotik spektrum luas yang penting, oxytetracycline
telah memasuki tahap penyalahgunaan, dimana jumlah residu yang banyak dapat
memperburuk resistensi antibiotik. Selain itu, sebagian dari perawatan tradisional
tidak dapat menghilangkan oxytetracycline secara efisien karena stabilitas kimia
yang tinggi. Selain itu, Alvarez, et al. (2016) menyatakan bahwa oxytetracycline
hanya mampu menghambat pertumbuhan beberapa sub spesies salmonicida
sehingga dianggap kurang optimal. Oleh karena itu, penggunaan chloramphenicol
dapat menggantikan peran oxytetracycline. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Maftuch, et al. (2018) yang menyatakan bahwa antibiotik yang dapat
digunakan untuk melawan infeksi A. salonicida yaitu chloramphenicol.

Berdasarkan tingkat infeksinya, Mugsith (2013) menyatakan bahwa A.
salmonicida merupakan bakteri kategori HPIK (hama dan penyakit ikan karantina)
golongan Il sehingga sangat diperlukan penanganan yang cepat. Dhayanithy, et
al. (2015) menyatakan bahwa daun mangrove A. marina memiliki senyawa aktif

alkaloid, steroid, fenolat dan terpenoid. Chen, et al. (2018) menyatakan bahwa



adanya perbedaan kadar bioaktif daun muda dan daun tua. Dimana Kumar, et al.
(2018) melaporkan bahwa bahan aktif yang terdapat dalam daun mangrove A.
marina dapat digunakan sebagai antibakteri dalam konsentrasi yang rendah,
sehingga sangat hemat biaya dan ramah lingkungan. Dari beberapa literatur
diatas, telah disebutkan akan adanya perbedaan kadar bioaktif berdasarkan usia
dan banyaknya khasiat dari daun mangrove, sehingga perlu adanya penelitian
untuk mengetahui dan menganalisis :

a. Seberapa besar perbedaan kandungan bioaktif yang terdapat pada ekstrak
daun mangrove A. marina berdasarkan usia (muda, tua dan jatuh) yang dipanen
berdasarkan parameter morfologi ?

b. Pada konsentrasi berapakah ekstrak daun mangrove A. marina dapat
menghambat pertumbuhan maupun membunuh bakteri A. salmonicida ?

c. Dampak pemberian ekstrak terhadap histopatologi insang, ginjal dan usus ikan

koi (C. carpio) yang telah diinfeksi A. salmonicida ?

1.3 Tujuan

Untuk mengatasi permasalahan diatas, perlu adanya pengobatan pada ikan
koi yang telah terinfeksi A. salmonicida dengan menggunakan bahan alami yaitu
dengan menggunakan ekstrak daun api-api. Sehingga perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui :

a) Apasaja perbedaan kandungan bioaktif ekstrak daun mangrove A. marina
berdasarkan usia daun (muda, tua dan jatuh) yang dipanen berdasarkan
parameter morfologi.

b) Konsentrasi ekstrak daun mangrove A. marina terbaik dalam menghambat atau

membunuh bakteri A.salmonicida .



c) Pengaruh pemberian ekstrak daun mangrove A. marina dalam membunuh
bakteri A. salmoncida sehingga dapat menghentikan kerusakan jaringan

insang, ginjal dan usus ikan koi (C. carpio) pasca diinfeksi.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu untuk memberikan informasi terhadap
kemampuan ekstrak daun mangrove A. marina sebagai alternatif pengganti
antibiotik pada pengobatan ikan koi (C. carpio) pasca diinfeksi A. salmonicida.
Diharapkan penelitian ini dapat memberikan informasi dan berkontribusi besar

dibidang budidaya air tawar terkhusus dalam hal penanganan penyakit bakterial.

1.5 Hipotesis Penelitian

a) Diduga kandungan bioaktif ekstrak daun mangrove A. marina memiliki
kandungan yang berbeda berdasarkan perbedaan usia (muda, tua dan jatuh)
yang dipanen berdasarkan parameter morfologi.

b) Diduga pemberian ekstrak daun mangrove A. marina memiliki daya hambat
terhadap pertumbuhan bakteri A. salmoncida.

¢) Diduga pemberian ekstrak daun mangrove A. marina mampu membunuh
bakteri A. salmoncida sehingga dapat menghentikan kerusakan jaringan

insang, ginjal dan usus ikan koi (C. carpio) pasca diinfeksi.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Koi (C. carpio Koi)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Klasifikasi dari ikan koi (C. carpio) menurut Smartt (2001) adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Sub-phylum : Vertebrata
Class : Osteichthyes
Sub-class : Actynopterigii
Infra-class : Teleostei
Super-order : Ostariophysi

Order : Cypriniformes
Family : Cyprinidae
Sub-family  : Cyprinidae
Genus . Cyprinus
Species : Cyprinus carpio

Ikan koi adalah ikan hias air tawar yang termasuk keluarga Cyprinidae,
masih sekerabat dengan ikan mas (C. carpio) atau ikan mas Koki (Carassius
auratus). Hal ini bisa dibuktikan dari sosoknya yang mirip. Hanya saja, penampilan
ikan koi lebih cantik karena ditunjang oleh beragam warna yang sangat menawan.
Jika dilihat dari samping, warna tubuhnya sangat variatif, mulai dari hitam, putih,
merah, kuning, silver hingga keemasan. Keindahan ikan koi akan terlihat jika dilihat
dari atas. Bentuk tubuh membulat, gerakan yang lincah, gemulai dan sangat

dinamis (Susanto, 2008).



Prasetya, et al. (2013) menyatakan bahwa ikan koi mempunyai badan yang
berbentuk torpedo dengan alat gerak berupa sirip. Sirip-sirip yang melengkapi
bentuk morfologi ikan koi adalah sebuah sirip punggung (dorsal fin), sebuah sirip
anus (anal fin), sebuah sirip ekor (caudal fin) dan sepasang sirip dada (pectoral
fin), sepasang sirip perut (ventral fin). Sirip-sirip tersebut sangat penting bagi koi
untuk berpindah tempat. Ikan koi memiliki warna khas yang menarik, serta memiliki
variasi jenis yang beranekaragam. Secara garis besar ikan koi diklasifikasikan
dalam 13 kategori yaitu Kohaku, Sanke, Showa, Bekko, Utsurimono, Asagi,
Shusui, Tancho, Hikari, Koromo, Ogon, Kinginrin, dan Kawarimono (Triyanti dan

Yulisti, 2012). Dimana morgologi ikan koi disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Morfologi Ikan Koi (Kusrini, et al. 2015).

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

Ikan koi merupakan ikan hias ekonomis tinggi yang mampu hidup dan
berkembang di Indonesia dengan batas toleransi suhu berkisar 10-32 °C dengan
pH berkisar 6,5-9, dimana kadar kualitas air optimum untuk menunjang hidupnya
yaitu dengan suhu berkisar 20-31 °C, pH 7-8,5 dan DO >4 ppm  (Kordi, 2013).
Potensi besar ikan koi di Indonesia sebagai komoditas ikan hias unggulan saat ini
berkembang cukup pesat dan tersebar dipenjuru Indonesia seperti pada beberapa
daerah vyaitu Jakarta Barat, Sukabumi, Blitar, Cianjur, dan Makassar.

perkembangan tersebut diduga akibat budidaya ikan koi di Jepang mulai



terkendala lahan sehingga menghasilkan peluang budidaya di Indonesia.
Besarnya nilai transaksi dari perdagangan ikan koi di Indonesia, membuat KKP
terdorong untuk mengembangkan potensi ikan hias nasional sehingga dapat
meningkatkan kualitas ikan koi lokal dan dapat bersaing dengan ikan koi impor di
skala domestik maupun skala internasional (Kusrini, et al. 2015).
2.1.3 Penyakit

Ulfiana, et al. (2012) menyatakan bahwa ciri-ciri ikan koi sehat yaitu
memiliki daya tahan tubuh yang baik, sehingga lebih sulit terinfeksi bakteri yang
terdapat di perairan. Ikan koi sangat mudah terinfeksi Aeromonas sp. jika pada
bagian tubuhnya terdapat luka. Luka tersebut dapat dijadikan jalan masuk bagi
bakteri Aeromonas sp. ke dalam tubuh ikan. Idowu, et al. (2017) menyatakan
bahwa A. salmonicida mampu menginfeksi ikan secara tunggal dan berkembang
biak dengan sangat cepat sehingga dapat membunuh ikan besar dalam beberapa
hari atau minggu. Bakteri biasa menginfeksi secara internal maupun eksternal
(akibat kesalahan penanganan atau efek infeksi parasit. Infeksi bakteri yang umum
pada ikan vyaitu : columnaris (Flexibacter Columnaris), furunkulosis (A.
salmonicida), Piscine tuberkulosis (Mycobacterium marinum) dan Vibriosis (Vibrio

sp). Dimana penyakit ikan koi secara umum disajikan pada Gambar 2.

Mouth Cloudy Carp pox Anchor Costia White Argulus Fungus
fungus eyes, Viral-No cure worm grey sheen spot (fish louse)
eye bulges Myxazin over body

may help

Gill flukes, Dropsy, Leech Body Intestinal Velvet Ulcers Fin Fin-rot
inflamed (pineapple flukes worms  (Oodinium ) or Haemomhaging
gils scales) Gold-grey open

spots wounds www.waterlife.co.uk

Gambar 2. Penyakit ikan koi secara umum (Idowu, et al. 2017).



Menurut Cipriano dan Bullock (2001), A. salmonicida penyebab carp
erythrodermatitis dapat menyebabkan lesi eksternal. Indikasi klinis carp
ertythrodermatitis yaitu terdapatnya hemoragik meradang kecil pada kulit yang
berkembang menjadi erosi putih yang dikelilingi oleh pigmentasi zona merah
sempit dan gelap. Pendarahan yang luas di dermis kulit diikuti dengan nekrosis
epidermis dengan infiltrasi kuat oleh leukosit polimorfonuklear. Edema di dermis
akan menggantikan “knot” di epidermis sementara perdarahan terjadi di sekitar
pembuluh darah menginduksi infiltrasi inflamasi persisten yang meluas ke
compactum stratum, subdermis dan otot yang mendasarinya. lkan dengan lesi
yang luas akan menunjukkan exophthalmia, perdarahan di insang, distensi
abdomen dan anemia, serta juga dapat hadir dalam rongga perut, dan organ-organ
internal dapat menjadi edematous. Dimana penampakan akibat adanya infeksi dari

bakteri A. salmonicida terhadap ikan C. carpio telah disajikan pada Gambar 6.

2.2 Biologi Api-Api (A. marina)

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi mangrove A. marina menurut Cronquist (1981) adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Sub Class : Asteridae

Order : Lamiales

Family : Acanthaceae

Genus : Avicennia

Species : Avicennia marina
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Tanaman mangrove A. marina merupakan tumbuhan atau tanaman yang
tumbuh tegak atau menyebar dan mampu tumbuh hingga tinggi 30 meter dengan
sistem perakaran horizontal dan berbentuk pensil (atau asparagus) serta memiliki
akar nafas tegak dengan sejumlah lentisel. Selain itu, ia memiliki kulit yang halus
dengan burik hijau-abu dan terkelupas dalam bagian kecil. Ranting muda dan
tangkai daun mangrove berwarna kuning serta tidak berbulu. Pada bagian bagian
atas daun ditutupi bintik kelenjar cekung. Bagian bawah daun putih abu-abu muda.
Daun berbentuk elips, bulat memanjang, bulat telur terbalik dengan ujung
meruncing hingga membundar dengan ukuran 9 x 4,5 cm. Mangrove A. marina
merupakan pionir lahan pantai yang terlindung, berkemampuan menempati dan
tumbuh diberbagai habitat pasang-surut hingga di tempat asin. Akar berfungsi
sebagai pengikat sedimen dan mempercepat pembentukan tanah timbul.
Hidupnya cenderung membentuk kelompok pada habitat tertentu. Dimana ia
tersebar di seluruh Indonesia serta juga terdapat di Afrika, Asia, Australia, Amerika

Selatan, Polynesia dan Selandia Baru. Dimana morfologi daun mangrove api-api

Gambar 3. Morfologi daun mangrove A. marina (Nbor dan Suryadiputra, 1999)
2.2.2 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan
Keberadaan mangrove A. marina berperan penting dalam pelestarian

wilayah pesisir sebagai penahan abrasi dan tempat berkembang biaknya
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organisme laut. Secara ekologis, mangrove berperan dalam mendukung
eksistensi lingkungan baik fisik dan sebagai habitat biota di lingkungan. Dimana
secara fisik berperan sebagai penahan ombak, pengendalian banjir, penahan
angin, penahan intrusi air dan penetralisir pencemaran (Masugian, 2014). Menurut
Sidabutar (2007), pertumbuhan mangrove dipengaruhi faktor seperti arus,
gelombang, salinitas, pasang surut, kegiatan manusia dan endapan lumpur. Ratna
(2014) menyatakan bahwa habitat mangrove sering ditemukan pada pertemuan
muara sungai dan air laut serta menjadi pelindung daratan dari gelombang. Sungai
akan mengalirkan air tawar untuk mangrove dan saat pasang pohon mangrove
akan dialiri air payau atau air garam.
2.2.3 Kandungan dan Manfaat

Daun mangrove A. marina memiliki senyawa aktif alkaloid, steroid, fenolat
dan terpenoid (Dhayanithy, et al. 2015). Ekstrak daun mangrove A. marina dengan
analisis kromatografi dan massa teridentifikasi beberapa senyawa fitokimia besar
yang dapat berfungsi sebagai enzim inhibitor, prekursor zat beracun, antioksidan,
anti-alergi, anti-inflamasi, anti kanker (Dhayanithy, et al. 2015). Senyawa aktif yang
termasuk dalam golongan fenolik yaitu flavonoid. Penentuan kadar flavonoid
menunjukkan potensi sebagai senyawa antibiotik, antibakteri, anti kanker, dan
antibiotik (Parubak, 2013).
2.2.4 Mekanisme Antimikroba

Antibakeri berfungsi untuk memberikan efek hambat atau menurunkan
proses biokimia pada organisme terutama infeksi bakteri. Antibakteri berasal dari
bahan sintetis maupun alami (Fatisa, 2013). Efek paparan antibakteri dibagi
menjadi bakteriostatik (menghambat) dan bakteriosidal (membunuh) (Siregar, et
al., 2012). Inaktivasi bakteri tersebut merupakan hasil interaksi senyawa
antibakteri dengan bagian dari sel bakteri. Kerusakan sel ini dapat terjadi akibat

rusaknya permeabilitas membran dan bocornya sistem intraseluler, sehingga
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mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Interaksi tersebut akan menyebabkan
terjadinya kerusakan sel yang berdampak pada terganggunya proses
metabolisme dan pada tingkat kerusakan yang parah akan menyebabkan
kematian bakteri (Asriani, et al., 2007). Dimana senyawa yang paling dominan
sebagai antimikroba pada daun A. marina dari beberapa sumber diantaranya :

a. Flavonoid

Senyawa flavonoid disintesis oleh tanaman sebagai sistem pertahanan dan
untuk merespon terhadap infeksi mikroorganisme, sehingga senyawa ini efektif
sebagai senyawa antimikroba. Flavonoid merupakan salah satu senyawa polifenol
yang memiliki berbagai fungsi, diantaranya yaitu sebagai antioksidan, anti tumor,
anti radang, antibakteri dan anti virus (Parubak, 2013).

Flavonoid merupakan golongan terbesar senyawa fenol alam dan
merupakan senyawa polar karena mempunyai sejumlah gugus hidroksil, sehingga
akan larut dalam pelarut polar seperti etanol dan metanol. Flavonoid merupakan
senyawa aktif yang dapat digunakan sebagai antioksidan, antibakteri, dan
antiinflamasi karena mampu menghambat aktivitas bakteri penyebab penyakit.
Fenol merupakan senyawa antioksidan yang dapat merusak lapisan dinding sel
bakteri (Arum, et al. 2012). Dimana golongan polifenol ini bekerja melalui
penghambatan enzim mikroorganisme oleh bagian senyawa yang teroksidasi
melalui reaksi dengan gugus sulfhidril atau melalui interaksi yang non-spesifik
dengan protein mikroorganisme. Selain itu, polifenol juga dapat menyebabkan
denaturasi protein. Flavonoid bersifat antimikroba dengan protein ekstraseluler
dan protein yang dapat larut dengan dinding sel bakteri (Ardananurdin, et al. 2004).

Noventi dan Carolina (2016), menyatakan bahwa senyawa flavonoid
diduga memiliki mekanisme kerja mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak
membran sel tanpa dapat diperbaiki lagi, sedangkan mekanisme fenol sebagai

agen antibakteri yang berperan sebagai toksin dalam protoplasma, merusak dan
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menembus dinding serta mengendapkan protein sel bakteri. Menurut Prajitno
(2007), Pada perusakan membran sitoplasma, ion H+ dari senyawa fenol dan
turunannya (flavonoid) akan menyerang gugus polar (gugus fosfat) sehingga
molekul fosfolipida akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat dan asam fosfat.
Hal ini mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan bentuk membran
sitoplasma akibatnya membran sitoplasma akan bocor dan bakteri akan
mengalami kematian. Parwata dan Dewi (2008), menyatakan bahwa turunan fenol
berinteraksi dengan sel bakteri melalui proses adsorpsi yang melibatkan ikatan
hidrogen. Pada kadar rendah terbentuk kompleks protein fenol dengan ikatan yang
lemah dan segera mengalami peruraian, diikuti penetrasi fenol kedalam sel dan
menyebabkan presipitasi serta denaturasi protein. Pada kadar tinggi fenol
menyebabkan koagulasi protein dan sel membran mengalami lisis. Dewi, et al.
(2012) Menyatakan bahwa membran sel yang terletak tepat di bagian dalam
dinding sel dapat dirusak oleh flavonoid. Beberapa dari senyawa tersebut dapat
menguraikan fosfolipid menjadi gliserol, asam karboksilat dan asam fosfat
sehingga membran tidak dapat mempertahankan bentuk, akibatnya membran
bocor, zat-zat dapat keluar masuk sel tanpa kendali sehingga metabolisme
terganggu dan bakteri lisis.

Kadar flavonoid dan senyawa fenolik lain di dalam tanaman berbeda-beda
di antara setiap bagian, jaringan, dan umur tanaman, serta dipengaruhi oleh faktor-
faktor lingkungan. Faktor-faktor ini adalah temperatur, sinar ultraviolet dan tampak,
nutrisi, ketersediaan air, dan kadar CO2 pada atmosfer. Spektrum flavonoid
biasanya ditentukan dalam larutan dengan pelarut metanol atau etanol. Spektrum
khas flavonoid terdiri atas dua maksimal pada rentang 230-295 nm (pita Il) dan

300-560 nm (pita I) (Neldawati, et al. 2013).
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b. Terpenoid

Identifikasi terpenoid dilakukan dengan kromatografi lapis tipis
menggunakan reagen semprot liebermanbuchard. Analisis menggunakan
spektrofotometri Fourier Transform-Infra Red terhadap isolat menunjukkan adanya
serapan gugus -OH (3456,44 dan 3410,15 cm™? ), C-H alifatik (2924,09 dan
2862,36 cm™), C=0 (1712,79 cm™?), C=C aromatik (1643,35 dan 1512,19 cm?),
dan C-O (1273,02 dan 1226,73 cm™) (Dwisari, et al. 2016). Terpenoid merupakan
salah satu metabolit sekunder yang ditemukan di sebagian kecil dari ekstrak daun
mangrove A. marina yang juga berperan dalam menghambat pertumbuhan A.
salmonicida. Mekanisme bioaktif ekstrak dalam menghambat A. salmonicida yaitu
bereaksi dengan Porin (protein membran trans) yang terdapat pada membran luar
A. salmonicida serta akan membentuk polimer ikatan yang kuat sehingga akan
menyebabkan kerusakan Porin. Kerusakan Porin akan berdampak pada
pengurangan permeabilitas dinding sel bakteri sehingga menyebabkan

pertumbuhan bakteri terhambat (Ekawaty, et al. 2015).

2.3 Bakteri A. salmonicida
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi
Brenner dan Staley (2007) menyatakan bahwa klasifikasi A. salmonicida

adalah sebagai berikut :

Famili : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Aeromondales

Family : Aeromonadaceae
Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas salmonicida
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Afrianto dan Liviawaty (1992) menyatakan bahwa ciri utama bakteri
aeromonas gram negatif yaitu berbentuk batang dengan ukuran berkisar 1-4,4 x
0,4-1 um. Cipriano dan Bullock (2001) menyatakan bahwa bakteri A. salmonicida
merupakan gram negatif, memiliki bentuk berupa batang dan ia tidak bergerak
(nonmotile). Ikan yang terinfeksi A. salmonicida dapat ditandai dengan adanya
ulserasi kulit dan patologi eksternal dengan maupun tanpa septikemia. Morfologi

A. salmonicida disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Morfologi A. salmonicida dengan perbesaran (10 oc x 100 ob)
(Docan, et al., 2012)

2.3.2 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan

Media yang optimal sangat dibutuhkan dalam pertumbuhan A. salmonicida.
Pommerville (2010) menyatakan bahwa pertumbuhan merupakan peningkatan
jumlah sel vegetatif yang terjadi pada suatu populasi. Pada pertumbuhan optimal,
sangat diperlukan kesesuaian suhu, pH dan oksigen (aerobik). Kartz (2005)
menyatakan bahwa pertumbuhan bakteri terdiri dari 4 fase, yaitu fase lag yang
merupakan fase awal tanpa perubahan jumlah bakteri, dimana ia hanya
menyesuaikan diri dengan lingkungan barunya. Selanjutnya yaitu fase
eksponensial / log yang merupakan fase pertumbuhan tercepat hingga masuk ke
fase stasioner, pada fase ini, kandungan nutrient mulai habis dan terjadi
penumpukan limbah. Fase stationer ini memiliki jumlah sel baru yang menyamai

jumlah sel mati, dan tahap akhir yaitu fase kematian, pada fase ini pertumbuhan
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sangat lambat terjadi, dimana jumlah sel mati sangat dominan. Kurva

pertumbuhan disajikan pada Gambar 5.

| Stationary phase
1

Death

Logarithmic
phase

Log numbers (CFU/mI)

Time

Gambar 5. Kurva Perumbuhan Bakteri (Kartz, 2005)

2.3.3 Infeksi dan Gejala Klinis

Alvares, et al. (2016) melaporkan bahwa Bakteri A. salmonicida jika
dibiarkan maka akan dapat menyebabkan furunculosis. Infeksi bakteri ini akan
berdampak pada tingkat kematian yang tinggi yang dicirikan dengan terdapatnya
luka pada kulit, septikemia, kerusakan jaringan, hemoragik, pembusukan sirip,
insang rusak dan terdapatnya furunkel (bisul). Berdasar Long, et al. (2015), A.
salmonicida merupakan penyebab furunculosis. Infeksi bakteri ini akan berdampak
pada meningkatnya kematian hingga 89-90%. Amanu, et al. (2014) menjabarkan
ciri-ciri ikan terinfeksi A. salmonicida ialah dengan melihat apakah terdapat
leukopenia, nekrosis pada jaringan, hemoragi maupun degenerasi pada otot.
Retnoningsih, et al. (2009) melaporkan bahwa gejala klinis yang dapat
ditumbulkan A. salmonicida vyaitu berupa luka, nekrosis dan terjadinya
pembengkakan (furuncle), furuncle tersebut sering menjadi luka bernanah dan
membentuk cekungan, jika infeksi akut, luka akan terdapat hampir diseluruh organ
tubuh seperti pada pendarahan sirip, insang dan permukaan kulit. Dimana Bergh
dan Frey (2013) menyatakan bahwa A. salmonicida adalah patogen penting yang

bertanggung jawab terhadap penyakit khas furunculosis. Jenis tiga sistem sekresi
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(T3SS) merupakan sistem virulensi utama. Dimana penampakan ulser disajikan

pada Gambar 6.

