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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK Tribulus terrestris UNTUK MENINGKATKAN
RESPON IMUN NON-SPESIFIK IKAN BAWAL BINTANG
(Trachinotus blochii)

Oleh

Nadia Marchella Rachma

Sistem kekebalan tubuh pada ikan bawal bintang merupakan aspek penting dalam
budi daya ikan, terutama dalam menghadapi serangan penyakit yang bisa menye-
babkan sistem kekebalan tubuh menjadi menurun. Salah satu alternatif yang dapat
meningkatkan sistem imun pada ikan adalah dengan menggunakan bahan alami
yang mengandung imunostimulan. Salah satu bahan alami yang dapat dimanfaatkan
yaitu tanaman Tribulus terrestris karena mengandung bahan aktif seperti flavonoid
dan tanin. Penambahan ekstrak Tribulus terrestris dalam pakan merupakan salah
satu upaya untuk meningkatkan imunitas. Tujuan penelitian untuk mengevaluasi e-
fektivitas ekstrak Tribulus terrestris dalam meningkatkan respon imun non-spesifik
ikan bawal bintang. Penelitian dilakukan secara eksperimental RAL dengan 4 perla-
kuan dan 3 kali ulangan, yaitu: kontrol (A), suplementasi ekstrak T. terrestris 31,25
mg/kg pakan (B), suplementasi ekstrak T. terrestris 125 mg/kg pakan (C), dan sup-
lementasi ekstrak T. terrestris 250 mg/kg pakan (D). Hasil penelitian menunjukkan
pemberian ekstrak Tribulus terrestris dengan dosis yang berbeda memberikan pe-
ngaruh yang relatif sama terhadap aktivitas fagositosis, indeks fagositosis dan leu-
kosit ikan bawal bintang serta menghasilkan kadar hematokrit yang normal.

Kata Kunci: Bawal bintang, flavonoid, immunostimulan, suplementasi,
Tribulus terrestris.



ABSTRACT

THE EFFECT OF Tribulus terrestris EXTRACT ON IMMUNE NON-
SPESFIFIK RESPONS OF SILVER POMPANO

By

Nadia Marchella Rachma

The immune system in silver pompano fish is a crucial aspect of aquaculture,
especially in combating diseases that can weaken the immune response. One
alternative to enhance the immune system in this fish is by using natural
substances containing immunostimulants. One such natural substance is the
Tribulus terrestris plant, which contains active compounds such as flavonoids and
tannins. Adding Tribulus terrestris extract to feed is one method to improve
immunity. The objective of this study is to evaluate the effectiveness of Tribulus
terrestris extract in enhancing the nonspecific immune response of silver
pompano fish. The research was conducted experimentally using a completely
randomized design (CRD) with four treatments and three replications: control or
without supplementation of Tribulus terrestris extract (A), supplementation of
Tribulus terrestris extract at 31.25 mg/kg (B), supplementation of Tribulus
terrestris extract at 125 mg/kg (C), and supplementation of Tribulus terrestris
extract at 250 mg/kg (D). The results showed that supplementation with Tribulus
terrestris extract at different doses had a relatively similar effect on phagocytic
activity, phagocytic index, and leukocyte count in silver pompano fish, as well as
producing normal hematocrit levels.

Keywords: Immunostimulant, flavonoids, silver pompano, supplementation,
Tribulus terrestris.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Budi daya perikanan laut merupakan salah satu alternatif untuk mengurangi keter-
gantungan nelayan terhadap usaha penangkapan (Miranti et al., 2020). Salah satu
komoditas perikanan laut yang banyak dibudidayakan adalah ikan bawal bintang
(Trachinotus blochii). Keunggulan ikan bawal bintang yaitu mempunyai tingkat
kelangsungan hidup yang tinggi dan mudah dalam pemeliharaannya (Wijaya et
al., 2018) serta memiliki permintaan pasar yang cukup tinggi di pasar lokal mau-
pun internasional (Febrianti et al., 2016). Menurut Retnani & Nurlita (2012) per-
mintaan terhadap ikan bawal bintang semakin meningkat terutama pada kebutuhan
pasar internasional seperti negara Singapura, Hongkong, Taiwan dan Cina. Data
produksi ikan bawal bintang di Indonesia mencapai 571.189 ton pada tahun 2021
(KKP, 2022).

