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Lampiran 4.1. Hasil analisis histologi usus anterior

Sampel GO usus anterior

KETERANGAN

L : lamina propia SM
\% 2 vili MC
M : mucosa

: sub mucosa
: muscularis

e

GO0.3, skor 1: tidak_ad perbahan
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Sampel G20 usus anterior

G20.1, skor 1 : tidak ada perubahan

KETERANGAN

L : lamina propia SM
Vv s vili MC
M : mucosa

G20.2, skor 1 : tidak ada perubahan

: sub mucosa
: muscularis

G20.3, skor 1 : tidak ada perubahan
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Sampel G25 usus anterior

G25.3, Skor 3 : kerusakan sedang. Terlihat
necrotik pada bagian mucosa (m) (lingkaran
merah) pada bagian vili (v) 50% (tanda panah
merah) dan kebengkakan pada submucosa (sm)
(lingkaran hitam)

GZS 2 skor 3 kerusakan sedang. Terlihat
necrotik pada bagian mucosa (m) (lingkaran
merah) pada bagian vili (v) 50% (tanda panah
merah) dan kebengkakan pada submucosa
(sm) (lingkaran hitam)

G25.1, skor 3: kerusakan sedang. Terlihat
necrotik pada bagian mucosa (m) (lingkaran
merah) pada bagian vili (v) 50% (tanda panah
merah) dan kebengkakan pada submucosa
(sm) (lingkaran hitam)

KETERANGAN

L . lamina propia SM : sub mucosa
V 2 vili MC : muscularis
M : mucosa
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Sampel G30 usus anterior

G30.1, Skor 3 : kerusakan sedang. Terlihat G30.2, Skor 3 : kerusakan sedang. Terlihat G30.3, Skor 4 : kerusakan berat. Necrotik >

necrotik pada bagian mucosa (m) (lingkaran necrotik pada bagian mucosa (m) (lingkaran 75% pada bagian vili (v) (tanda panah merah),
merah) pada bagian vili (v) 50% (tanda panah merah) pada bagian vili (v) 50% (tanda panah submucosa (sm) (lingkaran merah) dan
merah) dan kebengkakan pada submucosa (sm) merah) dan kebengkakan pada submucosa muscularis (mc) (lingkaran hitam)
(lingkaran hitam) (sm) (lingkaran hitam)
KETERANGAN
L : lamina propia SM : sub mucosa
Vv s vili MC : muscularis
M . mucosa
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Lampiran 4.2. Hasil analisa histologi usus tengah

Sampel GO Usus tengah

GO0.1, skor 1 : tidak ada perubahan

KETERANGAN

LP

GC
\Y

: lamina propia
: goblet sel
svili

SM
MC

G0.2, skor 2 : kerusakan minimal.
edema lamina propia (LP) (lingkaran hitam)

. mucosa

: sub mucosa
: muscularis

GO0.3, skor 1 : tidak ada perubahan
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Sampel G20 Usus tengah

G20.1, skor 1 : tidak ada perubahan G20.2, skor 1 : tidak ada perubahan GZO.S, skor 1 : tidak ada perubahan
KETERANGAN
LP : lamina propia M > mucosa
GC : goblet sel SM : sub mucosa
\% s vili MC : muscularis
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Sampel G25 Usus tengah

G25.1, skor 1 : tidak ada perubahan G25.2, skor 1 : tidak ada perubahan G25.3, skor 1 : tidak ada perubahan
KETERANGAN
LP : lamina propia M : mucosa
GC : goblet sel SM : sub mucosa
\% svili MC : muscularis
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Sampel G30 Usus tengah

G30.1, skor 1 : tidak ada perubahan G30.2, skor 2 : kerusakan sangat rendah G30.3, skor 1 : tidak ada perubahan
(minimal), edema lamina propia (lingkaran
hitam)
KETERANGAN
LP : lamina propia M : mucosa
GC : goblet sel SM : sub mucosa
Y s vili MC : muscularis