Gambar 6. Ulser pada kulit ikan C. carpio yang menunjukkan patologi
(Erythrodermatitis), akibat A. salmonicida atipikal (Cipriano dan
Bullock, 2001)

2.4 Ekstraksi dan Pelarut

Ekstraksi merupakan metode proses pemisahan berbagai komponen
dalam larutan berdasar perbedaan tingkat kelarutan (solubilitas). Esktraksi
dilakukan pada suhu tertentu dimana pelarut akan menarik senyawa aktif yang
terkandung didalam bahan akibat memiliki polaritas yang sama (Aziz, et al., 2009).
Metode ekstraksi sering digunakan untuk menentukan kandungan bahan aktif
yang terdapat dalam obat herbal, dimana sangat perlu untuk memperhatikan sifat
bahan serta senyawa yang diisolasi guna menentukan pilihan pelarut dalam
metode ekstraksi. Proses ekstraksi dari bahan alami dengan menggunakan
sampel kering dan penggunaan pelarut yang sesuai (Mukhriani, 2014).

Terdapat beberapa metode ekstraksi yang diantaranya ekstraksi
ultrasonik, ekstraksi fluida, ekstraksi solven aselerasi serta ekstraksi microwave.
Faktor penunjang proses ekstraksi ialah jenis pelarut yang digunakan. Senyawa
polar akan larut pada pelarut polar dan senyawa non polar akan larut pada pelarut
non polar (Sayuti, 2017).

Sifat fisikokimia suatu bahan dapat dipengaruhi oleh metode ekstraksi,

dimana ekstraksi dapat dilakukan setahap maupun secara bertingkat. Prinsip
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ekstraksi yaitu untuk memisahkan komponen pada suatu bahan dengan
menggunakan pelarut dalam kurun waktu tertentu. Dalam proses ekstraksi, pelarut
yang umum digunakan yaitu etanol, metanol, etil asetat, heksana dan air. Secara
prinsip, senyawa aktif suatu bahan akan mudah terpisah jika memiliki polaritas
yang sama dengan pelaru-tnya (Septiana dan Asnani, 2012). Pada umumnya,
proses ekstraksi dapat menggunakan 3 pelarut dengan tingkat kepolaran yang
berbeda, diantaranya N heksan (nonpolar), etil asetat (pelart semipolar) dan
etanol/metanol (polar) (Hidayah, et al., 2016). Daun mangrove A. marina
dimaserasi dengan etanol 85% dan kemudian disaring (Dhayanithi, et al.
2015). Selanjutnya dilakukan evaporasi pada suhu dan waktu tertentu hingga
diperoleh ekstrak berbentuk pasta dan kemudian disimpan pada suhu 4°C hingga
ekstrak digunakan lebih lanjut (Kumar, et al. 2018).

Dalam ekstrak daun mangrove A. marina menunjukkan bahwa ekstrak
etanol adalah yang paling efektif dalam menghambat A. salmonicida. Ekstrak
etanol daun mangrove A. marina memperlihatkan aktivitas antibakteri maksimal
yang diikuti ekstrak n-heksana dan etil asetat. Hal tersebut menunjukkan bahwa
senyawa bioaktif daun mangrove A. marina mengandung senyawa yang lebih
polar dikarenakan komponen aktif yang berfungsi sebagai antibakteri lebih larut

dalam etanol (pelarut polar) (Ekawaty, et al. 2015).

2.5 ldentifikasi Senyawa
2.5.1 Uji Fitokimia

Fitokimia merupakan ilmu tentang aspek kimia pada bahan alami terutama
pada tanaman. Analisis fitokima tersebut dilakukan untuk mengetahui kandungan
bahan aktif dalam ekstrak dan dapat digunakan dalam pengisolasian maupun
pemisahan bahan aktif (llling, et al., 2017). Teknik analisisnya yaitu dengan cara

mengencerkan ekstrak yang selanjutnya ditetesi reagen (menentukan kandungan
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bahan aktif seperti flavonoid, steroid, saponin, alkaloid dan sebagainya) sesuai
dengan kebutuhan pengujian senyawa yang terdapat pada ekstrak (Dewi, et al.,
2012).

Uji fitokimia (pengujian warna dengan suatu pereaksi) berguna untuk
mengetahui gambaran senyawa dalam suatu bahan. Hal penting dalam uji ini yaitu
pemilihan pelarut dan metode ekstraksi yang digunakan. Hasil dari skrinning
fitokimia akan menunjukkan terjadinya perubahan warna sesuai indikator tiap
senyawa (Susanti, et al., 2003). Uji fitokimia sangat berguna untuk mengetahui
apakah terdapat kandungan senyawa alkaloid, saponin, terpenoid, flavonoid,
glikosida, tanin dan steroid dalam ekstrak uji (Cepeda, et al., 2018).

2.5.2 Sprektrofotometer Inframerah (FT-IR)

Fourier Transform Infrared (FT-IR) merupakan metode analisis
spektroskopi dengan menggunakan inframerah yang telah dilengkapi Fourier
(analisis hasil spektrum). Metode ini didasarkan atas perbedaan penyerapan
radiasi inframerah. FT-IR sangat berguna dalam penentuan gugus fungsi dari
suatu bahan uji (Anam, et al., 2007).

Penentukan gugus fungsi dalam suatu senyawa dapat dengan melakukan
pengukuran spektro FT-IR. Dalam pengoprasiannya, FT-IR menggunakan
gelombang 300-4000 cm™ dimana hasilnya berupa band (pita) dan akan muncul
berupa puncak-puncak dengan gelombang tertentu. Gelombang kemudian
dianalisis sehingga diperoleh gugus fungsinya (Mohadi, et al., 2011).

2.5.3 Kromatografi Cair (LC-MS)

Salah satu teknik yang umum digunakan untuk analisis metabolit adalah
kromatografi cair yang ditandem dengan spektroskopi massa (LC-MS). Tandem
ini ditujukan untuk memudahkan dalam proses mengidentifikasi senyawa kimia
dalam suatu tanaman, yang merupakan sistem kompleks dari puluhan hingga

ratusan metabolit. LC-MS memiliki beberapa kelebihan, yaitu cocok untuk deteksi
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kelas metabolit dalam kisaran yang luas, digunakan untuk kajian metabolomik
tanaman non target, analisisnya cepat, sensitivitas tinggi, dapat memisahkan
senyawa yang tidak atsiri, dapat memisahkan komponen dalam jumlah yang
sedikit, memiliki daya pisah yang tinggi, kolom dapat digunakan kembali dan dapat
menganalisis molekul besar (Nurmaida, 2016).

Analisa melamin dapat dilakukan dengan menggunakan LC-MS. Uji
konfirmasi pada LC-MS dilakukan untuk mengetahui fragmentasi ion dari senyawa
yang dianalisis. Uji konfirmasi merupakan uji kualitatif pada LC-MS dengan
mengetahui fragmentasi ion dari senyawa yang dilakukan sebelum uji kesesuaian
sistem untuk memperkuat identifikasi kualitatif dari melamin dengan melihat
perbandingan massa terhadap muatan, senyawa melamin pada kromatogram
dapat diketahui akibat terbentuknya fragmen-fragmen ion pada perbandingan

massa terhadap muatan (Rachmawati dan Widianti, 2013).

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vitro

Soleha (2015) menyatakan bahwa dalam mengukur kemampuan suatu
bahan yang memiliki sifat sebagai antibakteri dapat dilakukan pengujian dengan
menggunakan metode dilusi dan difusi sebagai berikut :
a. Metode dilusi

Dilusi merupakan suatu teknik yang berguna untuk mengetahui konsentrasi
atau kadar antibakteri minimal yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan menggunakan teknik MIC. MIC (minimum inhibiton concentration) berguna
dalam menentukan aktivitas antibakteri yang didasarkan pada tingkat
kekeruhannya. Prinsip metode ini yaitu dengan menggunakan penurunan
konsentrasi. Dosis MIC terbaik ditentukan dengan melihat tabung perlakuan yang

memiliki kekeruhan mendekati perlakuan kontrol positif (antibiotik).
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b. Metode difusi

Metode difusi dilakukan dengan cara menempelkan kertas cakram yang
telah berisi antibakteri dipermukaan media agar pasca inokulasi bakteri.
Indikatornya yaitu terdapat zona bening disekitar cakram akibat antibakteri
berkonsentrasi tertentu akan menghambat pertumbuhan bakteri yang berdampak
pada beningnya media disekitar kertas cakram tersebut. Diameter zona hambat
selanjutnya diukur (mm) dan dicocokan berdasarkan kategori respon hambat yang
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kategori Respon Hambat

Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan
<5 mm Lemah
5-10 mm Sedang
<10-20 mm Kuat
>20-30 mm Sangat Kuat

2.7 Scanning Electron Mircroscopy (SEM)

SEM merupakan fasilitas analisis komposisi kimia berupa detektor sinar X
yang terdiri dari 2 alat utama berupa alat coating dan mikroskop elektron.
Komponen utama alat SEM ini yang pertama adalah tiga pasang lensa
elektromagnetik yang berfungsi memfokuskan berkas elektron menjadi sebuah titik
kecil, lalu oleh dua pasang scan coil discan dengan frekuensi variabel pada
permukaan sampel. Semakin kecil berkas yang difokuskan, maka semakin besar
resolusi lateral yang dicapai. Kesalahan fisika pada lensa-lensa elektromagnetik
berupa astigmatismus yang dikoreksi oleh perangkat stigmator. Komponen kedua
yaitu sumber electron yang berupa filamen dari bahan kawat tungsten atau berupa
jarum dari paduan Lantanum Hexaboride LaB6 atau Cerium Hexaboride CeB6
yang dapat menyediakan berkas elektron teoretis yang memiliki energi tunggal

(monokromatik), komponen ketiga yaitu imaging detector yang berfungsi
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mengubah sinyal elektron menjadi gambar. Sesuai dengan jenis elektronnya,
terdapat dua jenis detektor dalam SEM ini, yaitu detektor SE dan detektor BSE.
Ketika berkas elektron discan pada permukaan sampel, terjadi interaksi elektron
dengan atom-atom di permukaan maupun di bawah permukaan sampel. Akibat
interaksi tersebut, sebagian besar berkas elektron berhasil keluar kembali,
elektron-elektron itu disebut sebagai Backscattered Electrons (BSE), sedangkan
sebagian kecil elektron yang masuk ke dalam bahan kemudian memindahkan
sebagian besar energi pada elektron atom sehingga terpental ke luar permukaan
bahan disebut Secondary Electrons (SE). Pembentukan elektron-elektron
sekunder selalu diikuti proses munculnya X-ray yang karakteristik untuk setiap
elemen, sehingga dapat digunakan untuk mengukur kandungan elemen yang ada
di dalam bahan yang diteliti (Sujatno, et al. 2015).

SEM ialah metode yang biasa digunakan untuk mengamati kerusakan
dinding sel bakteri akibat pemberian senyawa antibakteri. Hasil uji SEM berguna
untuk mempelajari perubahan struktur, kerusakan dinding sel, morfologi dan
membran sitoplasma (Asriani, et al., 2007). Jika hendak melihat kerusakan bakteri
pasca dipapar ekstrak atau fraksi, maka dapat menggunakan uji SEM.
Penggunaan SEM sangat berguna untuk mengetahui pengukuran perlekatan sel,
perubahan morfologi bakteri dan karakteristik permukaan struktur biomaterial.
Bakteri pasca pemberian senyawa antibakteri akan mengalami kerusakan sel yang
berdampak seperti sel mengerut, menggelembung dan lisisnya dinding sel bakteri

tersebut (Nursidika, et al., 2014).

2.8 Histopatologi
2.8.1 Pengertian Histopatologi dan Karakteristik Organ Target
Asniatih, et al. (2013) menyatakan bahwa histopatologi merupakan metode

untuk menganalisis rusaknya jaringan yang terinfeksi penyakit. Agar diketahui
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perubahan patologi pasca infeksi, maka selanjutnya dilakukan analisis
histopatologi sehingga memberikan gambaran perubahan pada jaringan maupun
organ target. Organ yang umum diuji histopatologi yaitu insang, usus, ginjal, hati
dan otot.

Histopatologi merupakan biomarker pendeteksi kesehatan ikan melalui
perubahan struktur organ yang terakumulasi bahan pencemar atau terinfeksi
penyakit. Organ-organ tersebut antara lain insang, ginjal, lambung, hati, usus dan
sebagainya. Hasil histopatologi diklasifikasikan berdasarkan kerusakan jaringan
yang terinfeksi mulai dari kerusakan ringan, sedang hingga berat (Hadi dan Alwan,
2012).

Organ target yang dibahas dalam tulisan ini yaitu organ insang, ginjal dan
usus, dimana menurut Erlangga (2011), organisme patogen dan zat racun pertama
kali masuk ke dalam tubuh ikan melalui insang yang menyaring organisme dan zat
tersebut masuk ke dalam tubuh, selanjutnya diteruskan ke seluruh tubuh melalui
aliran darah dan pada akhirnya akan terakumulasi di ginjal ikan. Peningkatan
intensitas patogen dan zat racun yang masuk ke ginjal secara terus menerus akan
merusak ginjal yang dikarenakan terbatasnya kemampuan ginjal untuk menyaring
patogen dan zat racun.

2.8.2 Pengujian Histopatologi Insang

Analisis kerusakan jaringan insang pada penelitian ini yaitu fusi, edema
dan nekrosis, dimana menurut Pratiwi dan Manan (2015) menyatakan bahwa
pengujian histopatolologi berawal dari persiapan sampel ikan kemudian dibedah
dan diambil insangnya. Selanjutnya dilakukanlah fiksasi, dehidrasi (jaringan),
pembuatan blok (jaringan), pengirisan dengan microtom rotary dan terakhir
pewarnaan (jaringan) menggunakan Hematoksilin dan Eosin (HE).

Prosoeryanto, et al. (2010), menyatakan bahwa mikroba sangat mudah

menginfeksi. Perubahan histopatologi insang biasa disebut telangiektasis.



24

Telangiektasis terdapat pada ujung maupun didasar lamela sekunder. Perubahan
patologi lain yaitu hiperplasia (peningkatan jumlah sel lamela). Hiperplasia
merupakan tanda iritasi dan berefek terjadinya penebalan jaringan epitel. Selain
itu juga terjadi edema (bengkak), poliferasi, pendarahan, degenerasi, nekrosis
hingga atropi. Telangeaktasi merupakan efek dari pembendungan lamella
sekunder sehingga terjadi pembesaran menyerupai balon, nekrosis menunjukkan
kerusakan dan perubahan bentuk lamela sekunder. Edema terjadi akibat adanya
pembengkakan pada lamela. Hiperplasia adalah kerusakan dengan pertambahan
ukuran sel lamella. Lamela sekunder yang berhimpitan terjadi akibat hiperplasi
menerus sehingga menyebabkan poliferasi mukus. Selanjutnya fusi adalah
jaringan insang akibat kerusakan epitel. Sedangkan hemoragi dicirikan dengan
adanya spot (bintik) pada jaringan (Juanda dan Edo, 2018).

2.8.3 Pengujian Histopatologi Ginjal

Analisa histopatologi ginjal berguna sebagai marker biologi dalam
mengetahui kesehatan ikan berdasarkan perubahan yang terjadi pada ginjal.
Biomarker histopatologi ginjal digunakan dalam memonitor lingkungan dengan
cara mengamati bagian-bagian yang berfungsi penting dan berguna dalam
metabolisme tubuh ikan untuk memberikan diagnosa awal terhadap gangguan
kesehatan (Tresnati, et al., 2007).

Pratiwi dan Manan (2015) menyatakan bahwa persiapan pembuatan
preparat histopatologi ginjal dapat melalui tahap fiksasi jaringan, memilih jaringan
(Trimming), dehidrasi, pembentukan blok, pengirisan, dan pewarnaan jaringan
yang dilakukan dengan 2 macam zat warna hematoksilin dan eosin. Hematoksilin
berguna untuk memulas inti sel dan memberi warna biru, sedangkan eosin
berguna untuk memulas sitoplasma, jaringan penyambung, dan memberi warna

merah muda.
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Setelah ikan terpapar dalam kurun waktu yang telah ditentukan, maka
ginjal akan mengalami perubahan degeneratif sehingga akan tampak vakuolisasi
yang terlihat di sebagian besar tubulus serta akan terjadi nekrosis. Dimana
dengan meningkatnya durasi paparan juga akan terjadi peningkatan tingkat
keakutan secara degeneratif (Singh, 2012). Asniatih, et al. (2013) menyatakan
bahwa perubahan patologi ginjal ikan yang terinfeksi bakteri dapat dilihat dengan
adanya degenerasi tubulus distal, sedangkan pada glomerulus dan jaringan
hematopoetik akan mengalami nekrotik. Bentuk kerusakan ginjal yang umum
ditemukan pada ikan yang terinfeksi bakteri diantaranya yaitu :

o Nekrosis : kematian atau kerusakan sel dengan Kkarakteristik sel yang
mengalami nekrosis berwarna pucat jika dibandingkan warna normalnya,
jaringan lebih rapuh dan mudah rusak (Pratiwi dan Manan, 2015).

¢ Kongesti : kondisi adanya penggumpalan darah (eriterosit) pada organ tubuh.
Kongesti juga terjadi pada ginjal yang disebabkan adanya gangguan sirkulasi
yang dapat mengakibatkan kekurangan oksigen dan zat gizi (Parameswari, et
al. 2013).

2.8.4 Pengujian Histopatologi Usus

Perubahan histopatologis jaringan akan meningkat seiring dengan
lamanya durasi paparan, dimana organ akan mengalami kerusakan secara
bertahap. Salah satu organ yang biasa terinfeksi bakteri A. salmonicida yaitu usus.
Usus merupakan organ yang sering terpapar mikroba melului oral, khususnya
melalui bahan makanan yang tercemar. Apabila terjadi infeksi maka akan terjadi
peradangan dan akan meningkat menjadi degenerasi, deskuamasi sel dan sekresi
mukus ke dalam lumen, kemudian nekrosis menyebar ke bagian lamina propia dan

jaringan otot licin. Pada epitel mukosa yang sensitif dapat terjadi peradangan yang



26

terlokalisir dan timbul ulcerasi. Pada kasus degenerasi berat, fungsi absorbsi akan
terhenti dan dapat menyebabkan kematian (Ersa, 2008).

Penyakit yang diakibatkan oleh bakteri A. Salmonicida ditandai dengan
adanya hemoragik dan lesi nekrotik di insang, usus, dan otot karena kematian
yang tinggi serta sifatnya yang menular, dimana sebagian besar antibiotik
digunakan untuk terapi furunculosis (Burr, et al., 2002). Perubahan degeneratif
yang sering terjadi pada saluran pencernaan ikan terutama usus yaitu atropi sel-
sel epitel mukosa, nekrosa sel-sel epitel mukosa, dan deskuamasi sel epitel yang
disertai infiltrasi sel limfosit ke lapisan lamina propia dan sub mukosa. Selain itu
dapat juga terjadi dilatasi lumen usus, perdarahan, dan kongesti atau
pembendungan pembuluh darah. Ulser dan deskuamasi menyebabkan mukosa
terlepas dari submukosanya disertai perdarahan. Hal ini bisa terjadi karena parasit

atau benda asing lainnya (Susanto, 2008).



3. KERANGKA KONSEP PENELITIAN

3.1 Landasan Teori

Berdasarkan data Kementrian Kelautan dan Perikanan Republik
Indonesian tahun 2015, Serangan bakteri A. salmonicida telah tersebar disebagian
besar wilayah Indonesia. Bakteri A. salmonicida telah ditetapkan sebagai hama
dan penyakit karantina (HPIK) golongan Il yang perlu kewaspadaan tinggi.
Menurut Mugsith (2013), A. salmonicida merupakan golongan bakteri yang
membutuhkan penanganan lebih lanjut agar tidak tersebar. Menurut Wintoko, et
al. (2013), bakteri A.salmonicida mampu menyerang semua spesies ikan air tawar
tak terkecuali golongan cyprinid seperti ikan koi (C. carpio) yang akan
menimbulkan penyakit yaitu carp erytrodermatitis.

