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ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF MANGROVE LEAF EXTRACT Avicennia alba
(Tomlinson, 1986) IN PREVENTING Vibrio harveyi (Johnson & Shunk,

1936) BACTERIA IN VANAME SHRIMP (Litopenaeus vannamei) (Boone,
1931)

By

EKA NUR FARIDA

Vibriosis is a disease that often infect shrimp culture, some of the most
dangerous types of Vibrio bacteria are V. harveyi. Mangrove is one of the natural
ingredients that can be used as an alternative in preventing diseases in the
fisheries sector, one of the mangrove species that has an antibacterial compound is
Avicennia alba. Avicennia alba has tannin, saponins, and steroid compounds that
can inhibit the function of cytoplasmic membranes and energy metabolism in
bacteria. This study was conducted to determine the effectiveness of Avicennia
alba leaf extract Avicenia alba in inhibiting Vibrio harveyi disease in vaname
shrimp (Litopenaeus vannamei). This research was conducted in several stages,
namely extraction of mangrove leaves, both in vivo and in vitro. The highest THC,
AF,IF, SR, RPS and MTD values were obtained at the concentration of 250 mg/l.
Avicenniai alba leaf extract was able to improve the shrimp immune system and
was able to prevent diseases caused by Vibrio harveyi, with the best results at an
extract concentration of 250 mg/l where the concentration has significantly higher
THC, AF, IF, SR, RPS, and MTD compared to other treatments.
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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK DAUN MANGROVE Avicenia alba (Tomlinson,
1986) DALAM MENCEGAH BAKTERI Vibrio harveyi (Johnson &

Shunk, 1936) PADA UDANG VANAME
(Litopenaeus vannamei) (Boone, 1931)

Oleh

EKA NUR FARIDA

Penyakit Vibriosis merupakan penyakit yang sering menyerang pada
budidaya udang. Beberapa jenis bakteri Vibrio yang paling berbahaya adalah V.
harveyi. Mangrove merupakan salah satu bahan alami yang dapat digunakan
sebagai alternatif dalam pencegahan penyakit dibidang perikanan, salah satu
spesies mangrove yang memiliki senyawa antibakteri yaitu Avicennia alba.
Bagian daun Avicennia alba memiliki senyawa saponin, tannin dan steroid yang
dapat menghambat fungsi membran sitoplasma dan metabolisme energi pada
bakteri. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui evektifitas ekstrak daun
mangrove Avicenia alba dalam menghambat penyakit Vibrio harveyi pada udang
vaname (Litopenaeus vannamei). Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahap
yaitu ekstraksi daun mangrove, uji in vitro, dan uji in vivo. Nilai THC, AF, IF, SR,
RPS dan MTD tertinggi pada konsentrasi 250 mg/l. Ekstrak daun mangrove
Avicenniai alba mampu meningkatkan sistem imun udang dan mampu mencegah
penyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio harveyi, dengan hasil paling baik
pada konsentrasi ekstrak 250 mg/l dimana konsentrasi tersebut  dapat
meningkatkan nilai THC, AF, IF, SR, RPS, dan MTD paling tinggi dibandingkan
dengan perlakuan yang lain.

Kata kunci: Ekstrak daun Avicennia alba, Vibrio harveyi, Litopenaeus
vannamei
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Budidaya udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan salah satu spe-

sies udang unggulan di dunia (Manoppo et al., 2006), sekitar 6,4 juta ton atau 30,8

milyar rupiah terjual di tahun 2012 (FAO, 2014). Nilai ekspor udang di Indonesia

tahun 2013 memberikan kontribusi sebesar 33,1% atau naik 3,87% dari tahun

2012 (KKP, 2013). Karakteristik yang dimiliki udang vaname menjadi alasan da-

pat dijadikan salah satu komuditas unggulan budidaya. Udang vaname

(Litopenaeus vannamei) memiliki banyak keunggulan, diantaranya relatif tahan

terhadap penyakit, pertumbuhan relatif cepat dan lebih toleran terhadap perubahan

lingkungan (FAO, 2004).

Pengembangan budidaya udang tidak terlepas dari adanya penyakit, penyakit

merupakan kendala utama dalam usaha budidaya karena dapat menimbulkan ke-

matian relatif tinggi. Penyakit Vibriosis merupakan penyakit yang mudah timbul

pada budidaya udang. Penyakit Vibriosis sering menyebabkan kerugian baik pada

fase pembenihan maupun pembesaran, akibat kematian yang ditimbulkan

(Kharisma et al., 2012).

Udang yang terserang penyakit Vibriosis ini memiliki ciri-ciri, nafsu makan

menurun, gerakan melambat, tubuh penuh bercak-bercak merah, dan terlihat

bercahaya sehingga sering disebut penyakit kunang-kunang atau penyakit udang
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menyala pada malam hari (Rozi, 2008). Vibriosis merupakan penyakit yang dise-

babkan oleh bakteri Vibrio sp., Chatterjee et al. (2012) menyatakan beberapa

spesies Vibrio yang sering dilaporkan menyebabkan infeksi Vibriosis diantaranya

V.harveyi, V. parahaemolyticus, V.alginolyticus, V. aguillarum dan V. vulnivicus.

