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ABSTRACT

THE EFFECTIVITY OF SAMBUNG NYAWA (Gynura procumbens) LEAF
EXTRACT AS PHYTOPHARMACA FOR PREVENT Vibrio alginolyticus
ATTACTS IN TIGER GROUPER (Epinephelus fuscoguttatus)

By

Etika Oktaviani

Phytopharmaca in Indonesia has already familiar and is widely used for traditional
medicine in humans. Medicines made from these herbs also have the potential and
have been used for the treatment on fish. Sambung nyawa (Gynura procumbens)
is one of the plants that has been widely used for human medicine because of
secondary metabolites content which have medicinal properties such as
flavonoids, tannins, and saponins. Sambung nyawa leaves also have the potential
to be used as fish medicine in order to prevent disease. One dangerous bacterial
disease that causes a lot of damage is vibriosis caused by Vibrio alginolyticus.
Vibriosis attacks a lot of superior sea water commodities, such as tiger grouper
(Epinephelus fuscoguttatus Forsskal, 1775). The use of synthetic antibiotics has
been widely used but has many adverse effects, so it needs new alternatives for
the prevention of vibriosis. One of them is the use of sambung nyawa leaf extract,
this is supported because of its potential. This study aims to examine the effect of
sambung nyawa leaf extract to improve the body resistance of tiger grouper so
that it can prevent the attack of Vibrio alginolyticus bacteria. The method includes
extraction, in vitro test, in vivo test, hematology test, and histopathology test. The
conclusion of this study is that the most effective dose of sambung nyawa leaf
extract to increase the body resistance of tiger grouper and prevent the attack of
Vibrio alginolyticus is 700 ppm.
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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK DAUN SAMBUNG NYAWA (Gynura
procumbens) SEBAGAI FITOFARMAKA UNTUK PENCEGAHAN
SERANGAN Vibrio alginolyticus PADA IKAN KERAPU MACAN
(Epinephelus fuscoguttatus)

Oleh

Etika Oktaviani

Fitofarmaka di Indonesia sudah tidak asing lagi dan banyak dimanfaatkan untuk
pengobatan tradisional pada manusia. Obat berbahan herbal ini juga berpotensi
dan sudah dimanfaatkan untuk pengobatan ikan. Tanaman sambung nyawa
(Gynura procumbens) merupakan salah satu tanaman yang sudah banyak
dimanfaatkan untuk pengobatan manusia karena memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder yang berkhasiat obat seperti flavonoid, tanin, dan saponin.
Daun sambung nyawa juga berpotensi untuk digunakan sebagai obat ikan dalam
rangka pencegahan penyakit. Salah satu penyakit bakterial yang berbahaya dan
banyak menimbulkan kerugian besar adalah vibriosis yang disebabkan oleh Vibrio
alginolyticus. Vibriosis banyak menyerang komoditas unggulan air laut yaitu ikan
kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus Forsskal, 1775). Penggunaan antibiotik
sintetik telah banyak digunakan tetapi menimbulkan banyak dampak buruk,
sehingga perlu alternatif baru untuk pencegahan vibriosis. Salah satunya yaitu
dengan penggunaan ekstrak daun sambung nyawa, hal ini didukung karena
potensinya. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh ekstrak daun
sambung nyawa untuk meningkatkan ketahanan tubuh ikan kerapu macan
sehingga dapat mencegah serangan bakteri Vibrio alginolyticus. Metode yang
dilakukan meliputi uji ekstraksi bahan, uji in vitro, uji in vivo, uji hematologi, dan
uji histopatologi. Kesimpulan dari penelitian ini yaitu dosis ekstrak daun sambung
nyawa yang paling efektif untuk meningkatkan ketahanan tubuh ikan kerapu
macan dan mencegah serangan Vibrio alginolyticus adalah dosis 700 ppm.

Kata kunci : daun sambung nyawa, pencegahan, vibriosis
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Komoditas perikanan di Indonesia sangat beragam dan berlimpah, baik dari wila-
yah air tawar maupun air laut. lkan kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus
Forsskal 1775) merupakan salah satu komoditas air laut yang menjadi komo-
ditas unggul ekspor nomor dua setelah udang. Sebagai komoditas unggulan,
ikan ini memiliki nilai ekonomis yang tinggi dengan harga mencapai
Rp120.000,00/kg di pasaran (Wijaya, 2015). Bahkan saat harga tinggi harga
jualnya dapat berkisar antara Rp250.000,00/kg hingga Rp350.000,00/kg bergan-
tung pada kualitasnya (Saputra, 2018). Komoditas tersebut dipasarkan dalam
bentuk segar maupun dalam kemasan dengan penjualan hingga mencapai skala
internasional. Kebutuhan protein hewani asal laut terus meningkat, hal tersebut
diiringi dengan meningkatnya minat pembudidaya untuk membudidayakan ikan

kerapu macan.

Kendala utama dalam budidaya ikan kerapu macan yaitu adanya serangan
penyakit bakterial. Sarjito et al. (2009) menyatakan bahwa salah satu penyakit
yang sering menyerang ikan kerapu macan di KJA adalah infeksi bakterial vibri-
osis. Vibriosis adalah salah satu penyakit bakteri yang memengaruhi budidaya

perikanan dan penyebab utama permasalahan penyakit budidaya yang menye-



babkan kerugian produksi ekonomi karena kematian lebih dari 70% dalam suatu
musim. Penelitian yang dilakukan Hastari et al. (2014) menunjukkan hasil karak-
terisasi bakteri patogen pada ikan kerapu macan di KJA Teluk Hurun Lampung

adalah V. logei, V. fluvialis, V. alginolyticus, V. vulnificus dan V. metschnikovii.

Untuk mengendalikan penyakit, khususnya penyakit bakterial, selama ini telah
digunakan berbagai jenis antibiotik sintetik seperti kloramfenikol, oxytracycline,
dan erythromycin dalam pengobatan penyakit ikan. Namun dalam pengobatan
penyakit ikan dinilai masih kurang efektif, karena pada tahapnya membutuhkan
waktu yang tidak singkat. Selain itu, kondisi ikan yang sudah tidak baik lebih
mudah untuk terserang penyakit yang lebih parah sehingga berpotensi untuk
mengalami kematian lebih cepat. Oleh sebab itu, perlu adanya alternatif lain un-
tuk penanggulangan penyakit bakterial pada ikan, yaitu dengan melakukan
pencegahan sebelum terjangkit penyakit bakterial. Prinsip dari pencegahan penya-
kit ini yaitu dengan meningkatkan kekebalan sistem imun ikan melalui pemberian
imunostimulan. Penggunaan imunostimulan ini diharapkan lebih efektif karena
kondisi ikan yang masih baik akan lebih mudah menerima asupan baru sehingga
sistem imunnya dapat meningkat. Ketika sistem imun ikan sudah baik, maka diha-

rapkan akan sulit terjangkit penyakit.