Salah satu alternatif yang digunakan untuk mengatasi permasalahan
tersebut yaitu menggunakan ekstrak daun mangrove A. marina, dimana daun ini
memiliki senyawa antibakteri yang dapat digunakan untuk mengobati ikan koi (C.
carpio) yang terinfeksi bakteri. Ekawaty, et al. (2015) menyatakan bahwa senyawa
yang terdapat dalam daun mangrove A. marina diantaranya yaitu terpenoid,
flavonol, steroid dan senyawa glukosida yang berperan dalam menghambat
pertumbuhan A. salmonicida dengan cara merusak porin yang akan berdampak
pada pengurangan permeabilitas dinding sel bakteri yang berakibat terhambatnya
pertumbuhan bakteri.

Berdasarkan penelitian Zahro dan Agustini (2013), antibakteri berperan
mengganggu permeabilitas mebran sel bakteri sehingga mengalami kerusakan
membran yang berdampak pada keluarnya komponen penting seperti asam
nukleat, nukleotida dan protein. Pasca kerusakan, maka akan berdampak

terhambatnya pertumbuhan atau matinya sel bakteri.
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Gambar 7. Kerangka Konsep
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Daun Mangrove A. marina
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3.4 Penelitian Terdahulu
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No. Judul Tahun Peneliti

1. Efektifitas perendaman benih ikan Afifah, et al. Jurnal sains
mas (C. carpio L.) dalam dan seni pomits. 3 (2)
larutanperasan daun api-api (A. 2014 2337-3520.
marina) terhadap penurunan jumlah
Trichodina sp.

2. Characterization of A. marina Ekawaty, et al. J. Life Sci.
leaves fraction as antibacterial of 2015 Biomed. 5 (5) : 149-152.
Aeromonas salmonicida

3.  Dietary Supplementation of Dhayanithi, et al. Fish &
Avicennia marina extract on Shelfish Immunology. 30 :
immune protection and disease 2015 1-7.
resistance in Amphiprion sebae
againts V. alginoliticus

4, Stable carbon and nitrogen isotope Werth, et al. Flora. 210 :
compositions change with leaf age 2015 80-86
in two mangrove ferns

5.  Antibacterial activity of mangrove A. Ulmursida, et al. AACL
marina leaves extract against 2017 Bioflux. 10 (2) : 372-380.
virgibacillus marismortui and
Micrococcus luteus bacteria

6. Effects of A. marina extract on Kumar, et al.
Labeo rohita (Ham) challenged with bo1s Biotechnology research

Pseudomonas fluorescens

and innovation. 24 : 1-6.

Berdasarkan penelitian terdahulu mengenai mangrove A. marina, telah

menunjukkan bahwa terdapat senyawa aktif yang dapat digunakan sebagai

antibakteri terhadap infeksi bakeri patogen, salah satunya adalah Aeromonas.

Namun belum ada publikasi tentang seberapa besar senyawa aktif daun mangrove

A. marina berdasarkan umur daun secara in vitro terhadap bakteri A. salmonicida

dan secara invivo yaitu pada efek pemberian ekstrak daun terbaik terhadap

histopatologi insang ikan koi pasca infeksi A. salmonicida. Oleh karena itu, perlu

dikaji lebih lanjut mengenai kandungan senyawa aktif terbaik berdasarkan umur

daun beserta karakteristiknya dengan uji aktivitas antibakteri dari ekstrak terhadap
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bakteri secara in vitro maupun in vivo. Chen, et al. (2018) menyatakan bahwa daun
muda dan daun tua memiliki kadar bioaktif yang berbeda berdasarkan hasil uiji
fitokimia. Werth, et al. (2015) menyatakan bahwa usia daun penting untuk
dipelajari dikarenakan memiliki sifat fisiologis yang berbeda jika
dibandingkan dengan daun tua, dimana tumbuhan bakau akan
menggunakan konsentrasi garam dan gula untuk mentoleransi kondisi
lingkungan dalam jaringannya. Selain itu, konsentrasi Na* dan Cl- pada
daun akan meningkat seiring pertambahan usia daun pada tanaman yang

hidup pada daerah bergaram.



4. MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Maret-Juni 2019 di Lab. Budidaya Ikan
divisi Penyakit dan Kesehatan lkan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan,
Fakultas Kedokteran, dan Biosains Universitas Brawijaya Malang serta Lab.

Politeknik Negeri Malang, Lab. Herbal UIN Malang dan Lab. Materia Medika Batu.

4.2 Materi Penelitian
4.2.1 Bahan Penelitian

Bahan uji dalam penelitian ini disajikan sebagai berikut: Ikan koi (C. carpio)
dengan ukuran 7-10 cm dengan berat 8-15 gram berjumlah 270 ekor (Lampiran
2), Pakan yang diberikan berupa pelet ikushu 2mm yang diberikan pagi dan sore
hari dengan FR 4%, daun mangrove A. marina yang diambil dari desa
Betoyokauman, Manyar, Kabupaten Gresik, Jawa Timur, Indonesia dengan titik
koordinat S 7°5°59.7876” E 112°33'47.412”, isolat bakteri A. salmonicida yang
berasal dari BUSKIPM Jakarta (Lampiran 5), kertas label, alkohol 70%, etanol
96%, kapas, tisu, spiritus, akuades, TSB (Tryptone Soya Broth), TSA (Tryptone
Soya Agar), alumunium foil, benang kasur, kertas bekas, yellow tip, etanol 96%,
blue tip, NaCl, plastik wrap, sampel insang ikan koi, kertas cakram, sarung tangan
dan masker. Dimana perbedaan morfologi daun mangrove api-api disajikan pada

Gambar 9.

o

Gambar 9. Morfologi Daun A. marina Muda (A), Tua (B) dan Jatuh (C)
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4.2.2 Alat Penelitian

Alat uji dalam penelitian ini disajikan sebagai berikut: toples plastik 10 liter,
seser 15cm, pipet tetes, timbingan digital ketelitian 0.01 gr, mikroskop cahaya
oregon, aerator set, cover glass, selang aerasi, batu aerasi, selang air,
termometer, botol film, DO meter, pH meter, nampan, botol vial, hotplate, toples
plastic 10It, autoklaf, kulkas, jarum ose, sprayer, spatula, gunting, tabung reaksi,
laminar air flow, mikropipet, inkubator, rak tabung reaksi, bunsen, gelas ukur 10
ml, 50 ml, 100 ml dan 500 ml, tube, lap basah, erlenmeyer, spuit 1 ml, vortex,
washing bottle, spektrofotometer, toples kaca, corong kaca, blender, beaker glass

100 ml, FT-IR, SEM dan LC-MS, rotary vacuum evaporator.

4.3 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental. Wasis (2008)
menyatakan bahwa penelitian metode eksperimen merupakan metode
memanipulasi variabel dan menguji hipotesa yang berbentuk sebab-akibat serta
menguji perubahan akibat pemanipulasian. Efek manipulasi disebut variabel
dependen. Selama memanipulasi perlakuan, peneliti akan mengontrol variabel
luar (extraneous variables) untuk mengetahui perubahan yang terjadi akibat hasil
manipulasi dan bukan akibat variabel lainnya. Sehingga, penelitian eksperimen

haruslah terdapat unsur kelompok kontrol, perlakuan dan interverensi perlakuan.

4.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitan yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Pratisto (2004) menyatakan bahwa RAL merupakan rancangan percobaan
paling sederhana. Sastrosupadi (2000) menyatakan bahwa RAL digunakan untuk
percobaan dengan media atau tempat percobaan yang homogen, oleh karena itu,
RAL banyak digunakan dalam percobaan di laboratorium, peternakan dan rumah

kaca. Akibat media homogen, maka akan menyebabkan media atau tempat
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percobaan tidak memberikan efek atau pengaruh pada objek yang diamati dimana

model RAL adalah sebagai berikut :

Yff=,ll+ Ti+EI'j

Keterangan:

Yij : nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
M : nilai rata-rata
Ti : pengaruh perlakuan ke-i

€ij : pengaruh galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j

Penelitian ini menggunakan 2 kontrol (positf dan negatif) sebagai
pembanding. Kontrol positif dengan infeksi bakteri dan pemberian ekstrak murni,
sedangkan kontrol negatif dengan perlakuan infeksi bakteri namun tanpa
pemberian ekstrak, sehingga diperoleh 5 perlakuan dengan 3 kali ulangan dimana
konsentrasi ditentukan dari hasil pada Lampiran 7. Perlakuan dengan pemberian
ekstrak daun tua mangrove A. marina dalam penelitian ini dirinci sebagai berikut :

Perlakuan A : perendaman pada ekstrak daun 75 ppm

Perlakuan B : perendaman pada ekstrak daun tua 125 ppm

Perlakuan C : perendaman pada ekstrak daun tua 175 ppm

Perlakuan D : perendaman pada ekstrak daun tua 225 ppm

Perlakuan E : perendaman pada ekstrak daun tua 275 ppm

Perlakuan Kontrol (+) : infeksi bakteri dengan pemberian antibiotik 50 ppm

Perlakuan Kontrol (-) : infeksi bakteri namun tanpa pemberian ekstrak

)

OEE
000
OEE

©0/00)
000

Gambar 10. Denah Penelitian



35

Keterangan :

A-B-C = Perlakuan Penelitian

K(+) = Kontrol Positif

K(-) = Kontrol Negatif

1-2-3 = Perlakuan Ulangan

4.5 Prosedur Penelitian

4.5.1 Penelitian Tahap 1

4.5.1.1 Pembuatan Ekstrak Daun Mangrove A. marina

Uji antibakteri dengan menggunakan daun mangrove A. marina dilakukan
dalam beberapa tahap, tahap awal yaitu daun diambil dari ekosistem mangrove
sekitar tambak daerah Sembayat, Gresik, Jawa Timur, Indonesia. Sampel daun
(daun muda, daun tua dan daun jatuh) kemudian dikumpulkan sebanyak 2kg tiap
sampel dan dikeringkan, selanjutnya simplisia kering dihaluskan hingga menjadi
serbuk menggunakan blender. Setiap sampel serbuk direndam dalam 1 liter
pelarut etanol. Setelah direndam selama 24 jam, sampel dipisahkan dari ampas
dengan proses penyaringan menggunakan kertas saring. Jika telah terpisah, filtrat
diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak daun
mangrove A. marina murni dan ekstrak dapat disimpan dalam kulkas.

Menurut Ulmursida, et al., (2017) dan Ekawaty, et al. (2015) perbandingan
pelarut dan bahan sampel yaitu minimal 1:3 dan selanjutnya direndam seluruhnya
selama minimal 24 jam. Menurut Kumar, et al. (2018), daun mangrove setelah
diambil, kemudian dicuci dan dikeringkan pada suhu kamar. Setelah kering,
kemudian daun dihaluskan menggunakan blender. Bubuk daun hasil penggerusan
ditarik senyawa aktifnya menggunakan etanol. Dimana senyawa aktif berupa
ekstrak dapat disimpan pada suhu 4°C. Menurut Ekawaty, et al. (2015), proses

evaporasi dilakukan pada suhu 40°C, sedangkan penarikan bahan aktif dari
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beberapa pelarut dalam uji antibakteri berupa daya hambat menggunakan cakram
mulai dari yang terbaik secara berurutan yaitu etanol, n-heksan dan etil asetat.
4.5.1.2 Uji Fitokimia
Uji fitokimia merupakan uji yang berguna untuk memberi gambaran

senyawa dalam ekstrak uji yang mencakup pemeriksaan alkaloid, saponin,
terpenoid, tanin, flavonoid dan polifenol (Simaremare, 2014). Langkah kerja uiji
fitokomia adalah sebagai berikut :
- Uji Alkaloid

5 ml ekstrak daun mangrove A. marina diberi H.SO4 2 ml kemudian dikocok
hingga terbentuk 2 lapisan, lapisan asam teratas diambil dan selanjutnya ditetesi
pereaksi Meyer (Wagner dan Dragendrof). Ekstrak yang positif yang mengandung
alkaloid akan memiliki endapan putih, coklat dan merah jingga.
- Uji Flavonoid

3 ml ekstrak daun mangrove A. marina diberi 0,5 gr serbuk Mg, 1 ml HCL pekat
dan dikocok kuat. Jika hasil positif mengandung flavonoid, maka akan muncul
warna merah, kuning atau jingga.
- Uji Saponin

Air panas (5 ml) dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah berisi 0,5 gram
ekstrak daun mangrove A. marina dan selanjutnya dihomogenkan serta dibiarkan
selama 10 menit. Ekstrak akan positif mengandung saponin apabila terbentuk buih
yang stabil.
- Uji Steroid

Ekstrak daun mangrove A. marina (3 ml) diberi 3 tetes asam asetat anhidrat
serta 1 tetes asam sulfat pekat secara berurutan, kemudian dikocok secara
perlahan dan dibiarkan selama beberapa menit. Jika mengandung steroid maka

akan terlihat warna hijau atau biru kehitaman.
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- Uji Tanin

1 ml ekstrak daun mangrove A. marina ditambahkan 1 ml FeCl; 1 %, apabila
positif tanin, maka akan terbentuk warna hijau kehitaman.
- Uji Triterpenoid

3 ml ekstrak daun mangrove A. marina ditambahkan 3 tetes asam asetat
anhidrat serta 1 tetes asam sulfat pekat (berurutan), kemudian kocok secara
perlahan dan biarkan beberapa menit. Jika mengandung triterpenoid maka akan
terbentuk warna merah atau ungu.
4.5.1.3 Uji Sprektrofotometer Inframerah (FT-IR)

Proses analisa senyawa menggunakan FT-IR yaitu dengan mengambil
sebanyak 0.5 mg sampel kemudian dicampurkan dengan 180 mg KBr dan
dihomogenkan sampai membentuk pelet. Lalu dilakukan pengukuran dengan
spektrum FT-IR dengan panjang gelombang 4000-400 cm dan dianalisa hasilnya
(Rohaeti, et al., 2011). Sampel sebelum diuji FT-IR terlebih dahulu disentrifugasi
pada 10.000 rpm selama 15 menit dan sampel kering dicampur dengan pellet KBr
yang digunakan dalam pengukuran FT-IR. Spektrum direkam dalam kisaran 4000-
400 cm menggunakan spektrometer Thermo Nicolet Nexus 670 dalam mode
reflektansi difus yang beroperasi pada resolusi 4 cm™ (Mallikarjuna, et al., 2011).

Untuk menghilangkan residu atau senyawa biomassa bebas yang bukan
ligan penutup nanopartikel dapat dilakukan dengan sentrifugasi pada 5000 rpm
selama 10 menit dan suspensi yang dihasilkan disebarkan kembali dalam 10 ml
air suling steril. Proses sentrifugasi dan redispersi diulangi tiga kali. Setelah itu,
suspensi freeze dried untuk mendapatkan bubuk kering. Akhirnya, nanopartikel
kering dianalisis oleh FTIR Nicolet Avatar 660 (Nicolet, USA) (Jain, et al., 2009).
4.5.1.4 Uji Kromatografi Cair (LC-MS)

Uji sampel dilakukan dengan peralatan LC-MS/MS . Kolom yang digunakan

dengan spesifikasi Hypersil Gold (50mm x 2.1mm x 1.9um). UHPLC merk
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ACCELLA type 1250 buatan Thermo Scientific yang terdiri dari degasser vakum,
pompa quartener, autosampler termostatik dikendalikan personal computer
melalui program x-calibur 2.1. Pelarut A = 0,1% asam format dalam Air dan B =
0,1% asam formiat dalam acetonitrile. Sebuah gradient fase gerak dengan
kecepatan 300 pl/menit dengan pengaturan 0.0-0.6 menit 10%B, 0.6-5.0 menit
55%B, 5.0-5.5 menit 55%B, 5.5-5.75 menit 10%B, 5.75-7.5 menit 10%B. Volume
injeksi pada LC adalah 2 pL pada suhu 16°C . Kolom dikontrol pada 30°C, dan
kompartemen autosampler ditetapkan untuk 16°C. Penggunaan MS/MS Triple Q
(quadrupole) spektrometer massa TSQ quantum access max dari thermo finnigan
dengan sumber ionisasi ESI (electrospray ionization) dikendalikan oleh software
TSQ tune yang dioperasikan dengan mode negative. Penentuan kualitatif dengan
metode SRM (selecterd reaction monitoring) diatur pada Tabel 2. Dimana Kondisi
ionisasi ESI adalah sebagai berikut: tegangan spray 2.5 kV ; Suhu penguapan
250°C; Suhu kapiler, 300°C; nitrogen sebagai sheath gas pressure 40 psi, dan Aux
gas pressure 10 psi dengan gas argon.

Tabel 2. Optimasi parameter massa analit

lon Molekul Precursor lon Product lon
Q1 (m/z) Q2 (m/z)
Quercetin 301 179
Dihydroquercetin 303 286
Berberine 334 288
Papaverine 338 292
Quercetin-3-O-B-D-xylopyranoside 433 300
Quercetin-3-0O-B-D-galactopyranoside 463 301
Isohametin-7-O-pentoside 477 301
Rutin 609 300

4.5.2 Penelitian Tahap 2 (Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vitro)
4.5.2.1 Uji SEM (Scanning Elektron Microscopy)
Metode preparasi SEM sampel bakteri A. salmonicida yang dilakukan di

Biosains Universitas Brawijaya dilakukan dalam beberapa tahap, tahap pertama
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yaitu mengkultur bekteri pada media cair (TSB) selama 18-24 jam hingga
kepadatannya 102 cfu/ml dengan mengukur OD, selanjutnya mengambil 1ml
kultur dan disentrifuse sebanyak 1x (2000gr, 4°C) selama 10 menit. Langkah
selanjutnya yaitu mencuci sampel sebanyak 2x mengunakan NaCl fisiologis dan
disentrifuse (2000gr, 4°C) selama 10 menit. Setelah disentrifuse selanjutnya di
diinkubasi menggunakan glutaraldehide 3% selama 30 menit dan
diresuspendedkan. Setelah langkah tersebut selesai selanjutnya dicuci
menggunakan PBS 3X dan disentrifuse 3x10 menit (2000gr, 4°C) dan diambil
menggunakan pipet dan ditaruh pada cover glass yang kemudian
dikeringanginkan diatas bunsen. Setelah kering, sampel didehidrasi menggunakan
alkohol berseri (30, 50, 70, 80, 90, dan 96%), selanjutnya dicoating menggunakan
emas dan sampel dapat diamati menggunakan mikroskop SEM TM 3000.
Perlakuan yang diuji yaitu A. salmonicida normal, perlakuan kedua A. salmonicida
diberi ekstrak daun mangrove A. marina berkonsentrasi 225ppm dan pemberian
chloramphenicol berkonsentrasi 50ppm. Kemudian kerusakan sel A. salmonicida
dianalisis dengan membandingkan foto hasil SEM (kondisi normal, pemberian
antibiotik dan pasca bakteri diberi ekstrak daun mangrove A. marina sehingga
tampak gambaran kerusakan dinding sel bakteri. Dari hasil analisis kerusakan
tersebut kemudian dilanjutkan pada tahap uji antibakteri selanjutnya. Hal tersebut
sesuai dengan pernyataan Nursidika, et al. (2014) yang menyatakan bahwa dalam
menentukan mekanisme antimikroba dapat dilakukan dengan metode SEM.
Prinsip kerja dari SEM yaitu pembuatan gambar berdasarkan deteksi elektron baru
(sekunder) atau pantul yang tampak atau muncul dari permukaan sampel ketika
permukaan sampel tersebut dipindai dengan menggunakan sinar elektron.
Elektron pantul yang terdeteksi kemudian akan diperkuat sinyalnya. Selanjutnya,
besaran amplitudo ditampilkan dalam gradasi gelap terang di layar monitor CRT

(cathoderay tube). Layar CRT tersebut akan menunjukkan struktur objek yang
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sudah diperbesar sehingga tampak jelas. Ketika beroperasi, SEM tidak
membutuhkan sampel yang ditipiskan, oleh karenanya ia dapat digunakan untuk
melihat objek dengan sudut pandang 3 dimensi.

4.5.2.2 Uji MIC (Minimum Inhibiton Concentration)

MIC menggunakan TSB steril (4,5ml) yang selanjutnya dimasukkan
kedalam tabung reaksi. Kemudian ekstrak daun tua mangrove A. marina (0.5ml)
ditambahkan pada setiap tabung reaksi berisi TSB dengan dosis yang telah
ditentukan. Dosis pada uji MIC berdasarkan uji log (penelitian pendahuluan) dalam
penentuan dosis awal, pasca uji log diperoleh hasil, maka hasil tersebut
selanjutnya akan dibuat range yang lebih kecil untuk dilakukan uji MIC. Uji MIC ini
menggunakan 2 kontrol (positif dan negatif), dimana kontrol positif dengan
pemberian antibakteri sintetis (Chloramphenicol) sebanyak 50 ppm dengan
volume 0,5ml dan kontrol negatif tanpa pemberian ekstrak. selanjutnya tiap tabung
reaksi diberi 0,1 ml isolat bakteri (108 CFU/ml) dan diinkubasi pada suhu 32°C
selama 24 jam. Setelah 24 jam, media uji diperiksa tingkat kekeruhan dan diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer (panjang gelombang 570 nm).

Rinawati (2011) menyatakan bahwa MIC adalah untuk mengetahui
konsentrasi ekstrak minimal dalam menghambat pertumbuhanbakteri. Metode
MIC dilakukan secara dilusi cair. Menurut Suciati, et al. (2012), pengujian MIC
ekstrak mangrove dapat dilakukan dengan menggunakan media broth steril yang
kemudian ditambahkan konsentrasi ekstrak yang telah ditentukan serta diberi
bakteri dengan kepadatan 108 CFU/ml yang selanjutnya diinkubasi selama 24 jam.
Sebagai kontrol positf, Maftuch, et al. (2018) menyatakan bahwa penggunaan
chloramphenicol dapat digunakan sebagai antibakteri A. salmonicida dengan
dosis 5ppm. Apriyanto, et al. (2014) menyatakan bahwa langkah awal dalam uji
MIC yaitu memasukkan media broth kedalam tabung reaksi sebanayk 4,5ml

kedlalam tabung reaksi perlakuan serta menambahkan 0,5ml antibiotik (kontrol
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positif) atau ekstrak sesuai dosis yang telah ditentukan dan menambahkan isolat
bakteri sebanyak 0,1 ml.
4.5.2.3 Uji Cakram

Uji cakram berguna agar diketahui daya hambat dari pemberian ekstrak
daun tua mangrove A. marina yang dilihat dari luasan zona bening disekeliling

kertas cakram. Dimana prosedur kerja uji cakram adalah sebagai berikut:

Cawan petri bermedia TSA steril disiapkan terlebih dahulu.

e Paper disk (blank) steril direndam dalam larutan daun mangrove A. marina
dengan dosis yang telah ditentukan.

e Perlakuan dosis berdasar dari Uji MIC sehingga dosis telah sesuai untuk
perlakuan. dimana konsentasi yang digunakan yaitu 75, 125, 175, 225 dan 275
ppm. .