Diantara jenis bakteri Vibrio, yang paling berbahaya adalah V. harveyi

(Kannapiran et al., 2009). Bakteri Vibrio harveyi bersifat opertunistik, yaitu orga-

nisme yang dalam keadaan normal ada di lingkungan pemeliharaan yang berkem-

bang menjadi patogen apabila kondisi inang dan lingkungannya memburuk

(Widanarni et al., 2012). Infeksi Vibrio harveyi masuk melalui mulut, membentuk

plak, kemudian menyebabkan kehilangan fungsi dan degradasi alat gerak (Ortega

et al., 2008).

Salah satu upaya dalam penanggulangan dan pencegahan penyakit udang

adalah melalui peningkatan sistem pertahanan tubuh udang (Johny et al., 2005).

Udang memiliki daya tahan tubuh alami yang bersifat non spesifik terhadap orga-

nisme patogen berupa pertahanan fisik (mekanik), kimia, seluler, dan humoral.

Sistem imun udang tergantung pada proses pertahanan non spesifik sebagai perta-

hanan terhadap infeksi (Lee et al., 2004). Pertahanan pertama terhadap penyakit

pada udang dilakukan oleh hemosit melalui fagositosis, enkapsulasi dan nodule

formation (Selvin et al., 2004).

Penggunaan bahan alami merupakan salah satu alternatif yang dapat digu-

nakan dalam peningkatan sistem imun dan antibakteri pada udang salah satunya

dengan memanfaatkan tanaman mangrove. Beberapa jenis mangrove evektif seba-

gai anti Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio lohi, Vibrio vulnificus, Vibrio

anginllarum (Oktavianus, 2013). Salah satu jenis mangrove yang memiliki se-
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nyawa antibakteri yaitu Avicennia alba diketahui bahwa bagian daun Avicennia

alba memiliki senyawa saponin sebagai antibakteri dengan mekanisme kerja da-

pat menyebabkan kebocoran protein pada enzim dari dalam sel bakteri Porphy-

romonas gingivalis (Madduluri et al., 2011). Steroid dapat menyebabkan keboco-

ran pada lisosom bakteri (Madduluri et al, 2011). Senyawa tannin memiliki meka-

nisme kerja sebagai antibakteri dengan cara menghambat enzim reverse transkri-

ptase dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Nuria et

al., 2009).

Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektivitas ekstrak

daun mangrove Avicenia alba dalam mencegah bakteri Vibrio harveyi pada udang

vaname (Litopenaeus vannamei).

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah mengetahui efektivitas ekstrak daun

mangrove Avicenia alba dalam mencegah bakteri Vibrio harveyi pada udang

vaname (Litopenaeus vannamei).

C. Manfaat

Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi kepada pembudidaya

udang vaname panyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio harveyi dapat

dicegah menggunakan ekstrak daun mangrove Avicenia alba.
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D. Kerangka Pikir

Masalah utama dalam budidaya udang vaname yaitu penyakit yang disebab-

kan oleh bakteri (Feliatra et al., 2004). Penyakit ini merupakan  penyakit yang

paling serius dan sering menyebabkan kematian masal pada larva udang vaname

dan pembesaran udang vaname, sehingga menyebabkan penurunan produksi budi-

daya (Feliatra et al., 2004).

Berbagai macam penelitian telah dilakukan untuk menghambat perkem-

bangan bakteri Vibrio, bahan-bahan yang berasal dari alam lebih diutamakan

dalam upaya menghambat penyakit Vibrio (Oktavianus, 2013). Beberapa jenis

tanaman mangrove memiliki senyawa aktif anti inflamasi, anti oksidan, anti-

bakteri dan antivirus (Withanawasam, 2002). Salah satu spesies mangrove yang

memiliki senyawa aktif yaitu Avicennia alba diketahui bahwa bagian daun

Avicennia alba memiliki saponin, steroid (Madduluri et al., 2011), tannin yang

dapat dimanfaatkan sebagai imunostimulan serta sebagai antibakteri (Nuria et al.,

2009).

Senyawa saponin sebagai antibakteri yaitu dapat menyebabkan kebocoran

protein pada enzim dari dalam sel bakteri Porphyromonas gingivalis (Madduluri

et al., 2011). Senyawa saponin merupakan zat aktif yang dapat meningkatkan per-

meabilitas membran sehingga terjadi hemolisis pada sel. Senyawa saponin jika

berinteraksi dengan sel bakteri, bakteri tersebut akan pecah atau lisis (Poeloengan

et al, 2012).

Steroid dapat menyebabkan kebocoran pada lisosom bakteri (Madduluri et

al., 2011). Steroid dapat berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat

permeabel terhadap senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan integritas
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membran menurun serta morfologi membran sel berubah menyebabkan sel rapuh

dan lisis.

Senyawa tannin memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan cara

menghambat enzim reverse transkriptase dan DNA topoisomerase sehingga sel

bakteri tidak dapat terbentuk (Nuria et al., 2009). Senyawa-senyawa yang ada di

dalam daun mangrove Avicenia alba diharapkan dapat mencegah perkembangan

bakteri Vibrio harveyi pada udang vaname (Litopenaeus vannamei).