Imunostimulan dapat terkandung dalam suatu fitofarmaka. Fitofarmaka adalah
sediaan obat herbal yang berbahan alami. Salah satu jenis tanaman yang berpo-
tensi sebagai fitofarmaka yaitu tanaman sambung nyawa (Gynura procumbens).

Tanaman sambung nyawa sangat mudah ditemui di wilayah Lampung dan juga



mudah untuk ditanam. Fadli (2015) melaporkan bahwa kandungan yang terbukti
terdapat dalam tanaman sambung nyawa diantaranya yaitu sterol tak jenuh, flavo-
noid, polifenol, triterpenoid, steroid, saponin, asam klorogenat, asam kafeat,
asam vanilat, asam para hidroksi benzoat, asam para kumarat, dan minyak
atsiri. Dewasa ini flavonoid dan minyak atsiri menarik perhatian, hal tersebut
disebabkan karena sifatnya sebagai antibakteri dan antijamur sehingga dapat
dipergunakan sebagai antibiotik atau obat alami (fitofarmaka) yang aman dan

ramah lingkungan.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mempelajari efektivitas ekstrak daun sam-
bung nyawa untuk mencegah serangan bakteri Vibrio alginolyticus pada budidaya

ikan kerapu macan.

C. Manfaat Penelitian

1. Sebagai fitofarmaka yang aman dan ramah lingkungan saat digunakan.

2. Memanfaatkan fitofarmaka untuk budidaya ikan kerapu macan.

3. Mewujudkan budidaya ikan kerapu macan dengan tingkat ketahanan tubuh

yang tinggi.

D. Kerangka Pikir
Vibriosis adalah salah satu penyakit bakteri serius yang mempengaruhi budidaya
perikanan dan penyebab utama permasalahan penyakit budidaya yang menye-

babkan penurunan produksi ekonomi karena kematian lebih dari 70% dalam suatu



musim (Sahari, 2018). Penggunaan antibakteri sintetik untuk pengobatan penya-
kit ikan berpotensi menimbulkan bahaya untuk lingkungan dan manusia
(Sumayani, 2008) serta terjadinya resistensi dari bakteri penyebab penyakit
(Andayani, 2009). Selain itu remediasi dengan obat dinilai kurang efektif karena
membutuhkan waktu yang lama dan kondisi ikan lebih rentan mengalami kema-
tian.Sehingga perlu adanya alternatif lain yang lebih efektif dan aman dalam
penanggulangan penyakit ikan. Salah satunya yaitu dengan memberikan imuno-
stimulan pada ikan sehingga sistem imunnya meningkat dan dapat mencegah
terjadinya penyakit pada ikan. Penggunaan imunostimulan yang aman dan ramah

lingkungan dapat diperoleh dari fitofarmaka.

Fitofarmaka adalah sediaan obat alami, bahan bakunya terdiri atas simplisia atau
sediaan galenik yang telah memenuhi persyaratan yang berlaku, yang telah jelas
keamanan dan khasiatnya, sehingga sediaan tersebut terjamin keamanan, kesera-
gaman komponen aktif, dan khasiatnya. Diketahui bahwa daun sambung nyawa
berpotensi dapat menjadi antimikrobial karena memiliki kandungan flavonoid dan
minyak atsiri. Telah dibuktikan oleh Rahman (2010) pada penelitiannya bahwa
daun sambung nyawa dengan konsentrasi 10% paling efektif dalam menghambat
pertumbuhan Candida albicans. Aryanti et al. (2007) melaporkan hasil peneli-
tiannya bahwa flavonoid ekstrak daun sambung nyawa umur panen empat bulan
lebih aktif sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphyloccoccus aureus dari pada

Escherichia coli dan Staphyloccoccus typhimurium.



Secara umum metode yang dilakukan pada penelitian ini melalui empat tahap
utama, yaitu ekstraksi bahan, uji in vitro, uji in vivo, dan uji hematologi dan histo-
logi. Ekstraksi bahan pada penelitian ini yaitu proses pengambilan ekstrak daun
sambung nyawa menggunakan pelarut metanol dengan metode maserasi dan eva-
porasi. Produk utama pada tahap ini yaitu berupa ekstrak daun sambung nyawa
dalam bentuk pasta. Uji in vitro pada penelitian ini meliputi serangkaian proses
laboratoris yang mencangkup uji zona hambat, uji MIC (Minimum Inhibitory
Concentration), dan uji toksisitas. Tahap ini ditujukan untuk memperoleh dosis

ekstrak terbaik dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio alginolyticus.

Dosis ekstrak terbaik yang telah diperoleh kemudian diaplikasikan secara in vivo
pada hewan uji yaitu ikan kerapu macan berukuran panjang rata-rata 15 cm.
Penentuan dosis yang digunakan yaitu tanpa dosis, setengah dari dosis terbaik,
dosis terbaik, dan dua kali dari dosis terbaik. Tahap ini menggunakan metode oral
dengan cara mencampurkan ekstrak daun sambung nyawa dengan pakan ikan
kerapu macan secara spraying. Hewan uji yang diberi perlakuan diuji tantang pada
hari ke 15 masa pemeliharaan. Data pendukung hasil penelitian diuji setelah masa
pemeliharaan selesai yang meliputi data hasil uji hematologi dan histopatologi.
Kedua uji tersebut dimaksudkan untuk mengetahui kondisi ketahanan tubuh ikan

kerapu macan. Kerangka pikir penelitian ini disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kerangka Pikir Penelitian

E. Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah:

HO : Tidak ada satupun konsentrasi ekstrak daun sambung nyawa yang efektif

mencegah serangan bakteri Vibrio alginolyticus.

H1 : Minimal ada satu konsentrasi ekstrak daun sambung nyawa yang efektif

mencegah serangan bakteri Vibrio alginolyticus.




. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ikan Kerapu Macan

1. Klasifikasi Ikan Kerapu Macan

Ikan kerapu diduga berjumlah 46 spesies yang hidup di berbagai jenis habitat.
Jumlah tersebut ternyata berasal dari 7 genus, yaitu Anyperodon, Cromileptes,
Cephalopholis, Epinephelus, Asthaloperca, Plectropomus, dan Variola. Genus
Plectropomus, Chromileptes, dan Epinephelus digolongkan menjadi ikan komer-
sial dan mulai banyak dibudidayakan. Flower atau carped cod merupakan nama
ikan kerapu macan yang dikenal di pasaran internasional. Menurut Sutrisna (2011)

ikan kerapu macan digolongkan pada :

Kelas : Chondrichthyes

Subkelas  : Ellasmobranchii

Ordo : Percomorphi

Divisi . Perciformes

Family . Serranidae

Genus . Epinephelus

Spesies . Epinepheus fuscoguttatus

Sinonim . Brown-marbled grouper, tiger grouper; nama lokal Indonesia:

kerapu macan, balong macan.