¢ Bakteri dengan kepadatan yang telah ditentukan diambil sebanyak 0,1 ml dan
dimasukkan pada cawan ber-TSA serta disebar pada seluruh permukaan TSA
menggunakan triangle.

e Setelah kertas cakram direndam, kertas cakram dapat diambil dan diletakkan
pada bagian tengah media agar.

e Selanjutnya cakram diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 32°C.

e Pengamatan media dilakukan dengan mengukur diameter zona bening
(hambat) disekitar kertas cakram dengan menggunakan jangka sorong digital.

Saptiani, et al. (2018) menyatakan bahwa dalam uji cakram, media yang
digunakan sebagai nutrisi bakteri yaitu menggunakan media TSA steril. Menurut

Suciati, et al. (2012), Uji antibakteri dapat dilakukan dengan mengambil sebanyak

0,1 ml biakan bakteri (108 CFU/mI) dan dituangkan ke dalam cawan petri ber-TSA

padat. Selanjutnya paper disk yang telah direndam dalam konsentrasi ekstrak (3

menit (Jampil, et al. 2017)) diletakkan pada permukaan media dalam cawan uji
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dan diinkubasi selama 24 jam. Menurut Ulmursida, et al. (2017) dalam menguji
seberapa besar dampak dari pemberian ekstrak dan apabila metode difusi
tersebut menunjukkan hasil positif, maka hasil luas zona bening akan diperoleh
dengan cara mengurangi diameter zona bening dikurangi diameter kertas cakram
(6mm). Sari dan Hasibuan (2017) menyatakan bahwa aktifitas daya hambat dapat
dilihat dari seberapa penampakan zona bening di sekitar kertas cakram. Dimana
klasifikasi respon hambat pertumbuhan disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Klasifikasi Respon Daya Hambat Pertumbuhan Menurut Pan, et al.

(2009).
Diameter zona bening Respon hambat pertumbuhan
0-3mm Lemah
3-6mm Sedang
>6 mm Kuat

4.5.3 Penelitian Tahap 3 (Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vivo)
4.5.3.1 Persiapan Wadah dan lkan Uji

Wadah pemeliharaan dan uiji disterilkan terlebih dahulu dengan cara dicuci
menggunakan sabun, direndam dalam kalium permanganat (KMNO4), selanjutnya
dibilas, direndam air steril selama 24 jam dan dikeringkan. Langkah selanjutnya
yaitu menata wadah agar tidak ada pengaruh lingkungan yang signifikan dan
mudah dalam proses pengamatan (Saptiani, et al. 2018). Ikan uji yang digunakan
yaitu ikan koi (C. carpio) yang berasal dari Blitar dengan jumlah 258 ekor (LC50
24 ekor, LD50 24 ekor dan perlakuan 210 ekor) ukuran 5-8 cm selanjutnya
diaklimatisasi selama 7 hari pada akuarium hingga ikan tampak sehat (lincah dan
nafsu makan normal) dan siap digunakan.

Menurut Jampil, et al. (2017), dalam menguji seberapa efektif pemberian

ekstrak mangrove terhadap ikan C. carpio yang terinfeksi A. salmonicida maka
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dapat dilakukan dengan menggunakan ikan berukuran 5-8cm dengan
perbandingan jumlah ikan dan volume air (L) pada setiap perlakuan yaitu 1:1.
Widiastuti (2009) memaparkan bahwa selama penelitian, ikan diberi pakan dengan
FR sebanyak 4% dengan frekuensi pemberian pakan pada pagi dan sore hari.
Setelah diaklimatisasi, maka ikan siap digunakan. Persiapan alat perlu dilakukan
guna mendukung kondisi optimal hidup ikan agar memperoleh hasil maksimal
yang meliputi aerator set, DO meter, pH meter, serta penataan toples plastik
sebagai tempat pemeliharaan.
4.5.3.2 Patogenitas A. salmonicida dengan LD50 (Lethal Dossage 50)
Pengujian LD50 (Lethal Dossage 50) dilakukan untuk menentukan waktu
yang dibutuhkan bakteri agar dapat membunuh sebanyak 50% ikan uji (Jampil, et
al. 2017). Pada awalnya, bakteri dikultur pada media TSB (Tryptone Soya Broth)
dan diukur kepadatannya dengan menggunakan regresi. Selanjutnya dilakukan
pengenceran sehingga diperoleh kepadatan 10%°,10°, 108, 107, 105, 10° dan 10*
CFU/ml. Kemudian ikan sehat disiapkan dengan perbandingan jumlah ikan dan
volume media yang digunakan yaitu 1:1. Pengamatan kematian ikan selanjutnya
dilakukan selama 96 jam karena merupakan waktu yang umum digunakan dalam
bioassay berskala pendek (Wulandari, et al. 2014). Dimana pada uji LD50 ini
menggunakan perbandingan ikan dan media air sebesar 1:1. Sedangkan untuk
perhitungan suspensi bakteri dihitung menggunakan rumus berdasar Taufik dan

Setiadi (2012) sebagai berikut :

N1xV1=N2xV2

Keterangan :

N1 : Kepadatan populasi di media TSB (CFU/ml)
N2 : Kepadatan populasi yang dikehendaki (CFU/ml)
V1 : Volume suspensi bakteri dalam media TSB yang dibutuhkan

V2 : Volume air dalam wadah pemeliharaan ikan
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Uji LD50 dilakukan pada toples berkapasitas 10 liter dengan kepadatan bakteri
yang diberikan adalah sebagai berikut :

: Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10° CFU/m|
: Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10* CFU/m|

: Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10° CFU/ml

A

B

C

D : lkan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 106 CFU/ml

E : Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10 CFU/mI

F : Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 108 CFU/ml

G : Ikan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10° CFU/ml

H : lkan koi diinfeksi A. salmonicida dengan kepadatan sebesar 10'° CFU/mi

Selanjutnya, setelah data diperoleh maka dimasukkan dalam perhitungan

nilai LD50 menurut Assagaf, et al. (2013) sebagai berikut :

LogLD50=Log D +d (f+1)

Keterangan :

D = dosis terkecil yang diberikan
d = Logaritma kelipatan dosis
f = Faktor (Tabel Weil)

4.5.3.3 Uji Toksisitas Ekstrak Daun Mangrove A. marina dengan LC50

LC50 (Lethal Concentration) berguna untuk mengetahui konsentrasi
ekstrak daun mangrove tua yang dapat menyebabkan 50% organisme uji
mengalami kematian (Suciati, et al. 2012). Ikan (C. carpio) disiapkan sebanyak 24
ekor beserta wadah pengamatan bervolume media 4L dengan konsentrasi ekstrak
daun yang telah ditentukan dengan menggunakan rumus pengenceran seperti
pada LC50 dan diamati berturut-turut hingga 96 jam. Pengujian diulang apabila
ikan pada perlakuan kontrol mengalami kematian diatas 10% (Taufik dan Setiadi,
2012). Uji toksisitas sampel yang hendak diuji menurut Puspitasari, et al. (2018)
ekstrak akan bersifat toksik apabila diperoleh nilai LC50 <1000 ug/ml.

Uji LC50 dilakukan pada toples berkapasitas 4 liter dengan konsentrasi

ekstrak yang diberikan adalah sebagai berikut :
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A : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak O ppm

B : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak 75 ppm
C : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak 125 ppm
D : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak 175 ppm
E : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak 225 ppm
F : Ikan koi dengan pemberian ekstrak daun tua A. marina sebanyak 275 ppm

4.5.3.4 Infeksi A.salmonicida dan Perendaman Ekstrak

Uji patogenitas dilakukan dengan metode perendaman dengan kepadatan
bakteri dan konsentrasi ekstrak yang telah ditentukan. Penggunaan metode
perendaman dipilih karena bersifat lebih aplikatif. Cara mengendalikan Aeromonas
sp. dapat dilakukan dengan melalui perendaman, penyuntikan atau dicampur
dengan pakan (Amanu, et al., 2014). Penginfeksian ikan dilakukan dengan
pemberian bakteri berkepadatan 108 cfu/ml karena pada dosis tersebut telah teruii
mampu merusak sel (patogen) (Mangunwardoyo et al., 2010) dimana ikan
direndam selama 30 menit (Hardi, et al. 2014). Pengobatan dengan pemberian
ekstrak A. marina diberikan dengan cara menambahkan ekstrak daun tua
mangrove A. marina berkonsentrasi 75, 125, 175, 225 dan 275 sesuai perlakuan
dengan tiga kali pengulangan selama 24 jam (Pratama, et al. 2017), kemudian
dipindahkan pada media baru yang selanjutnya ikan dipelihara dan diamati hingga
168 jam (7 hari) (Hardi, et al. 2014).

Setelah pengobatan dan data telah didapatkan, kemudian data antar
perlakuan dianalisis dan dibandingkan dengan perlakuan kontrol, Untuk melihat
efek yang diberikan dapat dilakukan uji histopatologi, dimana organ diambil dan
disimpan dalam botol dengan kadar formalin menurut Aminah, et al. (2014)
sebesar 10% sebelum dilakukan pemotongan.
4.5.3.5 Kelulushidupan lkan (SR)

SR ikan koi (C. carpio) dilihat pasca pemeliharaan dengan cara

menghitung jumlah ikan mati dan hidup dari tiap perlakuan (kontrol maupun uiji).
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Jumlah ikan mati dan ikan hidup kemudian dimasukkan dalam rumus SR (Survival

Rate) (Aniputri, et al., 2014) sebagai berikut:

Nt
SR = — x 100%
No
Keterangan :

SR : Kelulushidupan (%)
Nt : Jumlah ikan diakhir penelitian (ekor)
No : Jumlah ikan diawal penelitian (ekor)
4.5.3.6 Pengujian Histopatologi Insang, Ginjal dan Usus

Andayani, et al. (2018) menyatakan bahwa pengambilan organ dilakukan
pada semua ikan uji. Jaringan tersebut kemudian dibersihkan menggunakan
aquades dan dimasukkan dalam botol plastik telah berisi formalin 10%. Langkah
selanjutnya yaitu membuat preparat histopatologi. Dimana langkah-langkah yang
dilakukan sebagai berikut :
a. Tahap Fiksasi

Sampel insang ikan uji diambil kemudian direndam dalam larutan formalin
10% selama 24 jam.
b. Tahap Dehidrasi

Memasukkan sampel ke dalam botol beralkohol dengan kadar berbeda
(alkohol 70%, 80%, 96% dan alkohol absolute).
c. Tahap Clearing

Tahap clearing berguna untuk mentransparankan dan menggantikan
larutan alkohol dari jaringan insang yang dilakukan dengan cara mencelupkan

insang ke dalam larutan xylol 1 selama 1 jam dan xylol 2 selama 1 jam.
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d. Tahap Impregnasi

Tahap impregnasi merupakan tahap yang bertujuan agar keadaan jaringan
dengan bahan pengeblokan (embedding) sama dan dapat dilakukan dengan cara
mencelupkan bahan tersebut ke parafin cair pada suhu 56-60°C selama 2 jam,
kemudian mencelupkannya kembali dalam paraffin cair pada suhu 56-60°C
selama 2 jam.

e. Tahap Embedding (Pengeblokan)

Tahapan ini berguna agar penyayatan dengan menggunakan mikrotom
menjadi lebih mudah. Setelah penyayatan (bahan sudah diblok selesai),
selanjutnya hasil sayatan dimasukkan ke dalam waterbath (suhu 45°C), kemudian
hasil sayatan yang terbaik dipilih dan siapkan obyek glass guna persiapan
pewarnaan HE (Haematoxylin Eosin). Setelah itu, keringkan pada oven dengan
suhu 45°C selama 24 jam.

f. Teknik Pewarnaan Jaringan HE (Haematoxylin Eosin)

Pewarnaan HE dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu deparafinisasi,
hidrasi, cat utama, dehidrasi dan clearing.
g. Tahap Mounting

Merupakan prosedur terakhir dalam pembuatan preparat sebelum dapat
diamati yang bertujuan untuk mempermudah proses pengamatan. Preparat
selanjutnya dilem dengan entelen new, kemudian ditutup dengan cover glass
namun jangan terdapat gelembung. Selanjutnya preparat dibiarkan dalam suhu
ruang hingga lem mengering dan diamati dengan mikroskop menggunakan

perbesaran 400x.

4.6 Parameter Penunjang Penelitian
Paramater penunjang yang dapat mendukung data pada panelitian ini

antara lain :
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e Suhu dan DO yang diukur menggunakan DO meter
e pH air yang diukur dengan pH meter ATC
e Pengukuran dilakukan pada pukul 08.00 WIB dan 17.00 WIB.

Menurut Nasution, et al. (2014), pengukuran kualitas air seperti DO, pH
dan suhu dapat dilakukan pada pagi dan sore hari. Hal serupa juga dinyatakan
oleh Khalil, et al. (2015) yang menyatakan bahwa dalam mengukur kualitas air
(DO, pH dan suhu) dapat dilakukan pada pukul 08.00 WIB dan 17.00 WIB disetiap

harinya.

4.7 Analisis Data

Data kemudian analisis secara statistik dengan analisis keragaman atau uji
F (ANOVA) dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Pengujian
dilakukan agar diketahui pengaruh perlakukan (variabel-variabel bebas) terhadap
respon tiap parameter yang diukur (uji F). Apabila nilainya berbeda nyata atau
berbeda sangat nyata, maka akan dilanjutkan dengan uji BNT (beda nyata terkecil)
untuk menentukan perbedaan setiap perlakuan (Sastrosupadi, 2000). Sedangkan
agar diketahui hubungan antara perlakuan dan jumlah kerusakan jaringan insang,
dilakukanlah uji polynomial orthogonal. Data selanjutnya dihitung menggunakan

Ms. Excel 2013.

/_
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Gambar 11. Alur Skoring (Gerak Zig-Zag) (Siswandari, 2005).

Analisis yang digunakan untuk mengetahui tingkat kerusakan insang ikan

koi (C. carpio) pasca diberi perlakuan, maka selanjutnya dilakukanlah skoring
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dengan menghitung area yang terwarna yang dilakukan secara manual dengan
menghitung presentasenya. Pembacaan area dimulai dari tepi kiri (sesuai dengan
posisi ekor preparat) ke arah kepala, selanjutnya turun ke bawah dan kembali
bergeser ke arah ekor (gerak zig-zag). Dimana alur perhitungan skoring disajikan
pada Gambar 11.

Menurut Maftuch, et al. (2015), presentase nilai skoring terhadap
persentase tingkat kerusakan disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai Skoring dan Presentase Kerusakan Jaringan

Nilai Skoring Presentase kerusakan (%) Keterangan
0 0 Tidak Rusak
1 1-25 Sedikit
2 26-50 Sedang
3 21-75 Banyak
4 76-100 Sangat Banyak




5. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Penelitian Tahap 1
5.1.1 Ekstraksi Daun Mangrove A. marina

Ekstraksi daun mangrove A. marina yang dipisahkan berdasarkan usia
(muda, tua dan jatuh) menunjukkan adanya perbedaan warna dan jumlah
rendemen. Hasil ekstraksi serbuk daun mangrove A. marina disajikan pada Tabel
5 dan selengkapnya disajikan pada Lampiran 4.

Tabel 5. Hasil Ekstraksi 150gr Daun Mangrove A. marina

Usia Warna Ekstrak ~ Berat Ekstrak (gr) Rendemen (%)
Muda Hijau Tua 3.06 2.04

Tua Hijau Tua 5 3
Jatuh Kuning 4.29 2.86

Tabel 5 menunjukkan bahwa daun tua memiliki kadar rendemen tertinggi
sebesar 3% dan terendah pada daun muda sebesar 2.04%. Salah satu penyebab
utama daun tua memiliki rendemen tertinggi yang mencapai 3% dikarenakan daun
tua memiliki akumulasi senyawa metabolit sebagai bentuk pertahanan dirinya
terhadap kondisi lingkungan. Berdasarkan uji fenolik oleh Hanin dan Pratiwi
(2017), daun dewasa memproduksi metabolit sekunder fenolik yang relatif tinggi
serta didukung juga oleh Anwar, et al. (2017) dengan membandingkan kadar
fenolik berdasarkan usia daun pada tanaman, dimana daun tua memiliki
kemampuan yang lebih besar dalam mensintesis metabolit sekunder yang
menyebabkan kandungan fenolik dan flavonoid pada daun dewasa cenderung
lebih tinggi. Menurut Thi dan Hwang (2014), daun tua memiliki kecenderungan
untuk mempunyai kandungan bioaktif yang lebih banyak dibandingkan daun muda,
dimana senyawa bioaktif tersebut merupakan hasil dari proses metabolit sekunder

tanaman.
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5.1.2 Uji Fitokimia

Hasil skrining fitokimia 6 senyawa di 3 usia daun (muda, tua dan jatuh)
menunjukkan hasil yang berbeda dan memberikan informasi bahwa daun tua
memiliki kadar bioaktif yang lebih beragam daripada daun jatuh dan daun muda.
Dimana hasil skrining fitokimia disajikan pada Tabel 6 dan lebih lengkap disajikan
pada Lampiran 4.

Tabel 6. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Serbuk Daun Mangrove A. marina

Identifikasi Senyawa

Sampel
Flavonoid Alkaloid Tanin Triterpenoid Steroid Fenol
Muda - - + - - +
Tua + + + + - +
Jatuh + + + 4 \ +

Menurut Permata dan Asben (2017), jumlah bioaktif pada daun dipengaruhi
oleh perbedaan usia dimana dapat dicirikan dengan perbedaan warna daun.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Karimuna (2015) bahwa kadar bioaktif
daun akan meningkat seiiring dengan bertambahnya usia bahkan kandungan pada
tiap posisi daun dalam tangkai memiliki perbedaan yang sangat dipengaruhi oleh
ketersediaan unsur hara pada daerah tersebut. Jones (1998) menyatakan bahwa
daun tua juga merupakan masa dimana kekurangan unsur N dapat diketahui.
Unsur hara N sangat berguna dalam pertumbuhan tanaman, dan apabila ia
berkombinasi dengan unsur lain, maka akan menghasilkan senyawa bioakitif
seperti basa purin, alkaloid dan sebagainya.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Schimel dan Hattenschwiler
(2007), menyatakan bahwa daun jatuh yang berada di permukaan tanah akan
mengalami proses dekomposisi yang dapat menyebabkan berkurangnya
kandungan dari daun tersebut, dimana daun yang memiliki kandungan N tinggi

akan mentransfer N tersebut akibat adanya pergerakan nitrogen pada mikrosit
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yang merupakan kontrol penting dalam kontrol siklus N. Pergerakan transfer ini
akan menyebabkan dekomposisi seresah yang tidak merata. Hal tersebut
merupakan hasil dari mineralisasi N oleh mikroba yang memiliki akses pertama ke
N untuk mengontrol seberapa banyak N yang dipindahkan ke mikrosit lain dalam
sistem. Karimuna (2015) menyatakan bahwa unsur hara dan perbedaan umur
daun berkolerasi lurus pada jumlah bioaktif yang tekandung dalam daun tersebut,
dimana daun tua memiliki kadar bioaktif yang lebih tinggi daripada daun muda.
Sehingga dari penyataan diatas mengindikasikan bahwa berkurangnya kadar
senyawa pada daun jatuh merupakan efek dari adanya dekomposisi bahan
organik dimana menurut Hanum dan Kuswytasari (2014), dekomposisi merubah
bentuk fisik maupun kimia yang disebut sebagai mineralisasi dimana bakteri
mengurai partikel-partikel organik yang dibantu dengan enzim sehingga dapat
mengurangi kadar senyawa di dalam daun.

5.1.3 Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Hasil yang ditunjukkan pada uji FTIR menunjukkan perbedaan pada setiap
umur daun, dimana daun tua memiliki berkas serapan terendah dan tertinggi yang
selanjutnya diikuti oleh daun muda dan daun jatuh yang disajikan pada Gambar
12, 13 dan 14. Spektrum infra merah menunjukkan pita-pita serapan yang berasal
dari gugus hidroksil, alifatik, ikatan rangkap terisolasi hingga eter (Harizon, et al.
2014). Spektrum inframerah yang menunjukkan gugus fungsi O-H, C=0, C=C, C-
H, C-OH, dan C-O menandakan bahwa ekstrak positif mengandung senyawa
flavonoid (Nugraha, et al. 2017). Dimana penamaan gugus fungsi berkas serapan
berdasarkan Bruno, et al. (2010), Harizon, et al. (2014), Sopiah (2014), Jain, et al.

(2016) dan Ningrum, et al. (2017) disajikan pada Tabel 7, 8 dan 9.