Gambar 1. Kerangka Pikir

Vibrio herveyi

Pencegahan

Bahan alami tanaman mangrove

Avicennia alba

Senyawa aktif

Imunostimulan Antibakteri

Penyakit yang disebabkan oleh

bakteri

Penurunan Produksi

budidaya udang

Mencegah Penyakit Vibrio

harveyi
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E. Hipotesis

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini yaitu :

H0 = 0 : Tidak ada pengaruh penambahan ekstrak daun mangrove Avicennia

alba pada konsentrasi yang berbeda, terhadap aktivitas fagositosit,

indeks fagositosit, RPS, MTD, THC, dan SR pada udang vaname

H1 ≠ 0 : Ada pengaruh penambahan ekstrak daun mangrove Avicennia alba

pada konsentrasi yang berbeda, terhadap aktivitas fagositosit, indeks

fagositosit, RPS, MTD, THC, dan SR pada udang vaname

H0 = 0 : Tidak ada pengaruh penambahan ekstrak daun mangrove Avicennia

alba pada konsentrasi yang berbeda, terhadap aktivitas fagositosit,

indeks fagositosit, RPS, MTD, THC, dan SR pada udang vaname

H1 ≠ 0 : Minimal ada satu  pengaruh penambahan ekstrak daun mangrove

Avicennia alba pada konsentrasi yang berbeda, terhadap aktivitas

fagositosit, indeks fagositosit, RPS, MTD, THC, dan SR pada udang

vaname



7

II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Mangrove Avicennia alba

Hutan mangrove merupakan salah satu bentuk ekosistem hutan yang terdapat

di daerah pasang surut di wilayah pesisir, pantai, dan pulau-pulau kecil serta me-

rupakan sumber daya alam yanng potensial (Halidah, 2010). Hutan mangrove

yang paling dekat dengan laut sebagian besar didominasi oleh spesies Avicennia

sp. Tumbuhan yang tumbuh pada daerah tersebut biasanya dapat beradaptasi de-

ngan salinitas tinggi (Kordi, 2012).

Mangrove Avicennia alba memiliki akar nafas yang panjang dan rapat seperti

pensil muncul ke atas lumpur di sekeliling pangkal batangnya, akar percebangan

yang tumbuh dengan jarak teratur secara vertikal dari akar horizontal yang terbe-

nam di dalam tanah. Bagian atas permukaan daun ditutupi bintik-bintik kelenjar

berbentuk cekung (Wibowo, 2009).

Gambar 2: Daun Mangrove Avicenia alba
Sumber : (Dokumentasi pribadi)
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Tanaman Avicennia alba mengandung senyawa aktif yang dapat dimanfaat-

kan, seperti pada daun dan kulit batang mengandung senyawa aktif berupa

saponin, steroid (Madduluri et al., 2011), tannin yang dapat dimanfaatkan sebagai

imunostimulan serta sebagai antibakteri (Nuria et al., 2009). Senyawa tannin me-

rupakan senyawa flavonoid, karena dilihat dari strukturnya yang memiliki 2 cicin

aromatik yang diikat oleh tiga atom karbon. Kedudukan gugus hidroksil fenol

bebas pada inti flavonoid. Tannin mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai anti-

diare, antibakteri dan anti oksidan (Hayati et al., 2010). Senyawa tannin memiliki

mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan cara menghambat enzim reverse

transkriptase dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk

(Nuria et al.,2009).  Menurut Sari et al, (2011), senyawa tannin merusak

polipeptida dinding sel sehingga pembentukan dinding sel menjadi kurang

sempurna, sehingga sel bakteri menjadi lisis baik dari tekanan osmotik maupun

fisik sehingga sel bakteri akan mati.

Senyawa saponin merupakan zat yang apabila berinteraksi dengan dinding

bakteri maka dinding tersebut akan pecah atau lisis (Pratiwi, 2008). Mekanisme

kerja dari senyawa saponin adalah menurunkan tegangan permukaan yang meng-

akibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa

intraseluler akan keluar (Nuria et al., 2009). Karlina et al, (2013), saat tegangan

permukaan terganggu zat antibakteri akan mudah masuk kedalam sel dan akan

mengganggu metabolisme hingga akhirnya terjadilah kematian bakteri.

Senyawa steroid memiliki potensi sebagai senyawa antibakteri. Mekanisme

kerja dari senyawa steroid/triterpenoid yaitu menghambat pertumbuhan bakteri,

dengan mekanisme penghambatan terhadap sintesis protein karena terakumulasi
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dan menyebabkan perubahan komponen-komponen penyusun sel bakteri. Sifat

senyawa steroid sendiri yaitu mudah larut dalam lipid, sifat ini yang mengaki-

batkan senyawa tersebut lebih mudah menembus dinding sel bakteri gram positif

dan bakteri gram negatif (Rosyidah et al., 2010).

B. Udang Vaname

Klasifikasi udang vaname (Litopenaeus vannamei) menurut Wyban et al.

(1991) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Sub kingdom : Metazoa

Filum : Arthropoda

Subfilum : Crustacea

Kelas : Malacostraca

Subkelas : Eumalacostraca

Superordo : Eucarida

Ordo : Decapoda

Subordo : Dendrobrachiata

Familia : Penaeidae

Sub genus : Litopenaeus

Spesies : Litopenaeus vannamei

Wyban et al, (1991) menjelaskan bahwa udang vaname memiliki tubuh

berbuku-buku dan aktivitas berganti kulit luar (eksoskeleton) secara periodik

(moulting). Bagian tubuh udang vaname sudah mengalami modifikasi sehingga
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dapat digunakan untuk keperluan makan, bergerak, membenamkan diri ke dalam

lumpur (burrowing), serta memiliki organ sensor seperti pada antena dan ante-

nula.