2. Morfologi Ikan Kerapu Macan

Ikan kerapu macan memiliki ciri-ciri morfologi antara lain bentuk tubuh pipih,
yaitu lebar tubuh lebih kecil dari pada panjang dan tinggi tubuh, mulut lebar, se-
rong ke atas dengan bibir bawah yang sedikit menonjol melebihi bibir atas, rahang
atas dan bawah dilengkapi dengan gigi yang lancip dan kuat, sirip ekor berbentuk
bundar, sirip punggung, posisi sirip perut berada di bawah sirip dada, serta badan
ditutupi sirip kecil yang bersisik stenoid (Mariskha & Abdulgani, 2012). Secara

keseluruhan ikan kerapu macan disajikan pada Gambar 2.

Sirip punggung Sirip lunak
punggung

Sirip ekor

Mulut /1 o
. Sirip dubur
Sirip perut  Sirip dada

Sumber: Dunia Perikanan

Gambar 2. Ikan Kerapu Macan

3. Habitat Ikan Kerapu Macan

Habitat ikan kerapu macan pada fase dewasa yaitu di perairan yang lebih dalam
dengan dasar terdiri atas pasir berlumpur. Sedangkan benih ikan kerapu macan ha-
bitatnya adalah pantai yang banyak ditumbuhi algae jenis Gracilaria sp. dan
Reticulata. Ikan ini merupakan salah satu jenis ikan laut yang hidup di perairan

dalam maupun payau yang bersalinitas 20 - 35 ppt. Ikan kerapu termasuk jenis



ikan karnivora dan cara makannya menangkap satu persatu makan yang diberikan
sebelum makanan sampai ke dasar. Pakan yang paling disukai adalah krustaceae
(rebon, dogol, dan krosok), selain itu beberapa jenis ikan (tembang, teri, dan

belanak) (Effendi, 2000).

B. Penyakit Vibriosis pada lkan Kerapu Macan

Vibriosis adalah salah satu penyakit bakteri serius yang memengaruhi budidaya
perikanan dan menjadi penyebab utama permasalahan penyakit budidaya yang
berdampak pada produksi ekonomi karena menyebabkan kematiaan lebih dari
70% dalam suatu musim (Sarjito, 2009). Penelitian Sarjito et al. (2007) yang
mengungkapkan bahwa ikan kerapu macan yang terinfeksi bakteri Vibrio menga-
lami perubahan yaitu keseimbangan terganggu, pergerakan ikan lamban, gripis di

bagian sirip, haemoragi di beberapa bagian tubuh, dan luka borok.

Gejala klinis yang serupa juga pernah dilaporkan Hastari et al. (2014) yang
menjelaskan bahwa gejala klinis ikan kerapu yang terkena penyakit vibriosis
yaitu berupa adanya perubahan tingkah laku yang teramati seperti bergerak lam-
ban dengan sesekali beren ang tidak teratur/ eratic swimming, keseimbangan
terganggu dan nafsu makan menurun. Sedangkan perubahan morfologi yang
teramati pada penelitiaan ini adalah warna tubuh menjadi gelap, timbul luka
kemerahan/ haemoragi pada mulut dan pangkal sirip dan operkulum terbuka,

gripis di bagian sirip, dan luka borok.
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C. Fitofarmaka

Fitofarmaka adalah sediaan obat alami yang telah jelas keamanan dan khasiatnya,
bahan bakunya terdiri atas sediaan galenik atau simplisia yang telah memenuhi
persyaratan yang berlaku, sehingga sediaan tersebut terjamin keseragaman kom-
ponen aktif, keamanan, dan khasiatnya. Untuk menjadi fitofarmaka, obat alami
harus distandarisasi dan harus melalui uji toksisitas, farmakologi eksperimental,
dan uji klinik. Fitofarmaka sudah layak disejajarkan dengan obat modern. Secara
umum bentuk sediaan fitofarmaka juga sejajar dengan penyediaan obat kimia, an-
tara lain dalam bentuk kaplet, kapsul, tablet, sirup, dan lain sebagainya. Sediaan
ini dikemas secara modern sesuai dengan standar obat kimia sehingga dapat dite-

rima oleh kalangan medis (Raj et al., 2012).

Darminto et al. (2011) menyatakan bahwa pengobatan tradisional dengan fitofar-
maka mulai menjadi perhatian dunia sekarang ini. Di Thailand dan Filipina fito-
farmaka telah dimanfaatkan sebagai bakterisida, herbisida, fungisida, virusida,
algasida, dan pestisida. Di Indonesia fitofarmaka telah dimanfaatkan untuk pengo-

batan manusia, tetapi belum banyak digunakan dalam budidaya perikanan.

D. Potensi Daun Sambung Nyawa sebagai Fitofarmaka

Nirwan (2007) melaporkan bahwa daun sambung nyawa merupakan tanaman obat
yang banyak dimanfaatkan karena banyak khasiatnya, antara lain untuk menu-
runkan kadar gula dalam darah, obat kulit, menyembuhkan migraine, hepatitis B
dan antitumor atau antikanker. Di samping itu air perasan daun sambung nyawa

dapat digunakan sebagai penurun panas dan menghilangkan bengkak-bengkak.
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Secara tradisional daun sambung nyawa telah banyak digunakan sebagai obat
antikanker. Syukur (2001) mengemukakan bahwa daerah pertumbuhan daun sam-
bung nyawa tersebar mulai dataran rendah sampai dataran tinggi yang mencapai
ketinggian 1-1200 m di atas permukaan laut (dpl), namun paling banyak ditemui
pada ketinggian 500 m dpl. Tanaman ini membutuhkan iklim pertumbuhan
berupa curah hujan dengan kisaran 1500-3500 mm/tahun (iklim sedang sampai
basah), tanah agak lembab sampai lembab serta subur. Daun sambung nyawa

sangat mudah ditemui di Lampung dan sangat mudah untuk dibudidayakan.