%Transmittance

_Mangrove Muda

2926012 169.775

3444.084 2648.075

rr———
3800

s o B 1
3600 3400 3200 3000 2800 ZR00

v
2400

-
2200 2000

R
1800

1339.901 24977

1457.087 35647
1309.054 62103
668.765 25.006

520.960 10657

1633807 284.647

[E

|
PR . — T ]
1600 1400 1200 1000 800 600 4

Gambar 12. FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Muda)

Tabel 7. Uji FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Muda)
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No. Berkas Serapan Gugus Fungsi
1. 1633.807 C=C Alkena, O-Quinone,
Polyquercetin
2. 3444.084 O-H Fenol
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Gambar 13. FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Tua)
Tabel 8. Uji FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Tua)

No. Berkas Serapan Gugus Fungsi

1. 1635.247 C=C Aroinatik, O-Quinone,
Polyquercetin

2. 3425.717 O-H Alkohol, Fenol
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Gambar 14. FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Jatuh)
Tabel 9. Uji FTIR Ekstrak Daun Mangrove A. marina (Jatuh)

No. Berkas Serapan Gugus Fungsi

1. 1650.850 C=C Aroinatik, Alkena, O-
Quinone, Polyquercetin

2. 3424.264 O-H Alkohol, Fenol

5.1.4 Kromatografi Cair (LC-MS)

Kromatografi cair dengan kombinasi spektrometer massa bertujuan untuk
mendeteksi ada atau tidaknya senyawa target pada ekstrak uji yang ditandai
dengan adanya informasi sinyal berupa peak yang berlandaskan waktu yang
dibutuhkan (time) dan kuat rendahnya sinyal yang diterima pada relative
abundance. Dimana pada uji ini lebih difokuskan pada turunan flavonoid dan
alkaloid akibat keterbatasan databased senyawa, namun sudah dapat mencirikan
perbedaan kandungan atau turunan senyawa target. Turunan dari flavonoid yang
terdeteksi berupa dihydroquercetin, quercetin-3-O-p-D-xylopyranoside, quercetin-
3-0O-B-D-galactopyranoside, isohametin-7-O-pentoside dan rutin dapat digunakan
sebagai agen antibakteri dimana aktifitasnya akan meningkat karena adanya
substituen hidrofobik. Dimana hasil LC-MS disajikan pada Gambar 15, 16 dan 17.

Menurut Yixi, et al. (2015), Flavonoid merupakan agen antibakteri yang

dapat digunakan pada berbagai mikroorganisme yang bersifat patogen. Flavonoid
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menarik perhatian karena berpotensi menjadi pengganti antibiotik. Kesimpulan
bahwa hidroksil di tempat yang khusus pada cincin aromatik flavonoid dapat
meningkatkan aktivitas. Namun, metilasi gugus hidroksil aktif justru dapat
mengurangi aktivitas. Selain itu, lipofolitas cincin A sangat penting dalam
mendukung aktivitas chalcone. Substituen hidrofobik seperti gugus prenil, rantai
alkil, rantai alkilamino, dan oksigen atau nitrogen yang mengandung gugus
heterosiklik pada umumnya dapat meningkatkan aktivitas semua turunan
flavonoid. Mekanisme antibakteri flavonoid yaitu dapat berupa penghambatan
sintesis asam nukleat, penghambatan metabolisme energi, penghambatan fungsi
membran sitoplasma, penghambatan perlekatan dan pembentukan biofilm,
penghambatan porin (membran sel), perubahan permeabilitas membran hingga
pelemahan tingkat patogenisitas.

Turunan dari flavonoid berupa quercetin, menurut Jaisinghani, et al. (2017),
quercetin merupakan flavonoid polifenolik potensial yang bersifat kemoprotektif
dan dapat digunakan sebagai agen antibakteri dalam dosis yang relatif kecil.
Quercetin termasuk kelompok flavonol flavonoid yang aman serta memiliki sifat
antioksidan, antiartherogenik, antiinflamasi, sifat pelindung saraf, anti
karsinogenik, antibakteri dan antivirus. Menurut Maalik, et al. (2014), kitosan biasa
difungsikan oleh quercetin dalam aktivitas antimikroba terhadap spesies bakteri
seperti E. coli, Salmonellae enterica dan Listeria monocytogenes. Selain itu, sifat
bakteriostatik quercetin mampu menghambat ligasi D-Ala-D-Ala dalam sel bakteri,
dengan cara menghambat D-alanin: Enzim ligase Dalanin dan mencegah
pertumbuhan bakteri.

Sementara isohametin menurut Dabas, et al. (2019), merupakan
polifenolat dari ekstrak tumbuhan yang berfungsi sebagai antioksidan serta
memiliki karakteristik bakterisidal dan fungisida dimana dalam penelitian tersebut

isohametin masih berikatan dengan unsur lain. Sementara menurut Arima, et al.
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(2002), pencampuran rutin dengan quercetin akan dapat meningkatkan aktifitas
antibakteri dengan menghambat sintesis DNA. Begitu pula dengan campuran
guercetin dan morin yang juga akan meningkat dengan adanya rutin. Dimana
aktivitas antibakteri berdasarkan nilai MIC, penggunaan kaempherol menurun
tajam dengan adanya penambahan rutin.

Setelah pemaparan fungsi dari turunan flavonoid, jika diteruskan dengan
meihat turunan dari senyawa alkaloid yang terdeteksi berupa berberine dan
papaverine ternyata juga dapat digunakan sebagai agen antibakteri, namun belum
dapat dijadikan pengganti antibiotik sebelum dilakukannya modifikasi struktur.
Dimana menurut Yao, et al. (2018), Berberine (BBR) merupakan turunan dari
alkaloid isoquinoline yang terkenal memiliki efek signifikan yang berperan sebagai
obat pada gastroenteritis dan disentri dalam sistem pengobatan Tiongkok dan
Ayurvedic. Efek farmakologis lainnya dari BBR vyaitu sebagai antimikroba,
hepatoprotective, anti-hiperlipidemia, antikanker, anti-diabetes dan anti-inflamasi.
bahkan menurut Bandyopadhyay, et al. (2013), BBR dapat memberikan
kemanjuran terapeutik terhadap lingkungan yang resisten multidrug. Meskipun
BBR berkapasitas dalam pengobatan infeksi mikroba, Battu, et al. (2010)
menyatakan bahwa aktivitas antimikroba yang diuji secara in vivo tidak cukup
efektif untuk menggantikan antibiotik yang biasa terdapat di toko obat. Menurut
Castro dan Tafalla (2015), obat yang diberikan pada ikan tidak dapat langsung
membunuh bakteri yang masuk, namun dapat mempercepat proses poliferasi sel
T dan sel B sehingga kemampuan dalam membunuh patogen akan semakin cepat

dan banyak yang berdampak pada pemulihan jaringan yang semakin cepat.
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Gambar 15. Hasil deteksi LC-MS daun muda mangrove A. marina dari yang paling
atas secara berurutan yaitu quercetin (-), dihydroquercetin (+),
berberine (+), papaverine (+), quercetin-3-O-B-D-xylopyranoside (+),
guercetin-3-O-B-D-galactopyranoside (+), isohametin-7-O-pentoside
(+), rutin (+).
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Gambar 16. Hasil deteksi LC-MS daun tua mangrove A. marina dari yang paling
atas secara berurutan yaitu quercetin (-), dihydroquercetin (+),
berberine (+), papaverine (+), quercetin-3-0O-f-D-xylopyranoside (+),
quercetin-3-0O-B-D-galactopyranoside (+), isohametin-7-O-pentoside
(+), rutin (+).
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Gambar 17. Hasil deteksi LC-MS daun jatuh mangrove A. marina dari yang paling
atas secara berurutan yaitu quercetin (-), dihydroquercetin (+),
berberine (+), papaverine (-), quercetin-3-O-B-D-xylopyranoside (+),
guercetin-3-O-B-D-galactopyranoside (+), isohametin-7-O-pentoside
(+), rutin (-).
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5.2 Penelitian Tahap 2 (Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vitro)
5.2.1 Uji MIC (Minimum Inhibiton Concentration)

Tahapan pertama pada penelitian ini yaitu melakukan uji MIC dengan
menggunakan ekstrak daun api-api sebagai antibakteri dalam beberapa
konsentrasi (ppm) yang bertujuan agar diketahui konsentrasi minimum yang dapat
menghambat pertumbuhan A. salmonicida. Menurut Samsundari (2006), uji MIC
merupakan cara untuk mengetahui konsentrasi terkecil bahan obat-obatan
(ekstrak daun api-api) yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri secara
makroskopis. Berdasarkan hasil pengamatan pasca inkubasi terlihat adanya

perubahan warna tingkat kekeruhan yang disajikan pada Gambar 18.

Gambar 18. Hasil inkubasi bakteri dengan beberapa konsentrasi (ppm)

Hasil uji MIC pasca inkubasi menunjukkan adanya perubahan tingkat
kekeruhan yang menunjukkan adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan
bakteri A. salmonicida dengan tingkat kekeruhan yang rendah pada konsentrasi
ppm. Pernyataan tersebut didukung oleh Kusumawardani et al. (2008) yang
menyatakan bahwa apabila media tumbuh bakteri tampak keruh berarti bakteri

masih dapat tumbuh sehingga antimikroba dikatakan kurang efektif, sedangkan
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apabila media memiliki tingkat kekeruhan yang rendah berarti obat tersebut efektif
dalam upaya menghambat pertumbuhan bakteri. Selain analisis secara visual,
keakuratan uji MIC yang paling utama dilihat dari nilai absorbansinya dengan
menggunakan alat spektrofotometer. Sesuai dengan pernyataan Astutiningsih, et
al. (2014), pasca inkubasi, setiap tabung diamati seksama dan diukur nilai
absorbansinya pada spektrofotometer UV-VIS dengan panjang gelombang 600
nm. Menurut Rachmawati, et al. (2016), satuan hasil spektrofotometer yaitu AU
(Astronomi Unit). Dimana nilai spektrofotometer diukur berdasarkan tingkat
kekekeruhannya. Semakin rendah tingkat kekeruhan suspensinya maka nilai yang
tertera pada spektrofotometer juga akan semakin rendah dan sebaliknya apabila
tingkat kekeruhan suspensi semakin tinggi, maka semakin besar pula nilai yang
tertera pada spektrofotometer. Hasil uji MIC dengan menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm menunjukkan adanya
perbedaan setiap perlakuan setelah dilakukan pengamatan selama 24 jam. Hasil
uji MIC disajikan pada Tabel 10.

Tabel 10. Hasil uji MIC

No. Konsentrasi Absorbansi Kekeruhan
1. K+ 0,533 Sedang
2. K- 1,471 Tinggi
3. 100 1,302 Tinggi
4. 125 1,274 Tinggi

5. 150 1,181 Tinggi

6. 175 1,245 Tinggi
7. 200 1,353 Tinggi

Keterangan :

Tabung reaksi No. 5 : Perlakuan dengan ekstrak daun api-api berkonsentrasi 150
ppm merupakan konsentrasi optimal yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida

Kontrol (+) : Perlakuan dengan pemberian chloramphenicol 50 ppm

Kontrol (-) : Perlakuan tanpa pemberian ekstrak daun api-api
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Hasil uji MIC menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
600 nm menunjukkan bahwa nilai absorbansi pada konsentrasi 150 ppm
merupakan yang paling mendekati nilai absorbansi kontrol positif nhamun tidak
sepenuhnya membuktikan seberapa efektif konsentrasi ekstrak tersebut dalam
menghambat pertumbuhan bakteri karena hasil tersebut juga termasuk adanya
nilai absorbansi ekstrak yang larut dan sel bakteri yang mati. Menurut
Kusumawardani, et al. (2008), dari hasil tersebut diperoleh nilai optical density
(OD) yang mendekati kontrol positif adalah konsentrasi yang dianggap mampu
menghambat pertumbuhan bakteri target. Pada hasil uji MIC yang telah dilakukan
tidak semua nilai absorbansinya sesuai dengan kekeruhan bakteri karena
kekeruhan juga dapat disebabkan oleh konsentrasi ekstrak terhadap perlakuan
yang dilakukan. Hal ini sesuai dengan pendapat Putri, et al. (2008),
spektrofotometer tidak mampu membedakan tingkat kekeruhan warna pigmen dari
ekstrak dengan kekeruhan dari sel bakteri sehingga nilai OD yang diperoleh
merupakan gabungan dari keduanya. Pada konsentrasi 150 ppm merupakan
konsentrasi minimum yang dapat menghambat pertumbuhan A. salmonicida dan
selanjutnya konsentrasi tersebut diujikan pada uji kertas cakram untuk
menentukan tingkat kesesuaian hasil.
5.2.2 Uji Cakram

Tahapan kedua dalam penelitian ini yaitu uji kertas cakram. Zona hambat
terbaik dengan menggunakan ekstrak daun api-api terhadap bakteri A.
salmonicida yaitu yang paling mendekati kontrol positif. Konsentrasi ekstrak yang
diberikan pada kertas cakram akan memberikan zona hambat pada sekitar kertas
cakram tersebut sehingga bakteri tidak mengalami pertumbuhan. Konsentrasi
hasil pengenceran ekstrak murni dengan beberapa konsentrasi belum tentu akan
memberikan diameter zona bening yang semakin besar dengan lebih tingginya

konsentrasi ekstrak. Pernyataan tersebut sesuai dengan pernyataan Yuhana, et
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al. (2008) yang menyatakan bahwa terbentuknya area bening di sekitar kertas
cakram menunjukkan adanya aktivitas antibakteri. Kecilnya zona hambat
menunjukkan aktivitas antibakteri yang rendah, sedangkan besarnya zona hambat
menunjukkan aktivitas antibakteri yang tinggi. Besarnya aktivitas tersebut akibat
adanya senyawa aktif dalam ekstrak. Bahan antibakteri merupakan senyawa yang
dapat menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri. Kualitas atau
kemampuan antibakteri tersebut ditentukan oleh aktivitas dan spektrum zat
terhadap bakteri. Kemampuan antibakteri dalam menghambat pertumbuhan
dipengaruhi oleh : (1) konsentrasi antibakteri, (2) durasi kontak dengan antibakteri,
(3) suhu lingkungan, (4) sifat bakteri (umur, jenis, konsentrasi dan keadaan

bakteri), (5) sifat fisik dan kimia dan jenis senyawa lain di dalamnya.

E1 275 ppm

Gambar 19. Zona hambat yang terbentuk dari uji kertas cakram dengan
pemberian ekstrak daun api-api tua terhadap bakteri A. salmonicida
dalam inkubasi 24 jam.

Hasil pengamatan terbentuknya zona hambat terbaik terdapat pada
perlakuan E (275 ppm) sebesar 5,48 mm jika dibandingkan dengan kontrol positif
(50 ppm) sebesar 34,74 mm yang dapat dilihat pada Gambar 19. Sementara pada
perlakuan lainnya diperoleh diperoleh sebesar 1,65 mm pada perlakuan A (75
ppm), perlakuan B (125 ppm) sebesar 2,73 mm, perlakuan C (175 ppm) sebesar

3,11 mm, dan pada perlakuan perlakuan D (225 ppm) diperoleh sebesar 5,1 mm.
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Perlakuan A dan B tergolong kategori lemah karena memiliki zona hambat kurang
dari 3 mm. Sedangkan perlakuan C, D dan E tergolong kategori sedang karena
berada pada kisaran 3-6 mm. Penentuan kategori golongan tersebut sesuai
dengan pernyataan Pan, et al. (2009), bahwa aktivitas antibakteri akan tergolong
lemah apabila memiliki zona hambat kurang dari 3 mm, tergolong sedang 3-6 mm
dan tergolong kuat apabila lebih dari 6 mm.

Pada pengamatan 48 jam didapatkan hasil bahwa diameter zona bening
mengalami penurunan diameter zona bening. Kemampuan ekstrak daun api-api
terhadap pertumbuhan bakteri A. salmonicida bersifat bakteriostatik
(menghambat) karena pada zona bening yang telah terbentuk pada usia 24 jam
mengalami penumbuhan kembali pada usia 48 jam yang ditandai dengan
penurunan transparansi dan penurunan diameter zona bening. Penentuan
tersebut sesuai dengan pernyataan Anita et al. (2014) bahwa sifat antibakteri
ekstrak terhadap pertumbuhan bakteri pada inkubasi 48 jam akan menunjukkan
sifat bakteriostatik yang dapat dilihat dari adanya penurunan diameter zona
bening. Menurut Utami (2012), obat dapat dikatakan bakteriostatik jika bahan
tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri dan bersifat bakterisidal apabila
dapat mematikan bentuk-bentuk vegetatif bakteri. Pembagian bakteriostatik dan
bakterisidal tidak absolut yang tergantung konsentrasi obat, spesies bakteri dan
fase perkembangannya.

Mugsith (2013) menyatakan bahwa faktor virulensi Aeromonas sp.
ditentukan oleh Extracellular Products Produced (ECP) dengan adanya lapisan
tambahan (A-layer) pada permukaan luar membran sel. Pada pengamatan uji
cakram setelah inkubasi 48 jam terdapat pertumbuhan bakteri pada zona bening
yang terbentuk yang menyebabkan berkurangnya diameter zona hambat. Hal
tersebut dikarenakan dinding sel bakteri Aeromonas yang termasuk ke dalam

Gram negatif lebih kompleks daripada Gram positif. Pernyataan tersebut sesuai
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dengan pendapat Pradana, et al. (2014), adanya perbedaan tingkat sensitivitas
juga disebabkan oleh perbedaan dinding sel bakteri. Dimana bakteri gram negatif
sedikit peptidoglikan, lebih banyak mengandung lipid dan membran luar berupa
bilayer. Membran luar terdiri dari fosfolipid (lapisan dalam), dan lipopolisakarida
(lapisan luar) yang tersusun atas lipid A (nonpolar). Hal tersebut menyebabkan
senyawa antibakteri lebih sulit masuk ke dalam sel sehingga aktivitas antibakteri
menjadi lebih lemah jika dibandingkan pada bakteri Gram positif. Berdasarkan hal
tersebut maka zona keruh yang terbentuk pada cawan berbakteri A. salmonicida
dengan pemberian ekstrak daun api-api dapat dikarenakan senyawa polar lain
yang terkandung di dalam ekstrak memiliki sifat lipofilik dan hanya merusak
membran luar A. salmonicida (lapisan lipopolisakarida) yang tersusun atas lipid A
yang bersifat nonpolar. Keadaan tersebut menyebabkan bakteri mampu
memperbaiki kerusakan membran luar dan kembali tumbuh, sehingga
menimbulkan zona keruh pada pengujian tersebut.

Nilai dari pengukuran zona bening yang diperoleh selanjutnya dilakukan
pengolahan data secara lengkap. Berikut data rerata hasil diameter zona bening
pada uji cakram dengan ekstrak daun mangrove api-api dengan konsentrasi 75
ppm, 125 ppm, 175 ppm, 225 ppm dan 275 ppm (Tabel 11).

Tabel 11. Rerata Diameter Zona Hambat (mm)

Zona Bening Rerata + Standar
Perlakuan Total Deviasi
1 2 3
A (75 ppm) 0,95 2,35 1,64 4,94 1,65 * 0,72
B (125 ppm) 3,26 2,68 2,25 8,19 2,73+0,512
C (175ppm) 215 3,93 3,25 9,33 3,11 +0,9°
D (225 ppm) 5,75 4,22 5,32 15,29 5,10+ 0,79¢
E (275 ppm) 4,65 6,32 5,47 16,44 5,48 + 0,844

Berdasarkan perhitungan rerata pada Tabel 11 dapat diketahui bahwa

rerata zona bening ekstrak daun mangrove api-api terhadap pertumbuhan bakteri
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A. salmonicida terbesar yaitu sebesar 5,48 mm pada perlakuan E (275 ppm)
sedangkan hasil rerata zona hambat terkecil yaitu sebesar 1,65 mm pada
perlakuan A (75 ppm). Berikut grafik regresi diameter zona bening dengan

beberapa konsentrasi perlakuan yang disajikan pada Gambar 20.
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Gambar 20. Hubungan konsentrasi ekstrak daun mangrove api-api terhadap daya
hambat A. salmonicida pada uji cakram.

Berdasarkan Gambar 20, pengaruh antara perlakuan pemberian
konsentrasi ekstrak mangrove api-api yang berbeda dengan diameter zona
hambat yang dihasilkan menunjukkan pola stasioner dengan persamaan y =
0,0201x + 0,101 dan koefisien R? = 0,9509. Hubungan antara kinerja antibakteri
dengan perlakuan konsentrasi menunjukkan pola kuadratik yang memiliki arti
bahwa ekstrak api-api memberikan pengaruh sebesar 95%, dimana pada
konsentrasi yang rendah sudah mampu untuk menghambat pertumbuhan A.
salmonicida secara optimal akibat adanya kemampuan antibakteri yang mendekati
ekstrak murni. Pernyataan tersebut sesuai dengan pernyataan Roslizawaty, et al.
(2013), bahwa efektivitas zat antibakteri dipengaruhi oleh konsentrasi zat tersebut.
Umumnya, konsentrasi suatu zat akan menyebabkan peningkatan kemampuan

senyawa aktif antibakteri, sehingga penghambatan pertumbuhan bakteri semakin
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besar. Menurut Oktavia, et al. (2013), tingkat efektifitas daya hambat pertumbuhan
bakteri dipengaruhi oleh kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam
ekstrak. Cara kerja ekstrak untuk menghambat pertumbuhan bakteri yaitu dengan
merusak atau merubah dinding sel, permeabilitas sel, molekul protein, asam
nukleat, kerja enzim, serta dapat menghambat sintesis asam nukleat dan protein.
Berdasarkan hasil penelitian uji efektifitas ekstrak daun mangrove api-api (A.
marina) terhadap aktivitas bakteri A. salmonicida maka dapat dikatakan bahwa
ekstrak daun ini efektif digunakan sebagai obat antibakteri.
5.2.3 Uji SEM (Scanning Elektron Microscopy)

Hasil SEM menunjukkan adanya pengaruh perlakuan terhadap perubahan

dari struktur sel bakteri yang disajikan pada Gambar 21.

Gambar 21. Morfologi bakteri setelah dilakukan uji SEM (Lisis) (A) Tanpa
perlakuan, (B) Pemberian chloramphenicol 50ppm, (C) Pemberian
ekstrak A. marina 275ppm.