Kendala dalam budi daya ikan bawal bintang yaitu sering terserang penyakit. Pe-
nyakit terjadi karena adanya interaksi antara inang, patogen dan lingkungan. Ke-
tiganya dapat mengakibatkan dampak buruk dan dapat mengganggu kegiatan budi
daya karena ikan akan mengalami penurunan sistem kekebalan tubuh. Penyakit
akibat bakteri dapat diatasi dengan pemberian antibiotik, sering kali dalam peng-
gunaanya dapat menyebabkan resistensi pada bakteri dan residunya berbahaya
bagi manusia. Salah satu alternatif yang dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan
status kesehatan ikan agar tetap sehat adalah dengan penambahan bahan alami
melalui pakan. Menurut Zahra et al. (2021) penggunaan bahan alami merupakan
salah satu cara untuk meningkatkan kesehatan ikan, karena bahan alami selain
berfungsi sebagai anti mikroba juga dapat meningkatkan kekebalan tubuh ikan

terhadap lingkungan serta merangsang sistem imun dan fungsi organ yang ber-



hubungan dengan pembentukan sel darah. Darah merupakan salah satu parameter
kesehatan yang dapat digunakan untuk melihat kelainan yang terjadi pada ikan,
baik yang terjadi karena penyakit ataupun karena keadaan lingkungan. Ikan yang
sakit akan mengalami perubahan pada profil hematologinya seperti nilai hema-
tokrit dan kelimpahan sel darah putih. Studi hematologi ini merupakan kriteria
penting untuk mendiagnosis dan menentukan kesehatan pada ikan (Hidayat et al.,
2014).

Immunitas ikan dapat ditingkatkan dengan penambahan bahan alami yang me-
ngandung zat anti bakteri atau pun zat untuk meningkatkan imunitas ikan pada
pakan. Imunostimulan alami memiliki potensi besar dalam meningkatkan respon
imun non spesifik melalui berbagai mekanisme, termasuk peningkatan aktivitas sel
fagosit, sel natural killer (NK), dan sistem komplement (Muahhidah & Diamahesa,
2022). Penggunaan bahan-bahan alami ini tidak hanya efektif tetapi juga relatif a-
man, dan tidak memberikan efek samping dalam jangka panjang baik pada ikan
dan juga ramah lingkungan (Payung & Henky, 2019). Salah satu bahan alami
yang dapat digunakan sebagai imunomodulator yaitu tanaman Tribulus terrestris
(Gultepe et al., 2014). Tribulus terrestris memiliki kandungan bahan aktif seperti
saponin, tanin, flavonoid, dan alkaloid yang dapat digunakan sebagai imunosti-
mulan alami serta tumbuhan ini mengandung sumber antioksidan baru yang baik
dan bermanfaat untuk mengobati berbagai patogen radikal (Dimitrova, 2012).
Tribulus terrestris tidak hanya dapat digunakan sebagai pencegahan penyakit,
tetapi dapat digunakan juga pada genetika dan reproduksi ikan. Berdasarkan pene-
litian yang telah dilakukan oleh Hassona et al. (2020) menunjukkan bahwa pem-
berian ekstrak Tribulus terrestris pada pakan ikan nila dengan berbagai dosis yang
berbeda, khususnya pada dosis 500 dan 750mg/kg pakan dapat meningkatkan ki-
nerja pertumbuhan, kondisi kesehatan, dan efesiensi terhadap reproduksi. Selain
itu, penelitian yang dilakukan (Rysky, 2022) pemberian ekstrak Tribulus terrestris
pada pakan ikan lele yang diinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila dengan dosis O;
200; 400 dan 600 mg/kg memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap pe-
ningkatan respon imun non-spesifik pada ikan lele dengan dosis terbaik adalah

200 mg/kg pakan.



Hingga saat ini, penggunaan ekstrak Tribulus terrestris melalui metode pemberian
pakan untuk meningkatkan respon imun non-spesifik ikan bawal bintang belum
pernah dilakukan. Dengan demikian perlu dipelajari apakah suplementasi ekstrak
Tribulus terrestris sebagai imunostimulan dapat memberikan pengaruh yang ber-
beda nyata dalam meningkatkan respon imun non-spesifik ikan bawal bintang.
Studi ini diharapkan dapat memberikan pemahaman yang lebih baik tentang peng-
gunaan bahan ekstrak Tribulus terrestris sebagai imunostimulan alami pada ikan

bawal bintang.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisis efektivitas ekstrak Tribulus
terrestris untuk meningkatkan respon imun non-spesifik pada ikan bawal bintang

(Trachinotus blochii).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukan penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi maupun
wawasan bagi pembaca mengenai penggunaan ekstrak Tribulus terrestris sebagai
imunostimulan pada ikan bawal bintang (Trachinotus blochii) sehingga dapat

meningkatkan produktivitas perikanan.