Gambar 3. Tanaman Sambung Nyawa

Penelitian sebelumnya yang dilakukan Aonullah et al. (2013) menggunakan eks-
trak daun jeruju mengungkapkan bahwa ekstrak daun jeruju tidak berpengaruh
nyata terhadap kelulushidupan dan jumlah eritrosit ikan kerapu macan yang diin-
feksi Vibrio alginolyticus, sehingga kajian lain terkait fitofarmaka untuk ikan
kerapu masih perlu untuk terus dilakukan. Diketahui bahwa daun sambung nyawa
berpotensi menjadi antimikroba karena memiliki kandungan flavonoid dan mi-
nyak atsiri. Telah dibuktikan oleh Rahman (2010) pada penelitiannya bahwa daun
sambung nyawa dengan konsentrasi 10% paling efektif dalam menghambat

pertumbuhan Candida albicans.
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Flavonoid bekerja dengan cara denaturasi protein dan terjadi peningkatan permea-
bilitas membaran sitoplasma. Denaturasi protein menyebabkan gangguan dalam
pembentukan atau fungsi molekul protein sehingga terjadi perubahan struktur
protein dan menyebabkan terjadinya koagulasi protein. Membran sitoplasma yang
terganggu dapat menyebabkan meningkatnya permeabilitas sel sehingga nukleo-
tida pirin, pirimidin, dan protein akan keluar dari sel dan mengakibatkan
terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel. Rivai et al. (2011) melaporkan

bahwa daun sambung nyawa mengandung 67,094ug/mL flavonoid.

Flavonoid bekerja sebagai inhibitor yang akan menghambat replikasi dan trans-
kripsi DNA bakteri. Flavonoid dapat berikatan dengan protein bakteri ekstrase-
luler dan dapat melarutkan dinding sel bakteri. Flavonoid merupakan senyawa
metabolit yang sering ditemukan pada tumbuhan. Salah satu peran flavonoid bagi
tumbuhan adalah sebagai antivirus dan antimikroba, sehingga tumbuhan yang
mengandung flavonoid banyak dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional.
Aryanti et al. (2007) melaporkan hasil penelitiannya bahwa flavonoid ekstrak
daun sambung nyawa umur panen empat bulan lebih aktif sebagai antibakteri
terhadap bakteri Staphyloccoccus aureus dari pada Escherichia coli dan

Staphyloccoccus typhimurium.



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan pada Bulan April-September 2018. Tempat
pelaksanaan penelitian ini yaitu di Laboratorium Budidaya Perairan, Jurusan
Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung dan Balai

Besar Perikanan Budidaya Laut (BBPBL) Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Ekstraksi Bahan

Alat yang digunakan pada tahap ini yaitu oven, blender, timbangan digital, tabung
erlenmeyer, dan rotary evaporator IKA RV 10. Sedangkan bahan yang digunakan
yaitu etanol 95%, akuades, dan daun sambung nyawa yang diperoleh dari

Lampung.

2. Uji Fitokimia

Alat yang digunakan pada uji fitokimia yaitu tabung reaksi, pipet tetes, timbangan
digital, dan gelas ukur. Sedangkan bahan yang digunakan yaitu ektrak daun sam-
bung nyawa, akuades, asam asetat glacial, H.SOg, larutan FeCls, kloroform, Ki,

HgCl., serbuk Mg, dan HCI pekat.
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3. Uji In Vitro

Alat yang digunakan pada tahap ini yaitu hot plate, magnetic stirer, cawan petri,
tabung reaksi, autoclaf Wisdom, inkubator, jarum ose, colony counter, spreader,
bunsen, spektrofotometer, dan penggaris. Sedangkan bahan yang digunakan yaitu
media Nutrien Agar (NA), media Nutrien Broth (NB), media Thiosulfate Citrat
Bile Salts Sucrose (TCBS) Agar, Phosphate Buffer Saline (PBS), antibiotik klor-
amfenikol, isolat murni bakteri Vibrio alginoyiticus yang diperoleh dari Loka
Pemeriksaan Penyakit Ikan dan Lingkungan (LP2IL) Serang, air laut, alkohol

70%, dan akuades.

4. Uji In Vivo
Alat yang digunakan pada tahap ini yaitu bak pemeliharaan, ember, spuit, jaring-
jaring, paralon, dan selang. Sedangkan bahan yang digunakan yaitu ekstrak daun

sambung nyawa, akuades, minyak ikan, ikan kerapu macan, dan pakan.

5. Uji Hematologi dan Histopatologi

Alat yang digunakan pada tahap ini yaitu alat bedah, spuit, tabung EDTA, kaca
preparat, hemasitometer, tabung hematokrit, sentrifuge, mikroskop, hand counter,
mikrohematokrit reader, mikrotom, keranjang xylol, pemanas air, kassa, botol
film, oven, hot plate, stabilizer, templat, kaset. Sedangkan bahan yang digunakan
yaitu sampel darah ikan, insang, hati, limpa, saluran pencernaan ikan, Giemsa,
larutan Turk’s, larutan Hayem, metanol, alkohol, xylol, parafin, larutan fiksatif,
alkohol (70%, 80%, 90%, 95%, dan 100%), xylol (1, 2, dan 3), parafin, larutan

anastesi, hematoksilin, BNF (Buffer Netral Formalin), alkohol 70%, auksin,
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akuades, eosin, dan entellan.

6. Pengamatan Kualitas Air
Alat yang digunakan untuk pengamatan kualitas air yaitu termometer, pH meter,

refraktometer, dan DO meter.

C. Rancangan Penelitian

Pengujian efektivitas ekstrak daun sambung nyawa ini dilakukan menggunakan
metode eksperimental Rancangan Acak Lengkap yang terdiri atas 4 perlakuan
dengan individu sebagai ulangan. Pengujian dilakukan secara oral kepada ikan uji.
Penentuan dosis ekstrak daun sambung nyawa pada pakan mengacu pada hasil uji
in vitro. Sehingga diperoleh dosis setiap perlakuan yaitu:

A :0ppm

B : setengah dari dosis terbaik

C : dosis terbaik

D : dua Kkali lipat dari dosis terbaik

Ikan uji yang digunakan adalah benih ikan kerapu macan yang berukuran panjang
rata-rata 15 cm dengan bobot rata-rata 40 g sebanyak 20 ekor setiap wadah perco-
baan. Kepadatan Vibrio alginolyticus yang diinjeksikan yaitu 108 CFU/mL seba-
nyak 0,1 mL/ekor secara intramuskular Sarjito et al. (2007). Pemberian pakan uji
dilakukan selama 14 hari kemudian diuji tantang pada hari ke 15 dan pemeliha-
raan hewan uji dilakukan hingga hari ke 21 dengan pemberian pakan yang sama

sesuai dosis perlakuan.