Gambar 3 : Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)
Sumber : (Elovaara, 2001)

Kordi et al., (2007) juga menjelaskan bahwa kepala udang vaname terdiri dari

antena, antenula, dan 3 pasang maxilliped. Kepala udang vaname juga dilengkapi

dengan 3 pasang maxilliped dan 5 pasang kaki berjalan (periopoda). Maxilliped

sudah mengalami modifikasi dan berfungsi sebagai organ untuk makan. Pada

ujung peripoda beruas-ruas yang berbentuk capit (dactylus). Dactylus ada pada

kaki ke-1, ke-2, dan ke-3. Abdomen terdiri dari 6 ruas. Pada bagian abdomen ter-

dapat 5 pasang (pleopoda) kaki renang dan sepasang uropods (ekor) yang mem-

bentuk kipas bersama-sama telson (ekor) (Mujiman et al., 2003).

Bentuk rostrum udang vaname memanjang, langsing, dan pangkalnya hampir

berbentuk segitiga. Uropod berwarna merah kecoklatan dengan ujungnya kuning

kemerah-merahan atau sedikit kebiruan, kulit tipis transparan. Warna tubuhnya

putih kekuningan terdapat bintik-bintik coklat dan hijau pada ekor. Udang betina

dewasa tekstur punggungnya keras, ekor (telson) dan ekor kipas (uropod)
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berwarna kebiru-biruan, sedangkan pada udang jantan dewasa memiliki plasma

yang simetris. Spesies ini dapat tumbuh mencapai panjang tubuh 23 cm

(Subaidah, 2006).

Alat pencernaan udang berupa mulut yang terletak pada bagian anterior tu-

buhnya, sedangkan esophagus, lambung, usus, dan anus terletak di bagian poste-

rior. Hewan ini memiliki kelenjar pencernaan atau hati yang terletak di kepala,

dada di kedua sisi abdomen. Sisa pencernaan selain dibuang melalui anus, juga

dibuang melalui alat eksresi disebut kelenjar hijau yang terletak di dalam kepala

(Treece et al., 2000).

Sistem pencernaan udang sederhana terdiri dari mulut, esophagus, perut

(proventriculus), usus dan anus. Pada mulut dilengkapi dengan sepasang mandi-

bula yang berfungsi sebagai penghancur makanan. Proventriculus dilengkapi

dengan chitin, sebagai tempat menghancurkan makanan. Dari proventriculus ma-

kanan melewati usus dan di sini mengalami penyerapan makanan. Kemudian sisa-

sisa makan selanjutnya dibuang ke anus (Sunarto et al., 2003).

Pertahanan tubuh udang masih sangat primitif yang hanya memiliki sel me-

mori, sehingga sistem imunitas udang sangat lemah. Berbeda dengan hewan verte-

brata yang sudah memiliki antibodi spesifik. Udang hanya memiliki sistem keke-

balan tubuh alami, daya tahan tubuh udang secara alami berupa pertahanan tubuh

fisik, kimia, seluler, dan humoral. Daya tahan tubuh alami ini dipengaruhi oleh

faktor genetik dan lingkungan (Ridlo et al., 2012).

Sistem imun udang tergantung pada proses pertahanan non spesifik sebagai

pertahanan terhadap infeksi patogen (Lee et al., 2004). Pertahanan pertama terha-

dap penyakit udang dilakukan oleh hemosit melalui fagositosis, enkapsulasi dan
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nodule formation. Aktivitas fagositosis dapat ditingkatkan dengan mengaktifkan

sistem prophenol oksidase (Pro-PO) yang berada dalam hemosit semi granular

dan granular (Ridlo et al., 2012).

C. Mekanisme Penghambat Penyakit

Sistem imunitas pada udang yaitu sistem imun non spesifik, dimana sistem

imunitas udang termasuk dalam sistem imun yang masih sangat primitif (Ridlo et

al., 2012). Sistem kekebalan tubuh udang yang tergantung pada sisitem imun non

spesifik sebagai bentuk pertahanan terhadap infeksi patogen (Lee et al., 2004).

Pertahanan pertama terhadap penyakit udang dilakukan oleh hemosit melalui

fagositosis, enkapsulasi dan nodule formation (Ridlo et al., 2012). Hemosit meru-

pakan faktor yang penting dalam sistem pertahanan seluler yang bersifat non

spesifik. Kemampuan hemosit dapat dilihat atau diamati dalam aktivitas fagosi-

tosis, aktivitas fagositosis yaitu kemampuan sel respon imun non spesifik untuk

memfagositosis agen penyakit yang masuk ke dalam tubuh (Amrillah et al.,

2015). Aktivitas fagositosis dapat meningkat saat terjadi infeksi, hal tersebut me-

nunjukkan dari pertahanan tubuh yang bersifat seluler. Meningkatnya pertahanan

tubuh udang dapat dilihat dari meningkatnya aktivitas fagositosis sel-sel hemosit

(Putri et al., 2009).

Fagositosis merupakan proses pencernaan bahan partikel terutama bakteri ke

dalam sitoplasma sel darah. Pola peningkatan presentase indeks fagositosik meru-

pakan fungsi dari peningkatan total hemosit maupun presentasi jenis hemosit baik

pada hialin, granular, maupun semi granular (Amrillah et al., 2015).
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Fagositosis merupakan reaksi yang sering timbul dalam pertahanan seluler

udang. Mekanisme kerja fagositosis dimulai dari pelekatan dan penempelan par-

tikel ke dalam sel fagositosit. Fagositosit tersebut akan menjadi fagosom dan akan

menyatu dengan lisosom.  Sel granular merupakan tipe sel terbesar dengan

nukleus berukuran relatif kecil dan aktif dalam penyimpanan dan pelepasan

prophenooxydase system dan cytotoxicity. Sel hialin merupakan sel terkecil

dengan rasio nukleus sitoplasma tinggi dan granula sitoplasma yang relatif sedikit,

sel ini berperan dalam proses fagositosis. Sel semi granular merupakan tipe sel

diantara sel granular dan sel hialin dan berperan aktif dalam proses enkapsulasi

(Amrillah et al., 2015).