102



Lampiran 4.3. Hasil analisis histologi usus bagian posterior

Sampel GO Usus Posterior

-" -‘f‘- S

il Py

GO0.1, skor 2: kerusakan ringan. sel goblet (g) G0.2, skor 2: kerusakan ringan. sel vili (v)
hiperplasia (tanda panah merah) hiperplasia (lingkaran merah)
KETERANGAN
LP : lamina propia M > mucosa
G : goblet sel SM : sub mucosa
\Y 2 vili MC : muscularis
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Sampel G20 Usus Posterior

62.2, skor 1 : tidak ada perubahan G20.3, skor 1 : tidak ada perubahan

KETERANGAN

LP : lamina propia M : mucosa

G : goblet sel SM : sub mucosa
\% svili MC : muscularis
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Sampel G25 Usus Posterior

ey LR
G25.1, skor 1 : tidak ada perubahan

KETERANGAN

LP : lamina propia M
G : goblet sel SM
\% svili MC

Ao B SRS .
- - S

G25.2, skor 1 : tidak ada perubahan

: mucosa
: sub mucosa
: muscularis

G25.3, skor 2 : kerusakan ringan. sel vili (v)

hiperplasia (tanda panah merah)
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Sampel G30 Usus Posterior

75 N :
I‘y R - \

/ v

7.

G30.1, skor 3: keru;;kan sedang. sel goblet G30.2, skor 3: kerukan sedang. sel goblei
(9) (lingkaran merah) sel vili hiperplasia >50% (9) (lingkaran hitam) sel vili hiperplasia >50%
dan necrotik (lingkaran hitam) dan necrotik (lingkaran merah)
KETERANGAN
LP : lamina propia M : mucosa
G : goblet sel SM : sub mucosa
\Y 2 vili MC : muscularis

) s 5
G30.3, skor 2 : kerusakan ringan. sel vili (v)
hiperplasia (tanda panah merah)

-
-~
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Lampiran 4.4. Resume response biologi ikan baronang emas, S. guttatus terhadap dosis G. verrucosa fermentasi

Perlakuan
No. Peubah GO G20 G25 G30
1 Kecernaan
- Bahan kering (%) 64,39+2,682 50,21+11,432 38,635,242 39,29+6,452
- Protein (%) 75,82+1,162 71,5215,402 66,38+1,372 71,235,332
- Lemak (%) 87,94+1,112 92,14+1,982 91,77+0,632 91,56+0,282
2 Aktivitas enzim amilase (unit/mL) 0,62+0,112 0,56+0,192 0,62+0,122 0,72+0,112
3 Ekspresi mRNA a-amilase (kali) 1,24+0,53% 1,55+0,412 0,84+0,38%
4 Ekspresi mRNA IGF-1 (kali) 1,24+0,27% 2,17+0,202 0,36+0,09°
5 Skor histologi usus
- Anterior 1,00+0,00P 1,00+0,00° 3,0041,152 3,33%0,582
- Tengah 1,33+0,002 1,000,002 1,000,002 1,33+0,582
- Posterior 1,00+0,00P 1,00+0,00° 3,0041,152 3,33%0,582
6 SGR (%/hari) 1,01+0,06¢bc 1,31+0,002b 1,320,142 0,95+0,17¢
7 FCR (%) 2,47+0,232b 1,81+0,022b 1,74+0,212 2,58+0,50P
8 FE (%) 40,69+3,75°b¢ 55,20+0,722b 58,09+6,932 38,32+10.11¢
9 SR (%) 1002 1002 1002 97.78+3.852
10 Pemanfaatan glukosa (jam) 6 3 6 6
11 Indeks hepatosomatik 1,13+0,172 1,08+0,162 1,02+0,342 0,99+0,112
12 Proksimat karkas
- Protein (%) 60,53 66,34 70,72 72,96
- Lemak (%) 19,65 16,06 15,95 13,52
- Serat kasar (%) 0,43 0,54 0,35 0,46
- Kadar abu (%) 10,59 12,37 10,86 11,63
13 Asam amino karkas
- Asam amino esensial 23,78 25,76 29,52 28,23
- Asam amino non esensial 33,99 37,33 38,70 43,89
- Total asam amino 57,76 63,08 68,23 72,80
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BAB V