D. Prosedur Penelitian

16

Prosedur penelitian yang dilakukan mencangkup empat tahap utama, yaitu eks-

traksi daun sambung nyawa, uji in vitro, uji in vivo, dan uji hematologi dan histo-

patologi. Tahap ekstraksi meliputi persiapan pengeringan daun sambung nyawa,

penepungan daun, maserasi, dan evaporasi. Tahap uji in vitro meliputi uji zona

hambat, uji MIC, dan uji toksisitas. Tahap in vivo meliputi pemberian ekstrak

secara oral pada hewan uji, uji tantang bakteri, pengambilan data survival rate

(SR), relative percent survival (RPS), dan pengamatan kualitas air. Tahap

berikutnya yaitu uji hematologi dan histopatologi sebagai data pendukung, dan

terakhir yaitu penyusunan laporan. Secara umum prosedur penelitian yang

dilakukan tersaji pada Gambar 4.

Persiapan alat dan
bahan

Pembuatan serbuk
daun sambung nyawa

Ekstraksi serbuk daun
sambung nyawa

A 4

Uji zona hambat pada
bakteri V. alginolyticus

Perr:akuan pgda Uji MIC
ewan uji
Pengambilan data > Analisis data

—

Gambar 4. Alur Penelitian

1. Pembuatan Serbuk Daun Sambung Nyawa

Penyusunan hasil
penelitian

Daun sambung nyawa yang sudah terkumpul dicuci dengan air bersih dan dike-

ringkan. Pengeringan dilakukan dengan menggunakan oven bersuhu 45°C

(Wahyuni et al., 2017) selama +48 jam. Kemudian daun sambung nyawa yang
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sudah kering di remas-remas dan digiling hingga menjadi serbuk halus. Pembu-
atan serbuk ini dilakukan di Laboratorium Teknologi Hasil Pertanian

Politeknik Negeri Lampung.

2. Ekstraksi Serbuk Daun Sambung Nyawa

Daun sambung nyawa sebagai sumber senyawa antibakteri diekstrak terlebih
dahulu sehingga diperoleh ekstrak yang mengandung senyawa antibakteri. Eks-
traksi daun sambung nyawa dilakukan dengan menggunakan metode maserasi.
Metode ini dipilih karena maserasi merupakan cara ekstraksi yang sederhana.
Sebanyak 300 gr serbuk daun sambung nyawa yang diperoleh direndam dalam
metanol 95% sebanyak 3000 mL (perbandingan 1:10 w/v) sesuai dengan pene-

litian Riadini (2015) selama 72 jam.

Metanol digunakan sebagai pelarut karena senyawa ini bersifat non polar,
sehingga diharapkan senyawa yang terekstraksi dari daun sambung nyawa
merupakan senyawa non polar juga. Cairan pelarut akan menembus dinding sel
dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut
karena adanya perbedaan konsentrasi di dalam dan di luar sel. Hal ini
menyebabkan larutan yang terpekat keluar sehingga terjadi keseimbangan

konsentrasi antara larutan di dalam dengan di luar sel (Harborne, 1987).

Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan cara penguapan menggunakan
vacuum rotary evaporator pada suhu 50° C dengan kecepatan putaran 75 rpm

hingga diperoleh ekstrak kental berupa pasta. Pemekatan bertujuan untuk mence-
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gah potensi terjadinya kerusakan komponen yang terkandung dalam ekstrak dan
mempermudah penyimpanannya jika dibandingkan dengan keadaan ekstrak yang
masih mengandung pelarut (Sari et al, 2016). Proses ekstraksi dilakukan di

Laboratorium Mutu Hasil Pertanian Universitas Lampung.

3. Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan pada enam parameter, yaitu saponin, steroid, terpenoid,
tanin, alkaloid, dan flavonoid. Sebelum dilakukan uji, ekstrak pasta daun sambung
nyawa diencerkan terlebih dahulu dengan menggunakan pelarut metanol. Metode

yang dilakukan yaitu memodifikasi pada Tasmin et al. (2014) sebagai berikut.

a. Saponin
Sebanyak 0,5 mL sampel ekstrak di larutkan di dalam 5 mL akuades, kemudian

dikocok selama 30 detik. Hasil positif jika terdapat busa pada larutan.

b. Steroid
Sebanyak 0,5 mL sampel ditambah 0,5 mL asam asetat glacial dan 0,5 mL H2SOa.

Hasil positif jika warna sampel berubah menjadi biru atau ungu.

c. Terpenoid
Sebanyak 0,5 mL sampel ditambah 0,5 mL asam asetat glacial dan 0,5 mL H2SOa.

Hasil positif jika warna sampel berubah menjadi merah atau kuning.
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d. Tanin
Sebanyak 1 mL sampel ditambah 3 tetes larutan FeClz 10%. Hasil positif jika

warna sampel berubah menjadi hitam kebiruan (Robinson, 1991).

e. Alkaloid
Sebanyak 0,5 mL sampel ditambah 5 mL tetes kloroform dan 5 tetes pereaksi
Mayer (1 g Kl dilarutkan dalam 20 mL akuades, ditambahkan 0,271 g HgCl»

hingga larut). Hasil positif jika warna sampel berubah menjadi putih kecoklatan.

f. Flavonoid
Sebanyak 0,5 mL sampel ditambah 0,5 g serbuk Mg dan 5 mL HCI pekat (tetes
demi tetes). Hasil positif jika warna sampel berubah menjadi merah atau kuning

dan terdapat busa.

4. Uji In Vitro

a. Uji Zona Hambat

Uji zona hambat dilakukan dengan metode paper disc diffusion agar. Isolat murni
Vibrio alginolyticus diremajakan dalam media NA kemudian ditumbuhkan dalam
medium NB, inkubasi pada suhu kamar selama 24 jam. Ekstrak daun sambung
nyawa dibuat konsentrasi sebesar 500, 600, 700, 800, 900, 1000, dan 1500 ppm.
Isolat cair bakteri Vibrio alginolyticus dengan kepadatan 108 diinokulasi ke dalam
media NA sebanyak 100 uL. Sebanyak 25 pL ekstrak daun sambung nyawa dite-
teskan ke atas kertas cakram steril (diameter 8 mm) yang diletakkan di dalam

cawan petri steril kemudian menggunakan pinset steril dipindahkan ke atas media
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NA yang telah diinokulasi bakteri Vibrio alginolyticus. Kontrol positif berupa ker-
tas cakram yang diberi 25 pL larutan antibiotik kloramfenikol 1 ppm, sedangkan
kontrol negatif berupa kertas cakram yang diberi 25 pL metanol. Inkubasi pada
suhu kamar selama 24 jam. Kertas cakram yang membentuk zona bening disekeli-
lingnya menunjukkan adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan Vibrio. Dia-
meter zona bening yang terbentuk diukur dan digunakan untuk menentukan be-

sarnya aktivitas penghambatan.

b. Uji MIC

Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) dilakukan dengan cara membuat
media cair NB sebanyak 4,5 mL setiap tabung reaksi. Kemudian larutan ekstrak
daun sambung nyawa dibuat dengan konsentrasi 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
dan 1500 ppm. Selanjutnya masing-masing konsentrasi ekstrak daun sambung
nyawa ditambahkan sebanyak 0,5 mL kedalam media NB yang telah disiapkan.
Bakteri Vibrio alginolyticus sebanyak 0,1 mL dimasukkan kedalam suspensi
media dan ekstrak daun sambung nyawa. Kontrol positif berupa media NB yang
diinokulasi bakteri tanpa penambahan ekstrak daun sambung nyawa. Kontrol
negatif berupa media NB tanpa tambahan ekstrak dan bakteri uji. Indikator terda-
pat bakteri yang tumbuh apabila media berubah menjadi keruh atau sama seperti
kontrol positif. Pengamatan dilakukan dengan pengamatan turbidimetri atau

pengamatan kekeruhan secara visual (Soelama et al., 2015).