D. Vibrio harveyi

Vibriosis merupakan penyakit bakterial yang menyerang udang, beberapa

jenis bakteri yang menyebabkan penyakit Vibriosis yaitu Vibrio alginyloticus dan

Vibrio harveyi (Riniatsih et al., 2012). Bakteri Vibrio harveyi termasuk genus

Vibrio, memiliki ciri-ciri sebagai berikut: bentuk koloni bulat, elevasi cembung,

berwarna krem. Bakteri Vibrio harveyi bersifat gram negatif, sel tunggal berben-

tuk batang pendek yang bengkok (koma) atau lurus, motil, oksidase positif, tidak

membentuk H2S, tidak membentuk gas dari fermentasi terhadap D-glukosa, tum-

buh pada media dengan penambahan 1-6% NaCl, dan mempunyai flagella pada

salah satu kutub selnya (Evan, 2009).

Infeksi bakteri Vibrio harveyi pada udang bisa melalui insang, kulit, dan he-

patopankreas. Gejala klinis yang telah terlihat pada udang yang terserang penyakit

ini akan tampak dengan perubahan warna kulit menjadi kusam atau pucat, luka se-
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perti bekas terpotong pada ekor atau rostrum dengan warna merah seperti terba-

kar, tubuh udang menjadi lunak, dan nafsu makan berkurang (Septiani, 2012).

Jika dilakukan pembedahan dan dilakukan pengamatan akan tampak pembeng-

kakan dan kerusakan pada organ, seperti insang dan hepatopankreas. Keberadaan

bakteri dalam saluran pencernaan udang atau pada organ yang berfungsi sebagai

proses pencernaan akan mengganggu sistem kerja pencernaan udang, karena bak-

teri patogen dapat mengurai berbagai polisakarida dan karbohidrat, serta mengam-

bil nutrisi pada tubuh udang sehingga dapat menyebabkan kematian pada tubuh

udang (Austin et al, 2006).
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III. METODOLOGI PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2017 – Juni 2018 di Labora-

torium Budidaya Perikanan Jurusan Perikanan dan Kelautan Fakultas Pertanian

Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian mengenai efektivitas ekstrak daun

mangrove Avicennia alba untuk mencegah penyakit Vibrio harveyi pada udang

vaname dapat dilihat pada (Tabel 1).
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Tabel 1. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
Alat Kegunaan

Akuarium Wadah pemeliharaan hewan uji

Selang aerasi Menyaluran aerasi

Batu aerasi Mengoptimalkan oksigen pada kontainer

Spuit 1 cc Pengambilan sampel hemolymph dan perlakuan

uji tantang

Gelas ukur Untuk menakar volume larutan yang akan

digunakan

Cawan petri Kultur bakteri dan uji antibakteri

Ice box Menyimpan sampel hemolymph

Serokan Sampling udang

Waring Menutup permukaan akuarium dan tandon

Mikropipet Memindahkan larutan

Timbangan Untuk menakar bahan yang akan digunakan

Erlenmeyer Pencampuran larutan dan bahan

Plastik tahan panas Membungkus alat saat di autoclaf

Inkubator Menginkubasi mikroba pada suhu terkontrol

Spatula Mengambil bahan saat proses menimbang

Kaca preparat Meletakkan objek yang akan diamati

Cover glass Menutup objek di kaca preparat

DO meter Mengukur kadar oksigen terlarut dalam air

pH meter Mengukur kadar keasaman

Refraktometer Mengukur salinitas media hidup hewan uji

Rotari eavaporator Mengekstraksi daun mangrove

Botol vial Wadah ektrak

Tabung reaksi Kultur bakteri

Kertas cakram Uji anti bakteri

Pinset Mengambil alat yang berukuran kecil
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Sedangkan bahan-bahan yang digunakan untuk penelitian terdapat pada Tabel 2.

Tabel 2. Bahan-bahan dalam penelitian
Bahan Kegunaan

Udang vaname Hewan uji dalam penelitian

Air laut steril Pergantian air sebagai media hidup

Aquades Pelarut dalam pembuatan media

Metanol Pelarut dalam ekstrak daun mangrove

Etil Pelarut dalam ekstrak daun mangrove

Heksan Pelarut dalam ekstrak daun mangrove

NA (Nutrient agar) Media padat sebagai media tumbuh bakteri

NB (Nutrient borth) Media cair sebagai media tumbuh bakteri

Formalin 1 % Melemahkan bakteri Vibrio harveyi

Alkohol 70 % Perendaman preparat

Safranin 10% Pewarnaan preparat pada pengamatan

AF/IF

PBS (Phospath Buffered

Salin)