PEMBAHASAN UMUM

Berkembangnya sektor perikanan budidaya di satu sisi mempengaruhi
peningkatan kebutuhan pakan. Beberapa faktor yang menjadi pertimbangan
dalam penentuan bahan baku pakan adalah ketersediaan bahan baku yang
berkelanjutan dan komponen yang terkandung pada bahan baku tersebut. Salah
satu bahan baku pakan untuk ikan herbivora seperti ikan baronang emas, S.
guttatus yang memiliki potensi untuk dikembangkan adalah rumput laut.
Pertimbangan pemilihan rumput laut sebagai bahan baku pakan adalah
keberadaannya sebagai komponen rantai makanan akuatik. Dimana ikan
herbivora lebih mudah beradaptasi dengan pakan berbahan baku tumbuhan air.
Selain itu rumput laut memiliki kandungan nutrisi yang diperlukan untuk
pertumbuhan ikan, meskipun kandungan nutrisinya sangat beragam tergantung
speciesnya.

Ikan baronang emas, S. guttatus sebagai spesies herbivora memiliki
potensi untuk dikembangkan sebagai komoditas budidaya, karena memiliki nilai
ekonomis tinggi, dan budidayanya yang dapat dilakukan dengan kepadatan tinggi.
Berkembangnya budidaya memiiliki dampak pada kebutuhan pakan, dimana biaya
pakan dalam usaha budidaya mencapai lebih dari 50%. Selain itu pakan komersil
untuk ikan baronang sendiri belum banyak dikembangkan di Indonesia, sehingga
perlu adanya formulasi pakan yang sesuai dengan kebutuhan nutrisi ikan
baronang.

Tantangan dalam pemanfaatan rumput laut sebagai bahan baku pakan
ikan adalah kandungan NSP nya yang tinggi. NSP sendiri merupakan zat anti
nutrisi yang secara umum tidak dapat dicerna oleh ikan. Untuk itu pre-treatment
dengan proses fermentasi diperlukan untuk meningkatkan kualitas rumput laut
sebagai bahan baku pakan. Fermentasi merupakan proses perombakan senyawa
kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan bantuan
mikroorganisme. Untuk menurunkan kandungan NSP rumput laut diperlukan
bakteri selulolitik.

Pada proses isolasi, karakterisasi, seleksi dan identifikasi bakteri dari
limbah padat olahan rumput laut diperoleh 15 isolat bakteri yang semuanya

bersifat Gram-negatif dengan indeks selulolitik yang masuk kategori menengah.



Dari 15 isolat yang diperoleh kemudian dipilih 9 isolat dengan indeks selulolitik
tertinggi untuk pengujian selanjutnya. Sembilan isolat yang terpilih cenderung
memiliki fase pertumbuhan yang sama. Fase eksponensial terjadi pada 24-72 jam,
pada fase ini sel mulai membelah hingga mencapai populasi maksimum.
Pengamatan pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui saat yang tepat
dalam memanfaatkan bakteri, yakni pada fase pertumbuhan eksponensial.

Sembilan isolat yang diuji patogenitasnya terdapat 1 isolat (ISO8) yang
memberikan gejala klinis pada ikan baronang, sehingga isolate tersebut tidak
digunakan pada pengujian selanjutnya. Terdapat dua isolate yang terindikasi
menimbulkan stress pada ikan yakni ISO3 dan 1SO9. Indikasi stress pada ikan
ditandai dengan jumlah sel darah merah yang lebih tinggi dari jumlah yang normal
berdasarkan literatur. Dari hasil identifikasi bakteri kedua isolate tersebut adalah
bakteri yang sama yakni P. aeruginosa. Dengan demikian kedua isolate ini juga
tidak digunakan dalam pengujian berikutnya. Meskipun demikian kelangsungan
hidup ikan mencapai 100% pada semua perlakuan. Bakteri P. stutzeri (1ISO2)
dipilih sebagai fermenter untuk fermentasi rumput laut karena memiliki indeks
selulolitik dan aktivitas enzim selulase tertinggi, namun tidak bersifat patogen bagi
ikan baronang.