5. Uji Toksisitas

Penggunaan ekstrak daun sambung nyawa untuk fitofarmaka pada ikan harus
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diketahui tingkat toksiknya melalui uji toksik, sehingga penggunaannya aman
untuk ikan dan lingkungan. Terdapat beberapa metode uji toksisitas, salah satu uji
yang efektif dapat dilakukan yaitu uji Brine Shrimp Lethalithy Test (BSLT). Brine
Shrimp Lethalithy Test adalah suatu metode pengujian yang dapat digunakan seba-
gai bioassay yang sederhana untuk meneliti tingkat sitotoksik suatu senyawa. Cara
yang dilakukan yaitu dengan menentukan nilai LCso yang dinyatakan dari kompo-
nen aktif suatu simplisia ataupun bentuk sediaan ekstrak dari suatu tumbuhan

(Sari et al., 2016).

Uji BSLT dilakukan dengan memasukkan 10 ekor larva Artemia salina Leach
yang berumur 48 jam ke dalam tabung reaksi yang telah berisi larutan ekstrak
daun sambung nyawa dan air laut. Untuk setiap konsentrasi dilakukan 3 kali
pengulangan (triplo). Sebagai kontrol adalah air laut yang tidak diberi ekstrak
sampel. Tabung percobaan disimpan di bawah pencahayaan lampu TL. Penga-
matan dilakukan setelah 24 jam. Jumlah larva Artemia salina yang mati dicatat
kemudian dihitung persentase kematiannya. Persentase kematian larva Artemia
salina dihitung dari rata-rata kematian pada tiap konsentrasi terhadap total awal

larva (Kaban et al., 2016).

Data kemudian dianalisis dengan menggunakan persamaan regresi linear dengan
melakukan transformasi data konsentrasi ke bentuk logaritma serta mengubah
nilai persen kematian larva kedalam satuan probit. Berdasarkan analisis regresi
linier antara log konsentrasi dan nilai probit larva udang akan diketahui nilai LCso

dari ekstrak daun sambung nyawa. Data pengujian toksisitas diperoleh dari ana-
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lisis LCso yang dilakukan dengan analisis regresi menggunakan MS Office Excel

2007 (untuk sistem operasi Windows) (Arief et al., 2017).

6. Uji In Vivo

a. Persiapan Wadah dan Hewan Uji

Wadah yang digunakan dalam penelitian ini adalah bak kontainer berukuran 60 x
40 x 40 cm. Sebelum digunakan bak kontainer disterilisasi dengan cara dicuci dan
didesinfeksi menggunakan kaporit 100 ppm. Masing-masing bak kontainer dileng-
kapi dengan inlet air, outlet air, dan aerasi. Media pemeliharaan menggunakan air
laut steril sebanyak % dari volume total wadah pemeliharaan. Hewan uji yang
digunakan dalam penelitian ini adalah ikan kerapu macan dengan panjang rata-
rata 15 cm dan bobot rata-rata 40 g/ekor yang berasal dari Balai Besar Perikanan

Budidaya Laut (BBPBL) Lampung.

b. Persiapan Ekstrak Daun Sambung Nyawa

Ekstrak daun sambung nyawa dibuat larutan dengan tiga konsentrasi berbeda,
yaitu setengah dari dosis terbaik uji in vivo (ppm), dosis terbaik uji in vivo (ppm),
dan dua kali lipat dosis terbaik uji in vivo (ppm). Larutan dibuat sebanyak 100 mL

menggunakan akuades dan dimasukkan ke dalam botol semprot.

c. Pembuatan Pakan Uji
Pakan uji dibuat dengan menyemprotkan ekstrak daun sambung nyawa dengan
dosis berbeda ke dalam masing-masing pakan komersil ikan kerapu macan seba-

nyak 1 kg. Kemudian dicampur hingga rata dan dijemur hingga kering. Pakan uji
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dapat disimpan di dalam toples kedap udara selama uji.

d. Pemeliharaan Ikan Kerapu Macan

Pemeliharaan ikan kerapu macan dilakukan selama 21 hari dengan pemberian
pakan yang dicampur ekstrak daun sambung nyawa sebanyak 3 kali sehari, yaitu
pukul 07.00; 12.30; dan 16.00. Sebelum diberi perlakuan, ikan kerapu macan
diaklimatisasi selama 3 hari sebagai proses adaptasi. Setelah aklimatisasi dilaku-
kan pemberian pakan perlakuan selama 14 hari, kemudian pada hari ke 15 ikan
kerapu macan diuji tantang dengan bakteri Vibrio alginolyticus. Setelah uji tan-
tang, kemudian dilakukan pengamatan terhadap gejala klinis dan kematian yang
dialami ikan kerapu macan setiap hari selama tujuh hari pemeliharaan. Pemberian
pakan uji dilakukan secara ad satiation (sekenyangnya). Untuk menjaga kualitas
air pada wadah pemeliharaan, maka dilakukan penyiponan setiap pagi sebelum
pemberian pakan dan sore hari setelah pemberian pakan. Pemeriksaan kualitas air
dilakukan untuk memantau kondisi media pemeliharaan ikan kerapu macan mela-

lui pengukuran suhu, DO, pH, dan salinitas.

e. Persiapan Patogen dan Uji Kohabitasi

Patogen yang digunakan sebagai uji tantang pada penelitian ini adalah Vibrio
alginolyticus. Isolat bakteri diperoleh dari Loka Pemeriksaan Penyakit Ikan dan
Lingkungan (LP2IL) Serang. Uji Kohabitasi bakteri dilakukan untuk mendapatkan
isolat murni bakteri patogen aktif yang selanjutnya digunakan untuk uji tantang.
Pada uji kohabitasi bakteri dilakukan 2 tahap injeksi untuk memperoleh isolat

yang mampu membuat ikan sakit. Tahap uji kohabitasi yang dilakukan meliputi:
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1. Isolat murni bakteri Vibrio alginolyticus diinokulasi pada media NB.