Pengenceran Hemolymph

C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen dengan rancangan penelitian

menggunakan rancangan acak lengkap (RAL), yang terdiri atas lima perlakuan de-

ngan konsentrasi ekstrak berbeda dan tiga ulangan individu dalam populasi (Tabel

3).
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Tabel 3. Perlakuan dengan konsentrasi ekstrak berbeda
Kontrol positif (K+) : Tanpa perendaman ekstrak mangrove Avicennia

alba pada udang vaname dan diuji tantang dengan

Vibrio harveyi

Kontrol negatif (K-) Tanpa Perendaman ekstrak mangrove Avicennia

alba pada udang vaname dan diuji tantang dengan

larutan PBS

Perlakuan A : Perendaman ekstrak daun mangrove Avicennia

alba pada Udang vaname sebanyak 150 mg/l dan

diinjeksi dengan Vibrio harveyi

Perlakuan B : Perendaman ekstrak mangrove Avicennia alba

pada Udang vaname sebanyak 250 mg/l dan

diinjeksi dengan Vibrio harveyi

Perlakuan C : Perendaman ekstrak mangrove Avicennia alba

pada Udang vaname sebanyak 350 mg/l dan

diinjeksi dengan Vibrio harveyi
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D. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian meliputi ekstraksi daun mangrove Avicenia alba, uji

fitokimia, penyediaan bakteri, percobaan pendahuluan, persiapan wadah,

persiapan hewan uji, pemeliharaan udang uji dan percobaan utama (Gambar, 4)

Gambar 4. Prosedur  penelitian

Ekstraksi daun Mangrove

Avicennia alba

Metode maserasi dan

evaporasi

Uji fitokimia

Penyedian bakteri Bakteri Vibrio

harveyi

Percobaan pendahuluan Uji antibakteri

Persiapan wadah

Persiapan hewan uji

Pemeliharaan udang uji

Percobaan utama

Aklimatisasi Uji
tantang

Perendaman ekstrak

daun mangrove
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1. Ekstraksi Daun Mangrove

Mangrove yang digunakan yaitu mangrove Avicennia alba yang diambil dari

Pulau Pasaran, Kecamatan Teluk Betung Barat, Bandar Lampung. Pembuatan

ekstrak daun mangrove sebagai berikut:

1. Daun mangrove dicuci hingga bersih menggunakan air mengalir.

2. Daun mangrove dikeringkan dengan menggunakan tisu.

3. Daun mangrove dipotong kecil-kecil dan ditimbang sebanyak 100 gr.

4. Daun mangrove yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam erlenmeyer

dan dimaserasi dengan metode maserasi bertingkat menggunakan 3 jenis

pelarut yaitu n-heksan, etil asetat, dan metanol. Jenis pelarut yang digu-

nakan dibedakan berdasarkan tingkat kepolaran dari senyawa-senyawa

yang terkandung di dalam daun mangrove Avicenia alba (Cendrianti et al.,

2013) .

5. Pergantian pelarut dilakukan setelah perendaman sebelumnya berubah

warna menjadi bening.

6. Proses ekstraksi dilanjutkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu

370C.

7. Ekstrak yang didapat dimasukkan ke dalam botol vial dan disimpan pada

suhu dingin.
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2. Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa aktif yang ada

di daun mangrove Avicennia alba metode yang dilakukan dalam uji fitokimia

(Tabel 4)

Tabel 4. Metode uji fitokimia
No Jenis Uji Perlakuan Hasil Pengamatan
1. Saponin 0,5 ml sampel + 5 ml aquades

kemudian dikocok selama 30 detik
Terdapat busa

2 Steriod 0,5 ml sampel + 5 ml asam asetat
glacial + 0,5 ml H2SO4

Warna sampel
berubah menjadi
biru atau ungu

3 Terpenoid 0,5 ml sampel + 5 ml asam asetat
glacial + 0,5 ml H2SO4

Warna sampel
berubah menjadi
merah atau kuning

4 Tanin 1 ml sampel + 3 tetes larutan FeCl3

10%
Warna larutan hitam
kebiruan

5 Alkaloid 0,5 ml sampel + 5 tetes kloroform +
5 tetes pereaksi Mayer (1 gr Kl
dilarutkan dalam 20 ml aquades,
ditambahkan 0,271 gr HgCl2 hingga
larut)

Warna larutan putih
kecokelatan

6 Flavonoid 0,5 ml sampel + 0,5 gr serbuk Mg +
5 ml HCl pekat (tetes demi setetes)

Warna larutan merah
/ kuning dan
terdapat busa

3. Penyediaan Bakteri Vibrio harveyi

Untuk penyediaan Vibrio harveyi dilakukan terlebih dahulu menyiapkan

media agar NA padat sebagai media hidup Vibrio harveyi. Setelah media NA

padat selesai, selanjutnya bakteri Vibrio harveyi diambil dari stok kultur murni

lalu diinokulasi pada media agar yang diberi label pada setiap tabung reaksi. Isolat

bakteri diambil menggunakan jarum ose yang telah dipanaskan pada api bunsen.
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Bakteri yang telah digoreskan kemudian diinkubasi selama 24 jam, selanjutnya

bakteri akan dikultur pada media NB yang akan digunakan sebagai uji pendahu-

luan dan uji tantang.

4. Percobaan Pendahuluan

Percobaan pendahuluan dilakukan sebagai berikut:

1. Alat dan bahan disterilisasi dengan menggunakan autoklaf.

2. Pembuatan media NA yang akan digunakan sebagai media tumbuh bakteri

3. Bakteri Vibrio harveyi diremajakan dalam media miring.

4. Ekstrak yang akan digunakan dengan dosis 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l,

300 mg/l, dan 350 mg/l.

5. Cawan petri yang telah berisi media NA diberi bakteri Vibrio harveyi

dengan kepadatan 107 CFU/ml sebanyak 20µl dan diratakan menggunakan

spreader.