Hasil pada gambar A menunjukkan morfologi bakteri yang simetris tanpa
adanya kerusakan dinding sel, sedangkan pada gambar B dan C telah terjadi lisis
pada bakteri akibat ketidakstabilan dinding sel yang membuat metabolisme bakteri

terganggu, cadangan ATP berkurang dan kadar keasaman sel akan menurun.
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Pernyataan tersebut sesuai dengan beberapa literatur yang menyatakan bahwa
Struktur protein, kestabilan dinding sel dan membran plasma bakteri akan
mengalami perubahan (lisis) yang dikarenakan adanya senyawa antibakteri
flavonoid yang berikatan dengan protein melalui ikatan hidrogen. Senyawa
flavonoid mampu menginaktivasi protein (enzim) membran sel bakteri sehingga
struktur protein menjadi rusak dan terjadi ketidakstabilan dinding sel, kemudian sel
bakteri kehilangan bentuk dan mengalami lisis (Rinawati, 2011). Selain flavonoid,
adanya kandungan senyawa terpen yang bersifat hidrofob dapat mengganggu
integritas sel bakteri dengan menurunkan cadangan ATP intrasel dan pH sel,
terabsorbsi dan terpenetrasi kedalam sel, kemudian bakteri mengalami prespitasi
serta denaturasi protein sehingga akan melisiskan membran sel bakteri (Alexander
2015). Selanjutnya, adanya tanin sebagai antibakteri bekerja dengan cara
mempresipitasikan protein yang secara umum adanya inaktivasi enzim, reaksi

dengan membran sel dan inaktivasi fungsi materi genetik (Aminah, et al. 2014).

5.3 Penelitian Tahap 3 (Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vivo)
5.3.1 Patogenitas A. salmonicida dengan LD50

Berdasarkan hasil uji LD 50 menggunakan bakteri A. salmonicida yang
digunakan pada proses uji tantang pada ikan koi (C. carpio) diperoleh kematian
hanya pada perlakuan 10°-10%° cfu/ml hingga waktu pengamatan 96 jam, dimana
kematian 50% terjadi pada jam ke 30 dengan posisi ikan mengambang.
Sedangkan mengapa hanya pada dosis perlakuan tertinggi terjadi kematian dapat
dikarenakan faktor patogenesitas yang berkemampuan untuk menghasilkan
toksin, plasmid, enzim dan mengatasi ketahanan inang, serta seberapa cepat
berkembang biaknya. Selain itu, infeksi Aeromonas juga dapat menyebabkan
perut ikan uji akan mengalami pengembangan yang berisi cairan (pembengkakan)

(Indriani, et al. 2014). Pembengkakan disebabkan karena adanya kerusakan
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jaringan pada organ ikan akibat semakin tingginya koloni bakteri yang berbanding
lurus dengan tingkat virulensi. Dimana bakteri dapat bertahan (replikasi) dari
mekanisme pertahanan ikan akibat adanya A-layer dan gen virulensi (Hameda, et
al. 2018). Paparan hasil pengamatan disajikan pada Tabel 12.

Tabel 12. Lethal Dossage 50% (LD 50%) Uji Tantang Bakteri A. salmonicida

Jumlah lkan Koi pada Kepadatan A. salmonicida (cfu/ml)

Jamke —or 05 100 107 10° 10° 100
24 0 0 0 0 0 0 1
30 0 0 0 0 0 2 2
36 0 0 0 0 0 0 1
42 0 0 0 0 0 1 0
48 0 0 0 0 0 0 0

LD50% 0% 0% 0% 0% 0%  75%  100%

5.3.2 Uji Toksisitas Ekstrak Kasar A. marina dengan LC50

Berdasarkan hasil uji LC 50 menggunakan ekstrak daun tua A. marina yang
digunakan pada proses uji tantang terhadap ikan koi (C. carpio) diperoleh
kematian terjadi pada perlakuan berkonsentrasi 225 ppm dan 275 hingga waktu
pengamatan 96 jam, dimana kematian 50%nya terjadi pada jam ke 48 dengan
posisi ikan di dasar, sehingga dapat dikatakan ekstrak mulai bersifat toksik pada
konsentrasi 225ppm selama 48jam. Pratama, et al. (2017) Uji LC50 perendaman
ekstrak dilakukan agar diperoleh konsentrasi dengan mortalitas ikan uji sebanyak
50%, dimana hasil pengamatan disajikan pada Tabel 13.

Tabel 13. Lethal Concentration 50% (LC 50%)

Konsentrasi (ppm)

Jam ke
75 125 175 225 275
36 0 0 0 1 0
42 0 0 0 0 0
48 0 0 0 1 0
54 0 0 0 0 0
60 0 0 0 1 1

LC 50% 0% 0% 0% 75% 25%
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5.3.3 Pengujian Histopatologi Insang, Ginjal dan Usus

Pengobatan ikan koi menunjukkan kelulushidupan sampai dengan hari ke
7 pemeliharaan pada angka 16% (-) dan 91,2% (+) dengan SR ke-5 perlakuan
berada pada 42% (A), 46% (B), 54% (C dan D) dan 67% (E). Menurut Mulyani, et
al., (2013), Aeromonas merupakan bakteri gram negatif yang menyebabkan
penyakit sistemik yang mengakibatkan kematian pada ikan. Nilai skoring disajikan
pada Lampiran 9, 10 dan 11 serta analisis organ disajikan sebagai berikut :
5.3.3.1 Insang

Analisis kerusakan histopatologi jaringan insang setelah pengobatan
menggunakan ekstrak daun mangrove api-api (A. marina) adalah sebagai berikut

dan perhitungan secara lengkap disajikan pada Lampiran 11.
WERES SR Y

Gambar 22. Histopatologi insang pada sampel perlakuan (A) 75 ppm, (E) 275
ppm, (K-) setelah infeksi dan (K+) ikan sehat. (N) Nekrosis (F) Fusi.
Pengamatan perbesaran 400x dengan pewarnaan HE.
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a. Nekrosis

Nekrosis adalah kematian sel yang terjadi karena hiperplasia dan fusi
lamela sekunder yang berlebihan, sehingga jaringan insang tidak berbentuk utuh
lagi atau dengan kata lain nekrosis terjadi diiringi dengan kematian suatu biota.
Dimana pada konsentrasi 225 ppm memiliki jumlah kerusakan terbaik. Hasil
skoring kemudian diolah menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh rerata skoring
nekrosis pada jaringan insang ikan koi (C. carpio) disajikan pada Tabel 14.

Tabel 14. Rerata Skoring Nekrosis Insang

Perlakuan Ulangag Total Rerata
1 2 3
A (75 ppm) 2,4 2,6 2,2 7,2 2,40 £ 0,22
B (125 ppm) 2,2 2,2 1,6 6 2,00 £ 0,35?
C (175 ppm) 2 1,8 2,2 6 2,00 £ 0,22
D (225 ppm) 1,6 2 1,6 5,2 1,73 +0,232
E (275 ppm) 1,4 1,6 1,8 4.8 1,60 + 0,2°

Nekrosis merupakan kerusakan sel yang terjadi dengan ditandai inti sel
memudar, mengecil maupun menjadi besar serta bentuk selnya tidak beraturan
(Supriyono, et al. 2013). Pada Gambar 22 dapat dilihat pada perlakuan A
merupakan gambaran tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai
hasil gambaran kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E
merupakan perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling

mendekati K+. Besarnya pengaruh ekstrak dapat dilihat pada Gambar 23.
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Gambar 23. Grafik nekrosis insang
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Grafik diatas menjelaskan bahwa konsentrasi ekstrak berbanding terbalik
dengan kerusakan jaringan, dimana apabila semakin tinggi konsentrasi ekstrak
maka nilai skoring kerusakan semakin rendah. Dari hasil analisis didapatkan hasil
persamaan yaitu y = 2,6 - 0,0037x yang memiliki nilai R2 = 0,64 sumbu y
dipengaruhi sumbu x, menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak daun api-api (A.
marina) berpengaruh sebesar 64% dan sisanya dipengaruh dari faktor lain.

b. Fusi Lamela

Fusi lamela merupakan hasil akhir dari hiperplasia lamela secara besar-
besaran yang mengakibatkan berkurangnya luas permukaan insang (Rahayu, et
al., 2013). Pada Gambar 22 dapat dilihat pada perlakuan A merupakan gambaran
tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai hasil gambaran
kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E merupakan
perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling mendekati K+
sebagai gambaran kontrol jaringan ikan sehat.

Perlakuan yang dilakukan selama penelitian pada ikan koi (C. carpio) yang
diinfeksi bakteri A. salmonicida dan diberikan ekstrak kasar daun api-api (A.
marina) memperoleh hasil rata-rata yang berbeda terhadap kerusakan akibat fusi
yang terjadi pada insang ikan koi (C. carpio). Setelah dilakukan skoring maka data
diolah dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Berdasarkan hasil
penelitian yang telah dilakukan didapatkan data rerata nilai skoring fusi yang
disajikan pada Tabel 15.

Tabel 15. Rerata Skoring Fusi Insang

Ulangan

Perlakuan Total Rerata
1 2 3
A (75 ppm) 2,6 2 2,2 6,8 2,27 £0,122
B (125 ppm) 2 2 1,4 5,4 1,80 + 0,352
C (175 ppm) 1,6 1,6 1,8 5 1,67 +£0,122
D (225 ppm) 1,8 1,2 1,4 4.4 1,47 + 0,312

E (275 ppm) 1,4 1,6 1,2 4,2 1,40 + 0,20°
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Grafik hubungan konsentrasi ekstrak kasar daun api-api (A. marina)

dengan nilai skoring fusi disajikan pada Gambar 24.
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Gambar 24. Grafik Nilai Skoring Fusi pada Insang

Grafik diatas dapat diketahui bahwa dosis ekstrak berbanding terbalik
dengan kerusakan jaringan, dimana apabila semakin tinggi dosis ekstrak maka
nilai skoring kerusakan semakin rendah. Didapatkan hasil persamaan yaitu y =
2,4433 - 0,0041x yang berarti berpengaruh sebesar 64% sumbu y dipengaruhi
sumbu X, menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak daun api-api (A. marina)
berpengaruh.

Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin banyak kandungan
bahan aktif antibakterinya. Sehingga kemampuan suatu bahan untuk membunuh
bakteri semakin besar (Lingga, et al., 2015). Kerusakan struktur pada insang ikan
sangat berpengaruh terhadap pengaturan osmosis sehingga proses pernafasan
dan osmoregulasi ikan terganggu. Kerusakan insang ini dapat dipicu dari bakteri

Aeromonas (Sukarni, et al., 2012).
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5.3.3.2 Ginjal
Analisis kerusakan histopatologi jaringan ginjal setelah pengobatan

menggunakan ekstrak daun mangrove api-api (A. marina) adalah sebagai berikut

dan perhitungan secara lengkap disajikan pada Lampiran 12.

|Gambar 25. Histopatologi Ginjal pada sampel perlakuan (A) 75 ppm, (E) 275 ppm,
(K-) setelah infeksi dan (K+) ikan sehat. Gejala kerusakan timbul (K)
Kongesti dan (N) Nekrosis. Pengamatan dengan menggunakan
pembesarn 400x (pewarnaan HE).

a. Kongesti

Kongesti terjadi ditandai dengan munculnya warna merah pada sel, hal ini
terjadi karena adanya peningkatan darah yang menggumpal didalam pembuluh
darah (Parameswari, et al. 2013). Pada Gambar 25 dapat dilihat pada perlakuan

A merupakan gambaran tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai
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hasil gambaran kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E
merupakan perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling
mendekati K+ sebagai gambaran kontrol jaringan ikan sehat. Rerata nilai skoring
kongesti disajikan pada Tabel 16.

Tabel 16. Rerata Skoring Kongesti Ginjal

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 Total Rerata

A (75 ppm) 1,8 1,8 1,6 5,2 1,73+0,122
B (125 ppm) 1,4 1,6 1,6 4,6 1,53+0,122
C (175 ppm) 1,4 1,4 1,2 4 1,33+0,122
D (225 ppm) 1,2 1,4 1,2 3,8 1,27 £0,12°
E (275 ppm) 1,4 1,2 1,2 3,8 1,27 £0,12°¢

Grafik hubungan dosis ekstrak daun mangruve api-api (A. marina) dengan

nilai skoring sel disajikan pada Gambar 26.

Grafik Kongesti Ginjal

2,00
1,80
1,60
1,40 ter - -
1,20 I b
1,00

0,80

0.60 y =1,8467 - 0,0024x
0,40 R*=0,76

0,20

0,00
0 50 100 150 200 250 300

Konsentrasi Ekstrak (ppm)

s &l
kA

—

Skoring

Gambar 26. Grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak mangruve dengan nilai
skoring kongesti pada ginjal

Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa dosis ekstrak berbanding
terbalik dengan kerusakan jaringan, sehingga semakin tinggi dosis ekstrak maka
nilai skoring kerusakan semakin rendah. Didapatkan hasil persamaan yaitu y =
1,8467 - 0,0024x yang memiliki nilai koefisien yakni 0,76% sumbu y dipengaruhi
sumbu x. Nilai koefisien determinasi kecil disebabkan oleh faktor luar seperti

lingkungan kualitas air penelitian yang kurang optimal.
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b. Nekrosis

Nekrosis merupakan kematian sel jaringan, perubahan inti sel, inti tampak
lebih padat serta warna inti gelap (piknosis). Nekrosis koagulatif ditandai dengan
sel-sel protoplasma yang padat dan terfiksasi dan masih bisa diamati
menggunakan mikroskop (Adinata, et al. 2012). Pada Gambar 25 dapat dilihat
pada semua perlakuan terjadi nekrosis koagualatif dengan adanya inti sel yang
memudar, bentuk sel yang tidak beraturan dimana pada perlakuan A merupakan
gambaran tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai hasil
gambaran kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E
merupakan perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling
mendekati K+ sebagai gambaran kontrol jaringan ikan sehat..

Hasil skoring kemudian diolah menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh rerata skoring
nekrosis pada jaringan ginjal ikan koi (C. carpio) yang disajikan pada Tabel 17.

Tabel 17. Rerata Skoring Nekrosis Ginjal

Ulangan

Perlakuan 1 5 Total Rerata

A (75 ppm) 2 2,2 2,2 6,4 2,13 +0,122
B (125 ppm) 1,8 1,6 1,6 5 1,67 + 0,122
C (175 ppm) 1,4 1,6 1,6 4.6 1,53+ 0,122
D (225 ppm) 1,6 1,4 1,4 4,4 1,47 +0,12°

E (275 ppm) 1,4 1,6 1,2 4,2 1,4 +0,2°
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Grafik hubungan konsentrasi ekstrak daun mangruve api-api (A. marina)

dengan nilai skoring sel disajikan pada Gambar 27.
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Gambar 27. Grafik Hubungan antara Ekstrak Mangrove dengan Nilai Skoring
Nekrosis pada Ginjal

Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa dosis ekstrak berbanding
terbalik dengan kerusakan jaringan, dimana apabila semakin tinggi konsentrasi
ekstrak maka nilai skoring kerusakan semakin rendah. Didapatkan hasil
persamaan yaitu y = 2,2233 - 0,0033x yang memiliki nilai koefisien determinasi
yakni 82% sumbu y dipengaruhi sumbu x. Nilai koefisien determinasi kecil
disebabkan oleh faktor luar seperti lingkungan kualitas air penelitian yang kurang

optimal.
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5.3.3.3 Usus
Analisis kerusakan histopatologi jaringan usus setelah pengobatan
menggunakan ekstrak daun mangrove api-api (A. marina) adalah sebagai berikut

dan perhitungan secara lengkap disajikan pada Lampiran 13.

Gambar 28. Histopatologi Usus pada sampel perlakuan (A) 75 ppm, (B) 125 ppm,
(C) 175 ppm, 225 ppm dan 275 ppm. Gejala kerusakan timbul (E)
Edema dan (N) Nekrosis. Pengamatan dengan menggunakan
pembesaran 400x (pewarnaan HE).

a. Nekrosis

Nekrosis adalah kerusakan berupa kematian sel-sel atau jaringan yang
menyertai degenerasi sel pada setiap kehidupan hewan dan merupakan tahap
akhir dari proses degenerasi yang irreversibel. Karakteristik dari jaringan nekrotik,

yaitu memiliki warna yang lebih pucat jika dibandingkan dengan warna normal,
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hilangnya daya rentang (jaringan menjadi rapuh dan mudah terkoyak), atau
memiliki konsistensi yang buruk atau pucat (seperti bubur), dan kadang-kadang
menimbulkan bau yang tidak enak serta kalsifikasi. Nekrosis dapat disebabkan
oleh trauma, agen-agen biologis (virus, bakteri, jamur dan parasit), agen-agen
kimia atau terjadinya gangguan terhadap penyediaan darah pada suatu daerah
khusus. Enzim-enzim di dalam sel akan menghancurkan sel dan jika hal ini terjadi
pada epitelium atau otot ikan, maka jaringan yang nekrosa akan terkelupas
(Plumb, 1994). Gambaran kerusakan jaringan organ usus akibat infeksi A.
salmonicida dapat dilihat pada Gambar 28 dimana pada perlakuan A merupakan
gambaran tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai hasil
gambaran kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E
merupakan perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling
mendekati K+ sebagai gambaran kontrol jaringan ikan sehat.dan rerata nilai
skoring dari kerusakan usus disajikan pada Tabel 18.

Tabel 18. Rerata Skoring Nekrosis Usus

Ulangan

Perlakuan I 5 Total Rerata

A (75 ppm) 2,6 3 2,8 8,4 2,80+ 0,22
B (125 ppm) 2,2 2,4 1,8 6,4 2,13+0,31?
C (175 ppm) 2 2 2 6 2,00 +£0,0?
D (225 ppm) 1,8 1,6 2 5,4 1,80 + 0,2°
E (275 ppm) 1,8 1,6 1,8 5,2 1,73+0,12°¢

Kandungan terpenoid mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
Kandungan terpen mampu sebagai antibakteri sehingga semakin tinggi
konsentrasi ekstrak mampu memberikan pengaruh baik terhadap tingkat
kerusakan nekrosis pada organ usus. Steroid merupakan salah satu senyawa
terpen yang mudah larut dalam lemak. Kemudahannya larut dalam lemak menjadi
salah satu faktor mudahnya senyawa ini dalam merusak membran sel bakteri. Sifat

antibakteri steroid adalah mengganggu proses translasi pada ribosom yang
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berakibat pada kacaunya pembacaan komponen penyusun sel bakteri. Hal ini
berdampak pada proses sintesis protein bakteri (Rosyidah, et al. 2010). Untuk

mengetahui hubungan antara pemberian ekstrak A. marina terhadap nilai skoring
kerusakan nekrosis maka dilakukan analisa regresi dan uji polynomial orthogonal
yang dapat dilihat pada Gambar 29, didapatkan pola hubungan linear dengan
persamaan garis yaitu y = 2,9567 - 0,0049x dan R? = 0,83 yang berarti ekstrak
tersebut mampu memberikan pengaruh terhadap persentase kerusakan usus

akibat kongesti sebesar 83% dan sisanya dipengaruhi oleh faktor lain.

Grafik Nekrosis Usus

3,50

3,00 -

2,50
o 2,00 e G — =
£ 150 =
S 1,00 y= 2,95267 - 0,0049x
" 050 R*=0,83

0,00

0 100 200 300
Konsentrasi Ekstrak (ppm)

Gambar 29. Grafik Regresi Nekrosis Usus lkan Koi (C. carpio)

b. Edema

Edema adalah suatu akumulasi cairan yang abnormal di dalam rongga-
rongga tubuh atau di dalam ruang-ruang interstial. Edema ditandai oleh adanya
cairan kuning di dalam rongga abdominal atau material encer/berair, seperti gelatin
di dalam jaringan (Hibiya and Fumio 1995). Menurut Priyatna, et al. (2011), bahwa
bakteri yang dapat menyebabkan infeksi berupa penyakit furunculosis yaitu bakteri
A. salmonicida. Salah satu akibat dari infeksi bakteri ini yaitu mampu memberikan
kerusakan barupa edema hingga menyebabkan nekrosa pada tubuh ikan mas (C.
carpio). Suatu antibakteri merupakan senyawa yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri tertentu. Gambar 28 dapat dilihat pada perlakuan A

merupakan gambaran tingkat kerusakan tertinggi setelah perlakuan K- sebagai
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hasil gambaran kerusakan jaringan setelah diinfeksi, sementara pada perlakuan E
merupakan perlakuan dengan tingkat kerusakan jaringan terendah yang paling
mendekati K+ sebagai gambaran kontrol jaringan ikan sehat..

Organ usus diberi pewarnaan dengan pewarna HE selanjutnya dilakukan
pengamatan dengan melakukan skoring. Hal ini memberikan hasil rata — rata yang
berbeda terhadap kerusakan kerusakan edema yang terjadi pada jaringan usus
ikan mas (C. carpio). Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan
data rerata nilai skoring edema dari kerusakan usus yang disajikan pada Tabel 19.

Tabel 19. Rerata Skoring Edema Usus

Perlakuan 1 UIar;gan Total Rerata

A (75 ppm) 3,2 3 2,8 9 3,00 + 0,22
B (125 ppm) 2,2 2,4 2,8 7,4 2,47 £ 0,312
C (175 ppm) 2 2 2 6 2,00 £ 0,02
D (225 ppm) 1,8 1,6 2 5,4 1,80 + 0,2°
E (275 ppm) 1,8 1,6 1,8 5,2 1,73+0,12°¢

Hubungan antara pemberian ekstrak A. marina terhadap nilai skoring
kerusakan nekrosis maka dilakukan analisa regresi dan uji polynomial orthogonal
yang dapat dilihat pada Gambar 30, didapatkan pola hubungan linear dengan
persamaan garis yaitu y = 3,32 - 0,0064x dan R? = 0,89 yang berarti ekstrak
tersebut mampu memberikan pengaruh terhadap persentase kerusakan usus

akibat kongesti sebesar 89% dan sisanya dipengaruhi oleh faktor lain.
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Gambar 30. Grafik Regresi Edema Usus Ikan Koi (C. carpio)
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5.3.4 Gejala Klinis

Pengamatan gejala klinis memperlihatkan ikan terlihat gelisah dan
berenang di atas permukaan air. Selain ikan berenang tidak beraturan dan sering
menabrak dinding toples pemeliharaan. Ikan juga terlihat mengalami kerusakan
pada bagian ekor, perut ikan membesar dan sisik yang mulai mengelupas seperti
yang disajikan pada Gambar 31. Ikan koi (C. carpio) sebelum diinfeksi bakteri
menunjukkan kondisi seperti berenang dengan normal tidak sering menabrak
dinding toples, sirip tidak ada yang lepas, perut ikan yang tidak membesar dan

kondisi insang yang masih merah.