2. Kemudian diinjeksikan pada 5 ekor ikan stok sebanyak 0,1 ml/ekor dengan
kepadatan 108, Ikan uji diamati hingga menunjukkan gejala infeksi oleh bakteri
tersebut.

3. Bakteri Vibrio alginolyticus diambil dari ikan uji yang sakit kemudian diinoku-
lasi pada media TCBSA, selanjutnya diinkubasi selama 18 — 24 jam.

4. Setelah itu diinokulasi kembali pada media NB, dan diinkubasi kembali selama
18 — 24 jam.

5. Kemudian diukur kepadatannya dengan metode turbidimetri menggunakan alat
spektrofotometer.

6. Kemudian tahap nomor dua hingga nomor lima dilakukan sekali lagi hingga

bakteri Vibrio alginolyticus dapat digunakan untuk uji tantang.

f. Uji Tantang

Ikan kerapu macan yang telah diberi pakan perlakuan selama 14 hari, kemudian
diuji tantang pada hari ke-15 dengan menyuntikkan bakteri Vibrio alginolyticus
sebanyak 0,1 ml/ekor. Penyuntikkan dilakukan secara intramuskular dengan sudut
kemiringan kira-kira 30°. Kemudian ikan yang telah diuji tantang diamati gejala
klinis dan kematiannya setiap hari selama tujuh hari pemeliharaan. Setelah dilaku-
kan uji tantang pemberian pakan tetap dilakuan sesuai perlakuan yang diberikan

sampai dengan akhir penelitian.
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E. Parameter Pengamatan

1. Gejala Klinis

Gejala klinis yang diamati seperti tingkah laku ikan saat berenang, nafsu makan,
dan kondisi tubuh ikan. Parameter ini diamati setiap hari setelah ikan kerapu

macan diuji tantang bakteri.

2. Survival Rate (SR)
Penghitungan jumlah ikan yang mati dilakukan setelah ikan kerapu macan diinjek-
si Vibrio alginolyticus sampai akhir penelitian. Tingkat kelangsungan hidup ikan

dihitung dengan menggunakan rumus :
SR% = Nt X 100%
0 — NO 0

Keterangan : SR : Tingkat kelangsungan hidup (%)
Nt :Jumlah ikan yang hidup pada akhir pemeliharaan (ekor)

NO : Jumlah ikan yang hidup pada awal pemeliharaan (ekor)

3. Relative Percent Survival (RPS)

Relative Percent Survival (RPS) merupakan pengamatan jumlah kematian ikan
dari masing-masing perlakuan.Penghitungan RPS dilakukan setelah ikan kerapu
macan diinjeksi Vibrio alginolyticus. Kemudian RPS dihitung dengan rumus

berikut mengacu pada Amend (1981).

Kematian ikan perlakuan
RPS = |1 — — x 100%
Kematian ikan kontrol
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4. Pengamatan Hematologi
Pengamatan hematologi meliputi pengamatan kadar hematokrit, total leukosit,
total eritrosit, dan diferensial leukosit. Metode pengamatan yang dilakukan yaitu

meliputi:

a. Pengambilan Sampel Darah

Jarum spuit ditusukkan pada garis tengah tubuh di belakang sirip anal. Jarum
dimasukkan ke dalam musculus sampai mencapai tulang belakang. Kemudian
spuit ditarik perlahan-lahan sampai darah masuk ke dalam spuit. Setelah itu darah
dimasukkan ke dalam vacuum tube yang telah diberi antikoagulan dan kertas label

(Lestari et al., 2017).

b. Perhitungan Nilai Hematokrit dengan Metode Mikrohematokrit

Tabung mikrokapiler diisi dengan darah ikan hingga mencapai % bagian tabung.
Setelah itu ujung tabung ditutup dengan penutup tabung. Tabung kemudian
dimasukkan ke dalam mesin sentrifuge hematokrit dengan kecepatan 12000 rpm
selama 5 menit. Setelah 5 menit, mesin dimatikan dan tabung dikeluarkan lalu
nilai hematokrit ditentukan dengan pengukuran menggunakan mikrohematokrit

reader (Samsisko, 2013).

c. Perhitungan Jumlah Eritrosit
Darah dihisap dengan pipet eritrosit sampai batas 0,5. Kemudian darah dicampur
dengan larutan Hayem sampai batas 101 yang tertera pada pipet. Isi pipet dikocok

dengan membuat gerakan angka 8 agar tercampur. Cairan kemudian dimasukkan
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ke kamar hitung kemudian dilakukan penghitungan di bawah mikroskop. Kamar
hitung dengan bidang bergaris diletakkan di bawah kaca obyektif dan fokus
mikroskop diarahkan pada garis-garis bagi tersebut kemudian eritrosit akan terli-
hat. Semua eritrosit dihitung yang terdapat dalam lima bidang yang tersusun atas
16 bidang kecil. Eritrosit dihitung dari sudut Kiri atas, terus ke kanan, kemudian

turun ke bawah dan dari kanan ke kiri dan seterusnya (Pal & Pal, 2006).

Rumus perhitungan jumlah eritosit:
N =nx 10
Keterangan :
n :jumlah sel darah merah yang terdapat dalam 80 kotak kecil
N :jumlah sel darah merah dalam 1 mm? darah

10* : kedalaman objek x pengenceran x jumlah sampel (10umx200x5)

d. Perhitungan Jumlah Leukosit

Darah dihisap dengan pipet eritrosit sampai batas 0,5. Kemudian darah dicampur
dengan larutan Turk sampai batas 11 yang tertera pada pipet. Isi pipet dikocok
dengan membuat gerakan angka 8 agar tercampur. Cairan kemudian dimasukkan
ke kamar hitung kemudian dilakukan penghitungan di bawah mikroskop. Kamar
hitung dengan bidang bergaris diletakkan di bawah obyektif dan fokus mikroskop
diarahkan pada garis-garis bagi tersebut dan leukosit akan terlihat. Semua leukosit
yang terdapat dalam keempat bidang besar dihitung pada sudut-sudut seluruh
permukaan yang terbagi. Leukosit dihitung dari sudut kiri atas, terus ke kanan,

kemudian turun ke bawah dan dari kanan ke kiri dan seterusnya (Pal & Pal, 2006).
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Rumus perhitungan jumlah leukosit:

N =nx50
Keterangan :
n :jumlah sel darah putih yang terdapat dalam 64 kotak
N : jumlah sel darah putih dalam 1 mm? darah

50 : pengenceran/volume kamar hitung = 20/(4/10)

e. Sediaan Apus Darah (Pengamatan Diferensial Leukosit)

Pembuatan sediaan apus darah menggunakan kaca preparat dan cover glass. Darah
diteteskan pada kaca preparat, kemudian cover glass ditempelkan pada tetes darah
di kaca preparat dengan sudut 45°. Cover glass ditarik ke sisi kanan lalu didorong
ke sisi kiri dengan cepat dan konstan. Setelah didapatkan film darah yang tipis,
kemudian dikeringanginkan. Setelah itu, preparat apusan dimasukkan kedalam
metanol selama 5 menit, jika telah selesai preparat tersebut dimasukkan kedalam
pewarna giemsa selama 30 menit. Kemudian dicuci dengan air mengalir selama 5
menit dan dikeringkan. Jika preparat telah kering, preparat diamati dengan

menggunakan mikroskop.