6. Kertas cakram yang telah disterilisasi lalu diberi larutan metanol untuk

kontrol (-), antibiotik untuk kontrol (+), dan ekstrak daun mangrove

dengan dosis 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l, 300 mg/l, dan 350 mg/l

7. Kertas cakram diletakkan kedalam media yang telah berisi Vibrio harveyi

8. Kemudian diinkubasi selama 24 dan 48 jam selanjutnya diukur zona be-

ning yang terbentuk menggunakan jangka sorong.
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5. Persiapan Wadah Uji

Wadah uji yang digunakan adalah akuarium berukuran 60 x 40 x 50 cm se-

banyak 15 buah. Wadah yang akan digunakan disterilisasi dengan direndam

menggunakan air tawar selama satu hari kemudian dibilas dengan menggunakan

kaporit 30 ppm. Wadah yang telah dibilas dengan kaporit kemudian dikeringkan

dibawah sinar matahari dan wadah diisi air laut yang telah steril sebanyak 2/3 dari

volume total wadah dengan catatan wadah sudah tidak berbau kaporit.

Air laut disterilisasi dengan cara, air laut dimasukkan kedalam wadah tandon,

kemudian diberi kaporit 30 ppm dan direndam selama 12 jam. Setelah direndam

menggunakan kaporit kemudian dinetralkan dengan Na Thiosulfat 15 ppm,  se-

belum digunakan dilakukan pengontrolan kadar klorin menggunakan chlorin test,

kadar klorin yang aman pada air budidaya yaitu 0 ppm (Damayanti, 2011).

6. Persiapan Hewan Uji

Udang vaname yang digunakan yaitu udang dalam stadia dewasa, dengan

rata-rata bobot 10 ± 2 g. Jumlah udang yang digunakan dalam setiap perlakuan

yaitu 10 ekor, dengan setiap perlakuan terdapat 3 ulangan. Udang yang akan digu-

nakan terlebih dahulu diaklimatisasi selama 7 hari sebelum diuji cobakan hal ini

dilakukan sebagai adaptasi udang dengan lingkungan hidup yang baru. Setelah

masa aklimatisasi selesai udang dapat diberi perlakuan.
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7. Pemeliharaan udang uji

Pemeliharaan udang uji dilakukan selama 23 hari, pada masa pemeliharaan

udang uji diberikan pakan berupa pelet, pemberian pakan dilakukan 4 kali dalam

sehari pada kisaran pukul 06.30–07.00, 11.30–12.00, 16.30–17.00, dan 21.30–

22.00. Pemberian aerasi pada masa pemeliharaan dilakukan agar suplai oksigen

tercukupi. Pergantian air dilakukan sebanyak 30-50% setiap hari dilakukan ber-

samaan dengan penyiponan untuk membuang kotoran sisa pakan.

8. Percobaan Utama

Percobaan utama yang akan dilakukan sebagai berikut:

1. Udang diaklimatisasi pada hari ke- 0 hingga hari ke- 7.

2. Udang yang telah diaklimatisasi kemudian direndam menggunakan

ekstrak daun mangrove Avicennia alba pada hari ke- 8 selama 15 menit.

3. Udang yang telah direndam ekstrak mangrove kemudian dikembalikan ke

dalam wadah pemeliharaan dan dipelihara selama 7 hari.

4. Selanjutnya udang diinfeksi bakteri Vibrio harveyi pada hari ke- 16

dengan kepadatan bakteri 107 CFU/ml melalui injeksi secara

intramoskular.

5. Udang yang telah diinfeksi bakteri Vibrio harveyi dipelihara selama 7

hari.

6. Pengambilan dan pengamatan THC, aktivitas fagositosis/indeks

fagositosis, diamatai pada hari ke- 7, 15 dan 23.
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7. Gejala klinis diamati setelah uji tantang dengan bakteri Vibrio harveyi

yaitu pada hari ke- 16 sampai hari ke 23. Pengamatan survival rate (SR)

pada hari ke- 0 dan hari ke- 23.

Gambar 5. Alur Percobaan Utama

Gambar 6. Alur Pengamatan SR dan Gejala Klinis
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9. Parameter Uji

9.1 Pengambilan Hemolymph

Prosedur dalam pengambilan hemolymph mengacu pada Amanah, (2017)

sebagai berikut:

1. Hemolymph diambil sebanyak 3 kali sebanyak 0,1 ml pada hari ke 7, 15,

dan 23.

2. Hemolymph diambil dari 3 ekor udang pada masing-masing perlakuan dan

ulangan secara acak

9.2 Total Hemocyte Count (THC)

Pengamatan THC dilakukan sesuai dengan Ridlho et al. (2012) sebagai

berikut:

1. Hemolymph yang telah diambil kemudian diencerkan dengan PBS

sebanyak 20µl

2. Sampel yang telah diencerkan diambil menggunakan mikropipet dan

diletakkan pada permukaan hemocytometer.

3. Kemudian diamati dibawah mikroskop

4. Dihitung dengan menggunakan rumus:

THC (sel/ml) = jumlah sel terhitung x pengenceran x 104
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9.3 Aktivitas Fagositosit/Indeks Fagositosit (AF/IF)

Aktivitas fagositosis dan indeks fagositosis diamati dengan mengacu pada

Berger et al. (2012)

1. Hemolymph diambil sebanyak 20µl dan di tambahkan 10µl suspensi

bakteri Stapylococcus aureus yang telah dilemahkan dengan formalin 1%

selama 24 jam.

2. Hemolymph yang telah ditambahkan suspensi bakteri diinkubasi selama 20

menit.