Gambar 31. Gejala Klinis Ikan koi (C. carpio) (A) Ikan Sehat (B) sisik mulai lepas,
(C) insang menghitam dan timbul bercak putih, (D) perut ikan
membesar.

Pada ikan koi (C. carpio) yang teriinfeksi bakteri Aeromonas sering
ditemukan tanda klinis seperti pembengkakan pada perut dan berisi cairan yang
diikuti dengan kematian (Mangunwardoyo, et al., 2010). Penyebaran bakteri
tersebut menyebabkan perubahan pola berenang, gerakan operculum lemah,

nafsu makan berkurang, ikan berenang gasping (ikan berenang tegak dengan
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posisi mulut tepat dibawah permukaan air), ikan diam di dasar, sisik lepas, sirip
gripis (Hardi, et al., 2014).

Gejala yang muncul ketika ikan terkena bakteri yaitu tubuh menjadi gelap,
kemampuan berenang ikan mulai menurun, sering ke permukaan air karena
insangnya rusak sehingga menyebabkan kesulitan bernafas. Terlihat juga bagian
perut agak kembung atau membengkak. Jika sudah terlalu parah maka sirip dapat
rusak dan insangnya berwarna keputihan. Bagian mata juga agak menonjol keluar
(Mudlofar, et al., 2013). Setelah dilakukan pengobatan perut ikan masih tampak
sedikit pembesaran, namun pembuluh darah pada bagian kulit sudah mulai tidak
tampak yang mencirikan pembuluh darah sudah mulai normal yang disajikan pada

Gambar 32.
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Gambar 32. Morfologi ikan koi diakhir perawatan

5.3.5 Parameter Penunjang Penelitian

Suhu pada media uji berada pada kisaran 24,5-28,7 °C dimana menurut
Noviana, et al. (2016), setiap jenis ikan mempunyai batas toleran yang berbeda-
beda dimana ikan Koi dapat hidup pada kisaran suhu 14-38°C. Nilai pH pada masa
pemeliharaan diperoleh nilai 6,54-8,17 sehingga masih termasuk normal yang
sesuai dengan pernyataan Sulmartiwi, et al. (2014) bahwa ikan koi bertahan hidup
pada pH optimal yaitu 6,5-8. Nilai oksigen terlarut yang diperoleh berada pada
kisaran 5,7-8,9 ppm yang sesuai dengan pernyataan Solichin, et al. (2013), bahwa
oksigen sangat diperlukan untuk pernafasan dan metabolisme ikan di air, dimana

kadar optimal DO lebih dari 5ppm.



6. PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan ekstrak daun api-api (A. marina) terbaik
berada pada fase tua dengan kandungan antibakteri yang lebih beragam
berdasarkan analisis fitokimia tampak adanya kandungan flavonoid, alkaloid,
tanin, triterpenoid dan fenol. Pada uji fitokimia ini belum dapat dijadikan penentu
akan keberadaan senyawa target secara kualitatif dikarenakan uji ini hanya
menampilkan hasil secara kuantitatif yang menyebabkan jika kandungan senyawa
target sangat sedikit maka dimungkinkan senyawa target tersebut tidak terdeteksi.
Dilihat dari hasil FTIR mengindikasikan bahwa adanya dominansi senyawa
flavonoid karena terdapatnya gugus C=C dan O-H dari grafik yang ditampilkan,
berdasarkan hal tersebut maka dilanjutkan dengan uji LCMS untuk memperkuat
prakiraan akan benar adanya turunan flavonoid dan alkaloid. Konsentrasi ekstrak
terbaik pada uji in vitro dan in vivo yaitu 275ppm karena memiliki zona hambat
(baktriostatik) tertinggi serta tingkat kerusakan organ yang minimal yang didukung
oleh tingkat kelulushidupan terbaik (67%) sehingga dianggap sebagai konsentrasi
yang paling efektif setelah perlakuan dengan pemberian antibiotik (91,67%).
6.2 Saran

Hasil penelitian ini dapat dijadikan rujukan penelitian berikutnya, dimana
konsentrasi 275ppm merupakan konsentrasi terbaik dalam proses pengobatan
ikan koi terhadap infeksi A. salmonicida, penggunaan konsentrasi jauh diatas nilai
tersebut tidak disarankan karena berdasarkan hasil LC 50% menunjukkan bahwa

ekstrak telah bersifat toksik pada 48 jam perendaman.
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dan Escherichia coli. UNESA Journal of Chemistry. 2 (3) : 120-129.
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Lampiran 1. Alat Penelitian

LAMPIRAN

Akuarium (60x30x30)cm

~

Aerator Set




Lampiran 1. (Lanjutan)
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Bunsen

Sprayer

Botol film

Rak Tabung Reaksi

Jarum Ose

Lemari pendingin
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Mikroskop

Gelas ukur

Vortex mixer

Inkubator
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Erlenmeyer

Thermometer

Jangka Sorong

Tabung reaksi
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Autoklaf

Spatula

Sectio set

Micropipet

Beaker glass
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Pipet volume

Bola hisap

Gelas Ukur

[

Blender

Penggaris

Corong




Lampiran 2. Bahan Penelitian

Isolat Bakeri A. hydrophilla

Al ks - -
’.~ =

Latex

Kapas
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Spirtus

Plastic wrap

Kertas label

Kertas saring
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Lampiran 3. Hasil Uji Identifikasi Daun Api-api (A. marina)

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
BALAI KONSERVASI TUMBUHAN

KEBUN RAYA PURWODADI
JI. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi - Pasuruan 67163
Telp. (+62 343) 615033, Faks. (+62 341) 426046
LIP I website : http://www.krpurwodadi.lipi.go.id

Akreditasi
Lomboga Sarifikasi Sistem Mulu |
LS5M-029-IDN

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: /469/IPH.06/HM/X/2018

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan bahwa
material tumbuhan yang-dibawa oleh:

Nama : Nyi Ageng Dwi Linggasari

NIM : 155080507111027

Instansi :  Fakultas Perikanan [lmu Kelautan Universitas Brawijaya
Tanggal material 1 9 Oktober 2018

diterima
Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta referensi ilmiah,
dengan hasil sebagai berikut :

Kingdom . Plantae

Division 1 Magnoliophyta

Class ¢ Magnoliopsida

Subclass ¢ Asteridae

Ordo . Scrophulariales

Family 1 Acanthaceae

Genus : Avicennia

Species : Avicennia marina (Forsk) Vierh.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965. Flora of Java Vol.Il. NVP
Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 614
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering Plants.Columbia
University Press, New York, USA. Hal. XVII
3. M.S.M.Sosef, L.T. Hong dan S.Prawirohatmodjo. 1998 (esd) PROSEA ( Plants Resources of
South-East Asia ) No 5 (3) ;Timber trees: Lesser-known timbers Hal.94
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 24 Oktober 2018
An. Kepala
Seksi Eksplorasi dan Koleksi Tumbuhan
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Lampiran 4. Hasil Uji Fitokimia Daun Api-Api (A. marina)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN

UPT LABORATORIUM HERBAL

MATERIA MEDICA BATU
Jalan Lahor No.87 Telp/Fax (0341) 593396. Batu

KOTA BATU 65313
Nomor 1074 /56D /102.7/2019
Sifat : Diasa
Perihal : Surat Keterangan Analisa Kualitatif

Bersama ini kami sampaikan hasil analisa berikut ini ©

1. Identitas Pemohon

Nama
NIM
Instansi

Alamat Instansi

: Muhammad Zaky Zamani
: 176080100011004 b
: Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya

2. ldentitas Sampel

Nama dacrah sampel

: Malang

: Mangrove (Pohon Api-api)

Nama latin : Avicennia marina
Bagian sampel : Daun
Bentuk sampel . Ekstrak
Pelarut g
Tanggal penerimaan : 17 Mei 2019
Tanggal pemeriksaan : 22 Mei 2019
3. Hasil
No [ Identifikasi Senyawa Parameter Sampel Hasil
Mangrove Tua Positif
1. | Flavonoid Merah Bata, Merah Muda, Merah Tua Mangrove Muda | Negatif
Mangrove Jatuh | Positif
Alkaloid
Mangrove Tua | Negatif
Meyer Endapan Putih Mangrove Muda | Negatif
Mangrove Jatuh | Negatif
2 Mangrove Tua | Negatif
" Dragendrof Endapan Jingga Mangrove Muda | Negatif
Mangrove Jatuh | Negatif
Mangrove Tua | Positif
Bouchard. Endapan Cokelat Mangrove Muda | Negatif
Mangrove Jatuh | Positif
2| Tanit Hijau Kehitaman, Biru Kehitaman, Coklat b:::ngovel;ll‘ u: :osftfi
Kabitaoes grove Muda | Positi
Mangrove Jatuh | Positif
Terpenoid
Mangrove Tua | Negatif
Steroid Hijau Kebiruan Mangrove Muda | Negatif
4. Mangrove Jatuh | Negatif
Mangrove Tua | Positif
Triterpenoid Orange, Jingga Kecokelatan Mangrove Muda | Negatif
Mangrove Jatuh | Negatif
Mangrove Tua | Positif
5. | Fenol Hijau Kehitaman, Biru Kehitaman Mangrove Muda | Positif
Mangrove Jatuh | Positif




Lampiran 4. (Lanjutan)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL

MATERIA MEDICA BATU
Jalan Lahor No.87 Telp/Fax (0341) 593396. Batu

KOTA BATU 65313

; Alkaloid
Nama Sampel Flavonoid Dragendrof

Mangrove Tua
(Avicennia marina)

Mangrove Muda
(Avicennia marina)

Mangrove Jatuh
(Avicennia marina)

Nama Sampel

|
Mangrove Tua
(Avicennia marina)

| Mangrove Muda
‘ (Avicennia marina)

Mangrove Jatuh
(Avicennia marina)

5. Pustaka

¢ Departemen Keschatan Republik Indonesia, 1978. "Materia Medika Indonesia”, Dercktorat
Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan, Jakarta,

Demikian disampaikan untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.




Lampiran 5. Hasil Uji Biokimia Bakteri A. salmonicida

KEMENTERIAN KELAUTAN DAN PERIKANAN
BADAN KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN
BALAI UJI STANDAR KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU,

z .y DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN
2\ \ > JALAN RAYA SETU NO. 1, SETU CIPAYUNG, JAKARTA TIMUR 13880

%, & TELP.: (021) 8451378, 84599367, 8448506 FAKSIMILE (021) 8448523, 8448679
4"/(5“”"‘“0#‘\ LAMAN buski@bkipm.kkp.go.id POS ELEKTRONIK buski_jkt@yahoo.com, buskipm@gmail.com

%,
Hanay

Yth.lbu Wydia
Fakultas Perikanan dan limu Kelautan 18 Oktober 2019
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

di_
Tempat

SURAT PENGANTAR
Nomor: 2444/42.0/KI.110/X/2019

No. | Jenis yang dikirim Banyak Keterangan

1. Kontrol Positif Bakteri :

T Disampaikan an
- Aeromonas salmonicida 1 ampul P dang

hormat untuk diketahui dan
dipergunakan sebagaimana

mestinya.
Terima kasih.
Lembar kedua harap dikirim kembali.
Diterima tanggal  : ......................
YapndaTangan -~ .o ke
Nama Penerima  : .......................
Kepala,

M7

Woro Nur Endang Sariati



Lampiran 5. (Lanjutan)

KEMENTERIAN KELAUTAN DAN PERIKANAN
BADAN KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN
BALAI UJI STANDAR KARANTINA IKAN, PENGENDALIAN MUTU,
DAN KEAMANAN HASIL PERIKANAN
JALAN RAYA SETU NO. 1, SETU CIPAYUNG, JAKARTA TIMUR 13880

ANan

)

TELP.: (021) 8451378, 84599367, 8448506 FAKSIMILE (021) 8448523, 8448679
%"ﬁumﬂ"\ LAMAN buski@bkipm.kkp.go.id POS ELEKTRONIK buski_jkt@)(raho)o.oom, buskipm@gmail.com
SERTIFIKAT ANALISI
Strain Bakteri : Aeromonas salmonicida

Pasase 3 dari biakan original stock < 4

Kode sampel . 298A /BUSKIPM/2019

Asal Isolat g : NCIMB 13077

Kondisi Tumbuh - Media Tumbuh TSA 0%; Temperatur : 27°C

Pengawetan . Kering Beku

Kemurnian . Berdasarkan hasil inokulasi pada media selektif dan
non selektif menunjukkan morfologi sesuai dengan
Aeromonas salmonicida

Pengujian . Dilakukan dengan pewarnaan gram, uji biokimia

Cara Pemeliharaan . Biakan dari kering beku dibuat stock dalam medium
cair kemudian di simpan dalam freezer/suhu beku

Karakteristik Bakteri . Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative

Bacteriology (Holt, et al.1996)

Gambar Pengecatan
Gram




Lampiran 5. (Lanjutan)

Karakterisasi Bakteri

1. Gram

2. Bentuk

3. Indole production

4. MR
5. VP

6. Citrate, Simmons

7. H2S production

8. Urea hydrolisis

9. Phenylalanine deaminase

10. Lysine decarboxilase

11. Arginin dihydrolase

12. Ornithin decarboxilase

13. Motility

14. Gelatin hydrolysis

15. Glucose

16. Gas from glucose

+[+ |

17. Arabinose

| 18. Glycerol

19. Inositol
20. Lactose

21. Maltose

22. Mannitol

+ |+

23. Salicin

24. Sorbitol

25. Sucrose

26. Trehalose

'

27. Xylose

28. Esculin hydrolysis

29. DNase

30. Nitrate reduction

31. Oxidase

32. Brown soluble pigment

+ |+ [+ |+ +]

N\ &y

' /Ka. Sie. Pengujian HPIK
“Mutu dan Keamanan
Hasil Perikanan,

e driyanto, S.Si.

iy psn S

O M
- NIP. 19821012 200604 1 001




Lampiran 6. Perhitungan Konsentrasi Ektrak
Pelarut yang digunakan dalam pembuatan konsentrasi ekstrak uji yaitu
aquades steril (9ml) dan DMSO (1ml), dimana perhitungan konsentrasi disajikan

sebagai berikut:

Perhitungan Stok Awal Ekstrak Daun A. marina
_1000mg_ 1g 0,01g
1000 pPM= =560 mi - 10 ml

a. Konsentrasi 100 ppm

- V1xN1 =V2 x N2
V1 x 1000 ppm =10 ml x 100 ppm
V1 =1ml
- Aquades =10ml—-1ml=9ml
b. Konsentrasi 125 ppm
- V1xN1 =V2 x N2
V1 x 1000 ppm =10 ml x 125 ppm
V1 =1,25ml
- Aquades =10 ml-1,25ml = 8,75 ml
c. Konsentrasi 150 ppm
- V1xN1 =V2 x N2
V1 x 1000 ppm =10 ml x 150 ppm
V1 =1,5ml
- Aquades =10ml-1,5ml=8,5ml
d. Konsentrasi 175 ppm
- V1xN1 =V2 x N2
V1 x 1000 ppm =10 ml x 175 ppm
V1 =1,75ml
- Aquades =10ml-1,75ml = 8,25 ml
e. Konsentrasi 200 ppm
- V1xN1 =V2 x N2
V1 x 1000 ppm =10 ml x 200 ppm
V1 =2ml

- Aquades =10ml—-2ml=8ml



Lampiran 7. Hasil Uji Cakram Penentuan Konsentrasi (Pendahuluan)

"/

._/// \

]
4,565 mm

=




Lampiran 8. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak A. marina untuk Pengobatan Ikan
Koi (C. carpio)

Volume toples yang adalah 10.000 ml dengan perhitungan sebagai berikut :

a. Konsentrasi 75 ppm

V1 x N1

V1 x 10.000 ppm
V1

Air

b. Konsentrasi 125 ppm

V1x N1

V1 x 10.000 ppm
V1

Air

c. Konsentrasi 175 ppm

V1 x N1

V1 x 10.000 ppm
V1

Air

d. Konsentrasi 225 ppm

V1 x N1

V1 x 10.000 ppm
Vi

Air

e. Konsentrasi 275 ppm

V1 x N1

V1 x 10.000 ppm
Vi

Air

a. Konsentrasi 50 ppm

V1 x N1

V1 x 10.000 ppm
Vi

Air

=V2 x N2

=10.000 ml x 75 ppm
=75ml

=10.000 ml =75 ml =925 ml|

=V2x N2

=10.000 ml x 125 ppm

=125 ml

=10.000 ml — 125 ml = 875 ml

=V2x N2

=10.000 ml x 175 ppm

=175 ml

=10.000 ml — 175 ml = 825 ml

=V2 x N2

= 10.000 ml x 225 ppm

=225 ml

= 10.000 ml — 225 ml = 775 ml

=V2x N2

=10.000 ml x 275 ppm

=275 ml

=10.000 ml—=2,75ml =725 ml

Dosis antibiotik Chlorampenicol 30 ppm (Kontrol positif)

=V2 x N2

=10.000 ml x 50 ppm

=50 ml

=10.000 ml =50 ml =725 ml



Lampiran 9. Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Insang

Rerata
Sampel
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2,6

2,27

2,2

1.8

14
1.6
1.6
1.8
1.8
1.2
1.4
1.4
1.6
1.2
1.2
1.2
1.2
2.4
2.6
2.2
2.2
2.2

1.67

Fusi
Lamela (F)

D

1.47

1,4

K+

1.20

24

1.6

1.8
2.2

Nekrosis

1.4
1.6
1.8
1.6

(N)

1.6

1.73

1.6
1.4
1.2
1.2

k+

1.26




Lampiran 10. Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Ginjal

Rerata
Sampel

T a
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1,8
1,8
1.6
1,4
1,6
1.6
1.4
1.4

1,73

1.53

1

1

1.33

1.2
1.2

D

Kongesti
(K)

1.27

1.4
1.2
1.4
1.2
1.2
1.2
1.6
1.2

1,27

K+

1.33

2.13

2.2
2.2

1.8
1.6
1.6
1.4
1.6
1.6
1.6
1.4
14
1.4
1.6
1.2
1.4
1.4
1.2

1,67

1.53

Nekrosis

D

(N)

1.47

14

k+

1.33




Lampiran 11. Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Usus

Rerata
Sampel
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2.6

2.8

2.8
2.2

2.13

2.4
1.8

Nekrosis

1.8
1.6

D

(N)

1.8

1.8
1.6
1.8
1.4
1.6
1.2

3.2

1.73

K+

1.4

2.8
2.2
2.4

2.8

2.47

1.8
1.6

Edema (E)

1.8

1.8
1.6
1.8
1.6
1.4
1.4

1.73

k+

1.46




Lampiran 12. Perhitungan Kerusakan Jaringan Insang

a. Nekrosis
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 2,4 2,6 2,2 7,2 2,40 +0,20
B 2,2 2,2 1,6 6 2,00 +0,35
C 2 1,8 2,2 6 2,00 +0,20
D 1,6 2 1,6 5,2 1,73 +0,23
E 1,4 1,6 1,8 4.8 1,60 +0,20

e Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

29,22
T 15
= 56,84

- JKTotal = (A-12+A-22+ ... + E-3?) - FK

=(2,42+2,6%+ ... +1,8%) - 56,84
= 58,56 — 56,84
=1,72
02
- JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

7,224 6%+ 6%+ 5,22+ 4,82
3

- 56,84
=1,13
- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=1,72-1,13
=0,59
- Derajat Bebas (db) Total = (nxr)—1
=(5x3)-1=14

- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1
=5-1
=4



Lampiran 12. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r— 1)

=5x(3-1)=10

=0,28

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

120

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
=1,13/4

=0,59/10
= 0,06
- F.Hitung = KTP/KTA
=0,28/0,06
=4,82
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 1,13 0.28 4,82* 3.48 5.99
Acak 10 0.59 0.06 - - -
Total 14 - - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%

(berbeda nyata) maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

_ SED = ’ZXK':: Acak
— ;2 X:,Oéz 0,20

- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x0,20
=0,44

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17 x 0,20
=0,63



Lampiran 12. (Lanjutan)
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e Tabel BNT
Perlakuan Rerata E D C B A Notasi
1,60 1,73 2,00 2,00 2,40
E 1,60 - i ] j ] a
D 1,73 0,13 _ ) i i a
c 2,00 0.40™ 0.27" - _ . a
B 2,00 040 027" 0.00" i i a
A 2,40 0,80 0.67" 0.40" 0.40" ) b

Keterangan: (*)

(*)

= berbeda nyata

= berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui

bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-B diikuti oleh perlakuan A

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)

(Ti) Linier ~ Kuadratik Kubik  kuartik

A 7,2 -2 2 -1 1

B 6 -1 -1 2 -4

C 6 0 -2 0 6

D 5,2 1 -1 -2 -4

E 4,8 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -5,6 0,8 -0,8 3,2
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 1,045 0,015 0,021 0,049

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik

=1,045 + 0,015 + 0,021 +0,049
=1,131
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e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db JK KT Fhit F 5% F 1%
Keragaman
Perlakuan 4 1,131 3.48 5.99
Linier 1 1,045 1,045 17,82*
Kuadratik 1 0,015 0,015 0,260™
Kubik 1 0,021 0,021 0,364™
Kuartik 1 0,049 0,049 0,831™
Acak 10 0,587 0,059
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
(**) = sangat berbeda nyata

(*)

= berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

_ 1,045
~ 1,045+ 0,587

=0,64

JK Kuadratik

R? Kuadratik =

_ 0015
~ 0,015 + 0,587

=0,03

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,021
~ 0,021 + 0,587

= 0,04

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0,049
~ 0,049+ 0,587

=0,08

" UK Kuadratik + JK Acak
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Lampiran 12. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 2,4 172,80 5184
A2 75 2,6 187,20 5184
A3 75 2,2 158,40 5184
B1 125 2,2 275,00 15625
B2 125 2,2 275,00 15625
B3 125 1,6 200,00 15625
C1 175 2 350,00 30625
Cc2 175 1,8 315,00 30625
C3 175 2,2 385,00 30625
D1 225 1,6 360,00 50625
D2 225 2 450,00 50625
D3 225 1,6 360,00 50625
El 275 1.4 385,00 75625
E2 275 1,6 440,00 75625
E3 275 1,8 495,00 75625