Perhitungan diferensial leukosit dilakukan dengan cara menemukan sel darah
putih minimal berjumlah 100 sel untuk menentukan persentase jenis leukosit (Pal
& Pal, 2006). Perhitungan diferensial leukosit menurut Hartika (2014) yaitu

sebagai berikut:

L
% Limfosit = 100 X 100%
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M
% Monosit = 100 X 100%

N
% Neutrofil = m X 100%

Keterangan :
L :Jumlah limfosit dalam 100 sel terhitung
M : Jumlah monosit dalam 100 sel terhitung

N : Jumlah neutrofil dalam 100 sel terhitung

5. Pengamatan Histopatologi

Organ yang diamati pada uji histopatologi meliputi insang, hati, limpa, dan salu-
ran pencernaan. Sampel ikan yang digunakan untuk pengujian histopatologi diam-
bil dari setiap perlakuan untuk mengetahui tingkat keparahan infeksi yang dialami
ikan pasca uji tantang. Setiap perlakuan diambil 3 hewan uji sebagai ulangan.
Proses pembuatan preparat sediaan histopotologi terdiri atas fiksasi, dehidrasi,
clearing, embedding, pemotongan, serta pewarnaan. Berikut adalah langkah-

langkah pembuatan sediaan histopatologi:

a. Fiksasi

Proses pembuatan preparat histopatologi diawali dengan perendaman dengan
larutan fiksatif menggunakan larutan Davidson yang merupakan larutan 330 mL
etanol 95%, 220 mL formaldehid 4%, dan 115 mL asam asetik glasial dalam 335
mL akuades selama 24 jam atau sampai tak terbatas sesuai dengan keperluan

penggunaan.
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b. Dehidrasi, Clearing, dan Embedding

Setelah organ ikan direndam dengan larutan fiksatif, kemudian dilanjutkan dengan
dehidrasi, clearing, dan embedding dengan urutan sebgai berikut: jaringan organ
ikan uji dimasukkan secara berturut-turut ke dalam etanol 70 % (1), etanol 70 %
(1), etanol 80 % (1), etanol 80 % (I1), etanol 95 % (1), etanol 95 % (I1), etanol 100
% (1), etanol 100 % (1), xylol etanol, xylol (1), xylol (I1), xylol (I11), parafin (1)
direndam dalm oven 60°C selama masing-masing 2 jam. Selanjutnya diblok
dengan cara memindahkan jaringan udang ke dalam cetakan kertas yang telah diisi

dengan parafin cair sebelumnya.

c. Pemotongan Parafin

Blok-blok parafin kemudian dipotong dengan ketebalan 5-7 mm secara membujur
sehingga diperoleh irisan insang, hati, limpa, dan saluran pencernaan yang lebih
luas, dan lebih banyak bagian organ ikan yang terwakili untuk pemeriksaan histo-
patologi. Jaringan organ ikan yang telah dipotong kemudian ditempatkan di
permukaan air (£40 °C) di dalam water bath, selanjutnya ditempelkan pada kaca

obyek dan dibiarkan mengering.

d. Pewarnaan Preparat

Jaringan diwarnai dengan menggunakan hematoxyline dan eosin. Prosedur pewar-
naannya yaitu, potongan jaringan udang uji dimasukkan kedalam xylol (1) 5
menit, xylol (I1) 5 menit, etanol 100 % (1) 1 menit, etanol 100 % (I1) 1 menit,
etanol 95 % (1) 1 menit, etanol (I1) 1 menit, etanol 80 % (1) 1 menit, etanol 80 %

(1) 1 menit, etanol 50 % 1 menit, akuades 1 menit, hematoxyline 4 — 5 menit,
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etanol acid 1 menit, eosin 2 menit, etanol 95 % (1), etanol 95 % (I1) 1 menit, etanol
100 % (1) 1 menit, etanol 100 % (11) 1 menit, xylol (1) 1 menit, xylol (1I) 1 menit,
xylol (1) 1 menit. Sedangkan tahap akhir dari pewarnaan tersebut dilakukan
dengan menetesi entelan (Canada Balsam Sintetis), kemudian ditutup dengan

cover glass.

e. Pemeriksaan Histopatologi

Preparat histopatologi diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 10x,
20x, dan 40x. Pengamatan ini dilakukan untuk mengetahui tingkat patogenitas
yang ditimbulkan oleh patogen berdasarkan kerusakan jaringan yang dialami ikan

kerapu macan.

6. Kualitas Air Pemeliharaan
Parameter kualitas air yang diukur adalah oksigen terlarut, pH, salinitas, dan suhu.
Parameter tersebut diukur pada hari ke 5 sebagai awal pemeliharaan dan hari ke

18 sebagai akhir pemeliharaan.

F. Analisis Data

Data dianalisis menggunakan aplikasi SPSS 20 dan uji lanjut untuk beda nyata
menggunakan uji Duncan. Parameter yang dianalisis statistik secara kuantitatif
yaitu kelangsungan hidup, relative percent survival, dan parameter hematologi,
sedangkan parameter yang dianalisis secara deskriptif adalah kualitas air, gejala

klinis, dan pengamatan histopatologi.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat ditarik kesimpulan yaitu
dosis ekstrak daun sambung nyawa yang efektif untuk mencegah serangan bakteri

Vibrio alginolyticus pada budidaya ikan kerapu macan yaitu dosis 700 ppm.

B. Saran

Saran yang dapat ditawarkan mengacu pada penelitian yang telah dilakukan yaitu:

1. Perlu dilakukan uji titer antibodi untuk mengetahui respon imun spesifik pada
ikan uji.

2. Perlu dilakukan uji aktivitas fagositosis dan indeks fagositosis untuk mengeta-

hui perkembangan imun non spesifik pada ikan uiji.
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