Kondisi pH media pertumbuhan bakteri merupakan salah satu faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri P. stutzeri terbaik
diperoleh pada pH media 8. Hal ini juga berhubungan dengan kondisi media asal
dari bakteri yakni limbah padat dari industri agar, dimana pada proses pembuatan
agar digunakan basa pada proses ekstraksi agar rumput laut. Dengan proses
tersebut diduga limbah padat yang dihasilkan bersifat basa, sehingga bakteri yang
hidup di dalamnya terbiasa dengan kondisi basa. Waktu fermentasi 4 hari
menghasilkan aktivitas enzim selulase dan kandungan gula pereduksi tertinggi
serta kandungan serat terendah. Fermentasi selama 4 hari mampu menurunkan
kandungan serat rumput laut G. verrucosa sebesar 48,63%. Kandungan nutrisi lain
seperti protein dan lemak tidak berpengaruh nyata antar perlakuan (P>0,05),
menunjukkan bahwa bakteri P. stutzeri hanya bekerja pada substrat serat.

Penguijian interaksi komponen Gracilaria dengan inokulum bakteri P.
stutzeri menunjukkan bahwa kedua faktor tersebut memiliki interaksi dalam
mempengaruhi performa aktivitas enzim selulolitik bakteri P. stutzeri (1ISO2) dalam
mendegradasi serat rumput laut. Rasio substrat Gracilaria : inokulum P. stutzeri

G:P (150:10) menghasilkan aktivitas enzim selulolitik tertinggi.
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Kandungan iNSP yang paling mudah mengalami degradasi oleh bakteri P.
stutzeri adalah hemiselulosa. Struktur selulosa dan lignin yang kompleks
mengakibatkan kedua INSP tersebut mengalami degradasi lebih kecil
dibandingkan selulosa. Proses fermentasi yang dilakukan pada pH 8 juga
mempermudah proses degradasi hemiselulosa, dimana ikatan ester antar dinding
sel rumput laut mudah dipecahkan pada kondisi basa. Komponen yang
mendominasi pada rumput laut Gracilaria fermentasi maupun non fermentasi
adalah karbohidrat, yang ditandai dengan adanya serapan pada 3533.71-3439.19
cm?® (UFG) dan 3529.85-3425.69 cm™ (FG) yang diikuti oleh adanya puncak-
puncak pada 1554.68-1247.99 (UFG) cm™ dan 1543.10-1251.84 (FG) pada
spektra FTIR. Spectra IR diatas 3000 cm™ berkaitan dengan vibrasi ikatan O-H.
Proses fermentasi menghasilkan spektra FTIR gugus fungsi keton (1836.29 cm)
dan aldehid (1737.92 cm™) yang merupakan gugus fungsi senyawa karbonil gula
pereduksi. Selain perubahan kimiawi, fermentasi juga mengakibatkan perubahan
struktur dinding sel rumput laut G. verrucosa. Dari gambaran hasil foto SEM,
menunjukkan bahwa fermentasi mengakibatkan struktur permukaan dinding sel
rumput laut terlihat retak-retak yang menunjukkan adanya proses degradasi
dinding sel.

Formulasi pakan dengan kandungan G. verrucosa fermentasi 20%, 25%
dan 30% dan kontrol memiliki tingkat kecernaan bahan kering, protein dan lemak
yang tidak berbeda (P>0,05). Aktivitas dan ekspresi mRNA a-amilase juga tidak
berpengaruh nyata (P>0,05) meskipun ada peningkatan pada ekspresi mRNA a-
amilase. Dosis rumput laut sebesar 20-25% memberikan peningkatan ekspresi
MRNA IGF-1, namun pada pemberian yang lebih besar (30%) mengakibatkan
penurunan ekspresi mMRNA IGF-1.