3. Diambil 5µl untuk dibuat ulasan diatas gelas preparat dengan ditambahkan

1 tetes hemolymph.

4. Ujung gelas preparat ditekan menggunakan cover glass dan didorong

hingga keujung dan dikeringkan.

5. Preparat yang telah kering direndam dalam alkohol 70% selama 20 menit

dan dibilas dengan NaCl 0,85% lalu dikeringkan.

6. Selanjutnya preparat diwarnai dengan safranin 10% selama 20 menit dan

dikeringkan.

7. Preparat diamati dibawah mikroskop dan dihitung menggunakan rumus

sebagai berikut:

AF = (a/b) x 100%

IF = c/a (dalam 100 sel)

Keterangan :

a = Jumlah sel fagositosit (Sel/ml)

b = Jumlah keseluruhan sel yang diamati (sel/ml)

c = Jumlah bakteri yang difagosit (sel/ml)
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9.4 Relative percent survival (RPS)

Relative percent survival (RPS) dihitung untuk mengetahui efektivitas dari

ekstrak daun mangrove Avicennia alba dalam menghambat penyakit Vibrio

harveyi pada udang vaname. RPS dihitung pada hari ke 18 setelah uji tantang,

menggunakan rumus mengacu pada (Zahra et al., 2017) :

RPS = 1 − 100%
Keterangan :

RPS = Presentase kelangsungan hidup (%)

Mv = Mortalitas udang perlakuan (%)

Mc = Mortalitas udang kontrol (%)

9.5 MTD (Mean Time to Death)

Rerata waktu kematian (MTD) dihitung dengan waktu kematian udang pada

jam ke- dikalikan dengan jumlah udang uji yang mati pada jam ke-i dan dibagi

dengan jumlah udang uji yang mati pada jam ke-i yang menggunakan rumus:

MTD :
∑∑

Keterangan :

MTD = Mean Time to Death (rerata waktu kematian)

ai = Waktu kematian pada jam ke-i (jam)

bi = Jumlah udang uji yang mati pada jam ke-i (ekor)
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9.6 Kelangsungan Hidup (Survival Rate / SR)

Kelangsungan hidup (SR) merupakan tingkat kehidupan udang pada priode

waktu tertentu dibandingkan dengan populasi awal. Kelangsungan hidup (SR)

munurut Effendi, (2004) dapat dihitung dengan rumus :

SR = 100 %
Keterangan :

SR = kelangsungan hidup (%)

Nt = jumlah udang yang hidup diakhir penelitian ( ekor)

N0 = jumlah total udang awal penebaran (ekor)

9.7 Gejala Klinis

Gejala klinis diamati dengan melihat perubahan abnormal yang terjadi. Gejala

klinis udang diamati setiap 6 jam sekali setelah pemberian ekstrak daun mangrove

Avicenia alba dan setelah uji tantang (Rahmawati, 2017). Pengamatan dilakukan

dengan melihat perubahan tingkah laku serta ciri-ciri udang yang terkena

Vibriosis ditandai dengan munculnya warna kemerahan pada telson dan kaki re-

nang (pleopod). Gejala klinis yang lain adalah terlihat seluruh tubuh udang

vaname berwarna merah serta usus udang yang terlihat kosong yang diikuti peru-

bahan hepatopankreas yang berubah warna lebih gelap Ningrum et al. (2012).

Kemudian dilakukan skoring pada udang yang menunjukkan gejala klinis ter-

kena Vibriosis, Skoring gejala klinis  mengacu pada Lightner et al. (1998) yang

telah di modifikasi yaitu:

Skor 1 : tingkah laku abnormal seperti hilang nafsu makan dan hilang

keseimbangan.
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Skor 2 : kaki renang, kaki jalan, dan ekor memerah

Skor 3 : nekrosis pada ekor

Skor 4 : melanosis segmen tubuh udang

9.8 Pemeriksaan Kualitas air

Selama pemeliharaan udang dilakukan pengukuran kualitas air dari wadah

pemeliharaan diukur pada hari ke- 0 pemeliharaan dan hari ke- 23 pada akhir

pemeliharaan. Parameter kualitas air yang diamati meliputi suhu, salinitas, DO,

dan  pH.

9.9 Analisis Data

Analisis data dengan parameter RPS (Relative percent survival) menggu-

nakan uji T, parameter THC (Total Hemolymph Count), AF/IF (Aktivitas fago-

sitosit/Indeks fagositosit) menggunakan uji ANOVA Repeated Measure dengan

selang kepercayaan 95%, MTD (Mean Time to Death), kelangsungan hidup (SR)

dianalisis dengan menggunakan uji ANOVA dengan selang kepercayaan 95%,

Apabila hasil menunjukkan perbedaan nyata maka akan diuji lanjut dengan uji

Duncan, menggunakan softwaer SPSS 22.0. Parameter kualitas air dianalisis se-

cara deskriptif, sedangkan parameter gejala klinis dianalisis dengan metode sko-

ring.



V. PENUTUP

A. Kesimpulan

Ekstrak daun Mangrove Avicenniai alba mampu mencegah penyakit yang

disebab- kan oleh bakteri Vibrio harveyi, dengan hasil paling baik pada perlakuan

B (250 mg/l) dimana dosis tersebut dapat meningkatkan Total Hemoliph Count

(THC), Aktifitas Fagositosi (AF), Indeks Fagositosis (IF) paling tinggi

dibandingkan dengan perlakuan yang lain.
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