Total 2616 29,20 4808 533052

_ N Cxy)-Ex)(2y) _
Bl = T 0,00397

_ (E)(2x3)-(x)(xy) _
BO = n £x2-(Zx)? =26

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut : y = -0,0037x + 2,6

Grafik Nekrosis Insang

3,00
2,00 \
m - -
£ 1,00 y=-0,0037x+ 2,6
o R2=0,64
% 0,00
0 100 200 300

Konsentrasi Ekstrak
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b. Fusi Insang
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 2,6 2 2,2 6,8 2,27 +0,31
B 2 2 1,4 5,4 1,80 +0,35
C 1,6 1,6 1,8 5 1,67 +0,12
D 1,8 1,2 1,4 4.4 1,47 +0,31
E 1,4 1,6 1,2 4.2 1,40 +0,20

e Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

_ 2582
15
= 44,38
- JKTotal = (A-12+A-22+ ... + E-3?) - FK

=(2,6%2+22+ ...+ 1,2%) - 44,38
= 46,52 — 44,38
=214
02
- JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

_ 6,82+ 5,42+ 524 4,424 4,22
3

— 44,38

=142
- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=2,42-1,/42
=0,72
- Derajat Bebas (db) Total = (nxr)—1
=(5x3)-1=14

- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1
=5-1
=4
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Lampiran 12. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r — 1)
=5x(3-1)=10

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
=1,42/4
=0,36

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

=0,72/10
=0,07
- F.Hitung = KTP/KTA
=0,36/0,07
=4,94
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 1,42 0.36 4,94* 3.48 5.99
Acak 10 0.72 0.07 - - -
Total 14 - - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata
Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%
(berbeda nyata) maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

_ SED = ’ZXK':: Acak
— ;2 X:,07: 0,22

- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x0,22
=0,49

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17 x 0,22
=0,69



Lampiran 12. (Lanjutan)
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e Tabel BNT
Perlakuan Rerata E D C B A Notasi
1,40 1,47 1,67 1,80 2,27
E 1,40 - - - ; . a
D 1,47 0,07 . ) i i a
C 1,67 0.27™ 0.20" - - i a
B 1,80 0.40ms 0.33"s 0.13" _ ) a
A 227 0,87** 0.80"  0.60*  0.47" : b

Keterangan: (*)

(*)

= berbeda nyata

= berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui

bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-B diikuti oleh perlakuan A

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)

(Ti) Linier ~ Kuadratik Kubik  kuartik

A 6,8 -2 2 -1 1

B 54 -1 -1 2 -4

C 5 0 -2 0 6

D 4,4 1 -1 -2 -4

E 4,2 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -6,2 2,2 -0,6 1,8
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 1,281 0,115 0,012 0,015

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik

= 1,281 + 0,115 + 0,012 + 0,015
= 1,424
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Lampiran 12. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db JK KT Fhit F 5% F 1%
Keragaman
Perlakuan 4 1,424 3.48 5.99
Linier 1 1,281 1,281 17,80**
Kuadratik 1 0,115 0,115 1,601
Kubik 1 0,012 0,012 0,167"
Kuartik 1 0,015 0,015 0,214
Acak 10 0,720 0,072
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
**) = sangat berbeda nyata
(*) = berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

_ 1,281
~ 1,281+ 0,720

=0,64

JK Kuadratik

R? Kuadratik =

_ 0115
70,115 + 0,720

=0,14

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,012
70,012 + 0,720

= 0,017

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0015
~ 0,014+ 0,720

=0,021

" UK Kuadratik + JK Acak
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Lampiran 12. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 2,6 187,20 5184
A2 75 2 144,00 5184
A3 75 2,2 158,40 5184
B1 125 2 250,00 15625
B2 125 2 250,00 15625
B3 125 1,4 175,00 15625
C1 175 1,6 280,00 30625
Cc2 175 1,6 280,00 30625
C3 175 1,8 315,00 30625
D1 225 1,8 405,00 50625
D2 225 1,2 270,00 50625
D3 225 1,4 315,00 50625
El 275 1.4 385,00 75625
E2 275 1,6 440,00 75625
E3 275 1:2 330,00 75625

Total 2616 25,80 4185 533052

_ N (Exy)-Ex)(Zy) _
Bl = T—(ZX)Z =-0,0041

2).
B0 = ENEAEEXY)

. ATE 2,4433

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut : y = -0,0041x + 2,4433
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Lampiran 13. Perhitungan Kerusakan Jaringan Ginjal

a. Kongesti
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 1,8 1,8 1,6 5,2 1,73 +0.12
B 1,4 1,6 1,6 4.6 1,53 +0.12
C 1,4 1,4 1,2 4 1,33 +0.12
D 1,2 1,4 1,2 3,8 1,27 +0.12
E 1,4 1,2 1,2 3,8 1,27 +0.12

e Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

2147
T 15
=30,53
- JKTotal = (A-12+A-22+ ... + E-3?) - FK

=(1,82+1,82+ ... +1,2%) - 30,53
=31,16 — 30,53
=0,63
02
- JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

_ 522+ 4.6%+ 42+ 3,82+ 3,82
3

- 30,53

=0,49
- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=0,63-0,49
=0,133
- Derajat Bebas (db) Total = (nxr)—1
=(5x3)-1=14

- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1
=5-1
=4
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Lampiran 13. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r — 1)
=5x(3-1)=10

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
=0,49/4
=0,124

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

=0,13/10
=0,0133
- F.Hitung = KTP/KTA
=0,124/0,0133
=93
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 0,496 0.124 9,3** 3.48 5.99
Acak 10 0.133 0.013 - - -
Total 14 2.96 - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%
dan lebih besar dari F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji
BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

. SED= ;ZXK'Ir' Acak
= [FX2%= 0,004

- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x 0,094
=0,21

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17 x 0,094
=0,30
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Lampiran 13. (Lanjutan)

e Tabel BNT
Perlakuan Rerata D c B A Notasi
1.27 1.27 1.33 1.53 1.73
E 1.27 - - - - - a
D 1.27 ons - - - - a
C 1.33 0.06™ 0.06™ - - - a
B 1.53 0.26* 0.26° 0.20" - - b
A 1.73 0,46* 0.46" 0.40** 0.20" - c
Keterangan: (*) = berbeda nyata
(**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-D-C diikuti oleh perlakuan B kemudian
diikuti oleh perlakuan A.

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)
(Ti)  Linier Kuadratik  Kubik kuartik
A 5,2 HE 2 -1 1
B 4.6 -1 -1 2 -4
C 4 0 -2 0 6
D 38 1 -1 -, -4
E 3.8 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -3,6 1.6 0,2 -6
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 0,432 0.061 0.0013  0.0017

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik
=0,432 + 0.061 + 0.0013 + 0.0017
=0,496
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Lampiran 13. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db IK KT Fhit  F5% F1%
Keragaman
Perlakuan 4 0,496 3.48 5.99
Linier 1 0,432 0,432 32.40**
Kuadratik 1 0,061 0,061 4.57*
Kubik 1 0,001 0,001  0.10m™
Kuartik 1 0,002 0,002 0.13™
Acak 10 0,133 0,013
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
**) = sangat berbeda nyata
(*) = berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

0432
~ 0,432+ 0,133

=0,764

. JK Kuadratik
2 A
R*® Kuadratik JK Kuadratik + JK Acak

_ 0,061
~ 0,061+ 0,133

=0,314

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,001
~ 0,001 + 0,133

= 0,010

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0,002
~ 0,002+ 0,133

=0,012
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Lampiran 13. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 1,8 129,60 5184
A2 75 1,8 129,60 5184
A3 75 1,6 115,20 5184
B1 125 1,4 175,00 15625
B2 125 1,6 200,00 15625
B3 125 1,6 200,00 15625
C1 175 1.4 245,00 30625
Cc2 175 1.4 245,00 30625
C3 175 1,2 210,00 30625
D1 225 1,2 270,00 50625
D2 225 1.4 315,00 50625
D3 225 12 270,00 50625
El 275 1.4 385,00 75625
E2 275 1,2 330,00 75625
E3 275 1:2 330,00 75625

Total 2616 21,40 3549 533052

_NExy)-EEY) _
Bl=— S 0,0024

2).
B0 = ENEAEEXY)

. ATE 1,8467

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut: y = -0,0024x + 1,8467
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Lampiran 13. (Lanjutan)
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b. Nekrosis
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 2 2,2 2,2 6,4 2,13 +0,12
B 1,8 1,6 1,6 5 1,67 +0,12
C 1,4 1,6 1,6 4.6 1,53 +0,12
D 1,6 1,4 1,4 4.4 1,47 +0,12
E 1,4 1,6 1,2 4.2 1,40 +0,20

e Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

2462
T 15

= 40,34
- JKTotal = (A-12+A-22+ ... + E-3?) - FK

=(22+2,22+ ...+1,2%) - 40,34
=41,56 — 40,34
=1,22
02
- JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

_ 6,4%+ 5+ 4,6%+ 4,42+ 4,22
3

—-40,34
=1,03
- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=1,22-1,03
=0,19
- Derajat Bebas (db) Total = (nxr)—1
=(5x3)-1=14
- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1

=5-1
=4



Lampiran 13. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r— 1)

=5x(3-1)=10

=0,26

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

135

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
=1,03/4

=0,19/10
=0,02
- F.Hitung = KTP/KTA
= 0,26/0,02
= 13,79
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 1,03 0.26 13,79** 3.48 5.99
Acak 10 0.19 0.02 - - -
Total 14 - - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%

dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

fz X KT Acak
- SED= |—/————
N
_ [2x019
- 3

=0,11
- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x0,11
=0,25

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17x0,11
=0,35
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Lampiran 13. (Lanjutan)

e Tabel BNT
E D C B A Notasi
Perlakuan Rerata 140 1,47 1,53 167 213
1,40
E - - - - - a
1,47
D 0,07"s - - - . a
1,53
C 0.13™ 0.06™ - - - a
1,67
B 0.27*  0.20"  0.14" ) ] o
2,13
A 0,73** 0.66** 0.60" 0.40** - c
Keterangan: (*) = berbeda nyata
(**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-D-C diikuti oleh perlakuan B kemudian
perlakuan A.

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)

(Ti) Linier  Kuadratik Kubik  kuartik

A 6,4 -2 2 -1 1

B 5 -1 -1 2 -4

C 4,6 0 -2 0 6

D 4,4 1 -1 -2 -4

E 4,2 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -5 2,6 -1 0,6
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 0,833 0,161 0,033 0,002

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik
=0,833 +0,161 + 0,033 + 0,002
=1,029
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Lampiran 13. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db JK KT Fhit F 5% F 1%
Keragaman
Perlakuan 4 1,029 3.48 5.99
Linier 1 0,833 0,833 44,64*
Kuadratik 1 0,161 0,161 8,622**
Kubik 1 0,033 0,033 01,786™
Kuartik 1 0,002 0,002 0,092
Acak 10 0,187 0,019
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
(**) = sangat berbeda nyata

(*)

= berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

_ 0833
~ 0,833+0,187

=0,82

JK Kuadratik

R? Kuadratik =

_ 0,161
~ 0,161 + 0,187

=0,46

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,033
~ 0,033 +0,187

=0,15

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0,002
~ 0,002+ 0,187

=0,01

" UK Kuadratik + JK Acak
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Lampiran 13. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 2 144,00 5184
A2 75 2,2 158,40 5184
A3 75 2,2 158,40 5184
B1 125 1,8 225,00 15625
B2 125 1,6 200,00 15625
B3 125 1,6 200,00 15625
C1 175 1,4 245,00 30625
Cc2 175 1,6 280,00 30625
C3 175 1,6 280,00 30625
D1 225 1,6 360,00 50625
D2 225 1,4 315,00 50625
D3 225 1,4 315,00 50625
El 275 1,4 385,00 75625
E2 275 1,6 440,00 75625
E3 275 1,2 330,00 75625

Total 2616 24,60 4036 533052

_NExy)-EEY) _
Bl=— S 0,0033

2).
BO = (Zy) (2x2)-(2x)(2xy) = 2.2233
n x-(Ix)?

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut : y = -0,0033x + 2,2233
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Lampiran 14. Perhitungan Kerusakan Jaringan Usus

a. Nekrosis
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 2,6 3 2,8 8,4 2,80 +0,20
B 2,2 2,4 1,8 6,4 2,13 +0,31
C 2 2 2 6 2,00 +0,00
D 1,8 1,6 2 5,4 1,80 +0,20
E 1,8 1,6 1,8 5,2 1,73 +0,12

e Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

_ 31,47
T 15
= 65,73
- JKTotal = (A-12+A-22+ ... + E-3?) - FK

=(2,6%+ 32+ ...+1,8%-65,73
= 68,28 — 65,73
=255
02
- JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

_ 8,4%+ 6,4+ 6%+ 5,42+ 5,22
3

- 65,73
=2,18
- JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=2,55-2,18
=0,37
- Derajat Bebas (db) Total = (nxr)—1
=(5x3)-1=14
- Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1

=5-1
=4



Lampiran 14. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r— 1)

=5x(3-1)=10

=0,54

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

140

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
=2,18/4

=0,37/10
=0,04
- F.Hitung = KTP/KTA
=0,54/0,04
= 14,57
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 2,18 0.54 14,57* 3.48 5.99
Acak 10 0.37 0.04 - - -
Total 14 - - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata

Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%

dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

fz X KT Acak
- SED= |—/————
N
_ [2x0,04
- 3

=0,16
- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x0,16
=0,35

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17x0,16
=0,50
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Lampiran 14. (Lanjutan)

e Tabel BNT
E D C B A Notasi
Perlakuan Rerata 173 1.80 2.00 213 2.80

E 1,73 - - - - - a

D 1,80 0,07 - - - - a

C 2,00 Q.27 0.20" - - - a

B 2,13 0.40* 0.33™ 0.13" - - b

A 2,80 1.07* 1.00** 0.80™ 0.67** - C
Keterangan: (*) = berbeda nyata

(**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-D-C diikuti oleh perlakuan B kemudian
perlakuan A.

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)

(Ti)  Linier Kuadratik  Kubik kuartik

A 8,4 -2 2 -1 1

B 6,4 -1 -1 2 -4

x 6 0 -2 0 6

D 54 i -1 -2 -4

E 52 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -7,4 3,4 -1,2 2,4
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 1,825 0,275 0,048 0,027

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik
=1,825 + 0,275 + 0,048 + 0,027
=2,176
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Lampiran 14. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db JK KT Fhit F 5% F 1%
Keragaman
Perlakuan 4 2,176 3.48 5.99
Linier 1 1,825 1,825  48,89*
Kuadratik 1 0,275 0,275 7,372*
Kubik 1 0,048 0,048 1,286™
Kuartik 1 0,027 0,027 0,735™
Acak 10 0,373 0,037
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
(**) = sangat berbeda nyata

(*)

= berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

_ 1,825
~ 11,8254+ 0,373

=0,83

JK Kuadratik

R? Kuadratik =

_ 0275
~ 0,275 + 0,373

=0,42

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,48
~ 0,048 + 0,373

=0,11

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0,027
~ 0,027+ 0,373

=0,07

" UK Kuadratik + JK Acak
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Lampiran 14. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 2,6 187,20 5184
A2 75 3 216,00 5184
A3 75 2,8 201,60 5184
B1 125 2,2 275,00 15625
B2 125 2,4 300,00 15625
B3 125 1,8 225,00 15625
C1 175 2 350,00 30625
Cc2 175 2 350,00 30625
C3 175 2 350,00 30625
D1 225 1,8 405,00 50625
D2 225 1,6 360,00 50625
D3 225 2 450,00 50625
El 275 1,8 495,00 75625
E2 275 1,6 440,00 75625
E3 275 1,8 495,00 75625

Total 2616 31,40 5100 533052

_NExy)-EEY) _
Bl=— S 0,0049

2
n Xx2-(Xx)?

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut : y = -0,0049x + 2,9567

Grafik Nekrosis Usus

4,00
3,00 =
2 200 T
S 1,00 y = -0,0049x + 2,9567
2 R?=0,83
0,00
0 100 200 300

Konsentrasi Ekstrak
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Lampiran 14. (Lanjutan)

b. Edema
ul
Perlakuan 1 ar;_gan 3 Total Rerata STDEV
A 3,2 3 2,8 9 3,00 +0,20
B 2,2 2,4 2,8 7,4 2,47 +0,31
C 2 2 2 6 2,00 +0,00
D 1,8 1,6 2 5,4 1,80 +0,20
E 1,8 1,6 1,8 5,2 1,73 +0,12

Perhitungan Sidik Ragam

- Faktor Koreksi (FK) = %2

_ 3
T 15

=72,60
JK Total = (A-12+ A-22+ ... + E-3?) - FK

=(3,22+ 32+ ...+1,8%)-72,60
=76,36 — 72,60
= 3,76
02
JK Perlakuan = @ - FK

_ TA%+ TB2+ TC?+ TD?+ TE?
T

- FK

92+ 7,4+ 62+ 5,42+ 5,22
3

- 72,60

=3,39
JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
=3,76 — 3,39
=0,37
Derajat Bebas (db) Total = (nxr) -1
=(5x3)-1=14
Derajat Bebas (db) Perlakuan=n -1

=5-1
=4
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Lampiran 14. (Lanjutan)

Derajat Bebas (db) Acak =n x (r — 1)
=5x(3-1)=10

Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan = JKP/db Perlakuan
= 3,39/4
=0,85

Kuadrat Tengah (KT) Acak = JKA/db Acak

=0,37/10
=0,04
- F.Hitung = KTP/KTA
=0,85/0,04
= 22,68
¢ Analisa Sidik Ragam
Sumbes db K KT Fhit F5%  Fl%
Keragaman
Perlakuan 4 3,39 0.85 22,68** 3.48 5.99
Acak 10 0.37 0.04 - - -
Total 14 - - - - -

Keterangan: (**) berbeda sangat nyata
Karena nilai F hitung memiliki nilai yang lebih besar dari pada nilai F 5%
dan F 1% maka perhitungan dilanjutkan dengan perhitungan Uji BNT.

e Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

fz X KT Acak
- SED= |—/————
N
_ [2x0,04
- 3

=0,16
- BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED
=2,23x0,16
=0,35

- BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED
=3,17x0,16
=0,50
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Lampiran 14. (Lanjutan)

e Tabel BNT
E D C B A Notasi
Perlakuan — Rerata — 280 200 247 3,00

E 1,73 - - - - - a

D 1,80 0,07 - - - - a

C 2,00 0.27 0.20™ - - - a

B 2,47 0.74** 0.67* 0.47* - - b

A 3,00 1.27* 1.20% 1.00” 0.53** - c
Keterangan: (*) = berbeda nyata

(**) = berbeda sangat nyata

Berdasarkan hasil perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT), diketahui
bahwa hasil terbaik adalah perlakuan E-D-C diikuti oleh perlakuan B kemudian
perlakuan A.

e Tabel Polynomial Orthogonal

Perlakuan Tot_al Perbandingan (Ci)

(Ti)  Linier Kuadratik  Kubik  kuartik

A 9 -2 2 -1 1

B 7,4 -1 -1 2 -4

C 6 0 -2 0 6

D 5,4 i -1 -2 -4

E 5,2 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) -9,6 3,6 0,2 -1
Hasil Kuadrat (Zci*2) 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 3,072 0,309 0,001 0,005

- JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik + JK Kuartik
= 3,072 + 0,309 + 0,001 + 0,005
= 3,387



147

Lampiran 14. (Lanjutan)

e Analisis Sidik Ragam Regresi

Sumber db IK KT Fhit  F5% F1%
Keragaman
Perlakuan 4 3,387 3.48 5.99
Linier 1 3,072 3,072 82,29*
Kuadratik 1 0,309 0,309 8,265**
Kubik 1 0,001 0,001 0,036™
Kuartik 1 0,005 0,005 0,128™
Acak 10 0,373 0,037
Total 14
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata
(**) = sangat berbeda nyata

(*)

= berbeda nyata

Karena Regresi Linier sangat berbeda nyata, maka dihitung R? masing-

masing regresi tersebut:

. JK Linier
2 —_—
R® Linier JK Linier + JK Acak

_ 3,072
~ 3,072+ 0,373

=0,89

JK Kuadratik

R? Kuadratik =

_ 0,309
~ 0,309 + 0,373

=0,45

JK Kubik

2 i —_ JKKubk
R* Kubik JK Kubik+JK Acak

_ 0,001
~ 0,001 + 0,373

= 0,004

. JK Kuartik
2 —
R® Kuartik JK Kuartik+JK Acak

_ 0,005
~ 0,005+ 0,373

=0,01

" UK Kuadratik + JK Acak
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Lampiran 14. (Lanjutan)

Hasil perhitungan R? diatas menunjukkan bahwa nilai R? linier lebih besar
maka kurva yang digunakan adalah kurva linier. Selanjutnya dicari persamaan
regresi linier. Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x

sedangkan nilai rerata skoring dijadikan sebagai sumbu y.

Perlakuan X y Xy X2
Al 75 3,2 230,40 5184
A2 75 3 216,00 5184
A3 75 2,8 201,60 5184
B1 125 2,2 275,00 15625
B2 125 2,4 300,00 15625
B3 125 2,8 350,00 15625
C1 175 2 350,00 30625
Cc2 175 2 350,00 30625
C3 175 2 350,00 30625
D1 225 1,8 405,00 50625
D2 225 1,6 360,00 50625
D3 225 2 450,00 50625
El 275 1,8 495,00 75625
E2 275 1,6 440,00 75625
E3 275 1,8 495,00 75625

Total 2616 33,00 5268 533052

_NExy)-EEY) _
Bl=— S 0,0064

2).
B0 = ENEAEEXY)

n Ex2-(Zx)? 3,32

Berdasarkan perhitungan b0 dan bl, maka didapat persamaan linier

sebagai berikut : y = -0,0064x + 3,32
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