Dosis G. verrucosa sebesar 20% dan 25% menghasilkan pertumbuhan
terbaik, FCR terendah, efisiensi pakan tertinggi dan kelangsungan hidup 100%.
Dosis tepung G. verrucosa sebesar 20% tidak mengakibatkan perubahan
morfologi usus ikan, selain itu pakan juga dapat dimanfaatkan secara efisien
sebagai sumber energi oleh ikan baronang, terbukti dengan pemanfaatan glukosa
yang lebih cepat dari perlakuan lain. Pemberian tepung G. verrucosa fermentasi
tidak mempengaruhi indeks hepatosomatik, Kandungan protein karkas ikan
baronang semakin meningkat dengan meningkatnya kandungan dosis G.
verrucosa, yakni pada kisaran 60,53-72,96%. Kandungan lemak mengalami

penurunan seiring dengan peningkatan dosis G. verrucosa, berada pada kisaran
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13,52-19,65%. Serat kasar dan kadar abu masing-masing berada pada kisaran
0,35-0,53% dan 10,59-12,37%. Kandungan asam amino meningkat seiring
dengan peningkatan dosis rumput laut. Hal ini mengindikasikan bahwa ikan
baronang mampu memanfaatkan asam amino dari rumput laut Gracilaria dengan
baik. Kualitas air selama penelitian berlangsung masih pada batas normal dan

kondusif untuk pemeliharaan ikan baronang.
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BAB VI

KESIMPULAN dan REKOMENDASI

Kesimpulan

1. Bakteri P. stutzeri memiliki daya selulolitik dan aktivitas enzim selulolitik tinggi,
tidak bersifat patogen bagi ikan baronang dan berpotensi untuk dimanfaatkan
sebagai fermenter pada proses fermentasi rumput laut G. verrucosa sebagai
bahan baku pakan ikan baronang emas, S. guttatus.

2. Pertumbuhan bakteri P. stutzeri terbaik pada media dengan pH 8, kandungan
serat G. verrucosa mengalami penurunan yang signifikan pada waktu
fermentasi 4 hari dan rasio G:P (150 g:10%). Hemiselulosa merupakan iNSP
G. verrucosa yang lebih mudah didegradasi dibanding selulosa dan lignin,
fermentasi juga mengakibatkan adanya perubahan kimiawi dan fisik rumput
laut G. verrucosa.

3. Dosis optimum tepung G. verrucosa fermentasi untuk pertumbuhan ikan
baronang adalah berkisar 20-25%. Pada dosis tersebut terjadi peningkatkan
ekspresi gen IGF-1 dan tidak mengakibatkan perubahan morfologi yang berarti
pada usus. Penggunaan rumput laut G. verrucosa fermentasi dalam formulasi
pakan juga dapat meningkatkan kandungan asam amino pada karkas ikan
baronang.



Rekomendasi

Fermenter dari hasil penelitian ini dapat dikembangkan menjadi suatu
produk yang mudah diaplikasikan untuk meningkatkan kualitas bahan baku
pakan dengan menurunkan kandungan serat yang merupakan bahan anti
nutrisi

Peningkatan kualitas rumput laut G. verrucosa sebagai bahan baku pakan,
dengan pemanfaatan bakteri P. stutzeri perlu dikombinasi dengan
mikroorganisme lain dengan proses fermentasi sekuens untuk
meningkatkan kandungan protein dan menurunkan kandungan NSP
rumput laut.

Pemanfaatan rumput laut sebagai bahan baku pakan ikan diarahkan untuk
mendukung pengembangan budidaya ikan baronang di daerah pesisir
dengan penyediaan pakan secara mandiri. Selain itu juga dapat
mendukung program ketahanan pangan dengan peningkatan nilai gizi
karkas ikan.

Limbah padat hasil olahan rumput laut yang masih banyak mengandung
selulosa dapat dimanfaatkan sebagai alternatif bahan baku pakan karena
terdapat bakteri selulolitik sebagai fermenter. Hal ini memiliki implikasi
pada industri akuakultur dan lingkungan, sirkular ekonomi dan

pengembangan IPTEK.
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