1.4 Kerangka Pikir

Salah satu komoditas ikan budidaya laut adalah ikan bawal bintang (Trachinotus
blochii) yang memiliki potensi besar untuk dikembangkan baik secara lokal mau-
pun internasional. Budi daya ikan bawal bintang masih mengalami berbagai ma-
cam kendala seperti terserangnya penyakit, Sudah cukup banyak upaya yang di-
lakukan oleh pembudidaya untuk mencegah penyakit pada ikan. Salah satu upaya
yaitu dengan menggunakan bahan kimia dan antibiotik. Akan tetapi, penggunaan

dari bahan kimia dan antibiotik memiliki dampak negatif seperti residu pada ikan,



resisten terhadap bakteri dan berdampak negatif bagi konsumen. Alternatif lain
yang dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan sistem imun pada ikan adalah de-
ngan menggunakan bahan alami yang mengandung imunostimulan. Saat ini peng-
gunaan imunostimulan alami sebagai suplemen terbukti dapat meningkatkan me-
kanisme kerja sistem imun, baik humoral maupun seluler. Salah satu bahan alami
yang dapat dimanfaatkan sebagai imunomodulator yaitu tanaman Tribulus
terrestris, dimana tanaman ini mempunyai kandungan bahan aktif seperti saponin,

tanin, flavonoid, dan alkaloid yang berperan sebagai imunostimulan.



Kerangka pemikiran pada penelitian dapat dilihat pada Gambar 1.

Terserangnya penyakit yang mengakibatkan imunitas
ikan bawal bintang menurun

L
Penambahan bahan imunostimulan alami untuk
meningkatkan sistem kekebalan tubuh ikan

Penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan dengan dosis yang
berbeda (0; 31,25; 125; 250) mg/kg pakan

Meningkatkan respon imun non-spesifik ikan bawal bintang

!

1. Aktivitas fagositas

2. Indeks fagositosis

3. Total leukosit

4. Kadar hematokrit

5. Tingkat Kelangsungan Hidup

Analisis data (ANOVA)
[

r L
Terima Hy Terima Ho

, ,

Penambahan ekstrak Tribulus terrestris
pada pakan memberikan pengaruh yang
berbeda nyata terhadap respon imun
non-spesifik ikan bawal bintang

Penambahan ekstrak Tribulus terrestris
pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap respon
imun non-spesifik ikan bawal bintang

,

Uji lanjut Duncan

}

Didapatkan dosis terbaik ekstrak
Tribulus terrestris yang mampu
meningkatkan respon imun non-
spesifik pada ikan bawal bintang

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian




1.5 Hipotesis

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut:

a. Pengamatan Aktivitas Fagositosis
Ho : semua ti =0
Pengaruh penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap Aktivitas Fagositosis ikan bawal bintang.
H1 : minimal terdapat satu ti # 0
Minimal ada satu perlakuan pengaruh pemberian ekstrak Tribulus terrestris

yang berbeda nyata terhadap Aktivitas Fagositosis ikan bawal bintang.

b. Pengamatan Indeks Fagositosis
Ho : semuati =0
Pengaruh penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap Indeks Fagositosis ikan bawal bintang.
H1 : minimal terdapat satu ti # 0
Minimal ada satu perlakuan pengaruh pemberian ekstrak Tribulus terrestris

yang berbeda nyata terhadap Indeks Fagositosis ikan bawal bintang

c. Pengamatan total leukosit
Ho: semuati =0
Pengaruh penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan tidak
berbeda nyata terhadap total leukosit ikan bawal bintang.
H1 : minimal terdapat satu ti # 0

Minimal ada satu perlakuan pengaruh pemberian ekstrak Tribulus terrestris
yang berbeda nyata terhadap total leukosit ikan bawal bintang.

d. Pengamatan kadar hematokrit
Ho: semuati =0
Pengaruh penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap kadar hematokrit ikan bawal bintang.

H1 : minimal terdapat satu ti # 0



Minimal ada satu perlakuan pengaruh pemberian ekstrak Tribulus terrestris

yang berbeda nyata terhadap kadar hematokrit ikan bawal bintang.

. Tingkat kelangsungan hidup

Ho: semuati =0

Pengaruh penambahan ekstrak Tribulus terrestris pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap tingkat kelangsungan hidup ikan bawal bintang.

H1 : minimal terdapat satu ti # 0

Minimal ada satu perlakuan pengaruh pemberian ekstrak Tribulus terrestris

yang berbeda nyata terhadap tingkat kelangsungan hidup ikan bawal bintang.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Ikan Bawal Bintang (Trachinotus blochii)
2.1.1 Klasifikasi ikan bawal bintang
Klasifikasi ikan bawal bintang menurut Fishbase (2023) berdasarkan taksono-

minya adalah sebagai berikut :

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Kelas : Actinopterigi

Ordo : Perciformes

Famili : Charangidae
Genus : Trachinotus
Spesies : Trachinotus blochii

4
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Gambar 2. Morfologi ikan bawal bintang (Trachinotus blochii)
Sumber : Weirich et al. (2021). Keterangan : (1) operculum; (2) sirip
dada; (3) sirip punggung; (4) sirip ekor; (5) sirip anal; (6) sirip perut;
(7) mulut; (9) mata.



2.1.2 Morfologi ikan bawal bintang

Ikan bawal bintang merupakan ikan perenang cepat, mempunyai bentuk tubuh
pipih dengan sirip ekor bercabang, kepala menonjol, serta sirip punggung dan si-
rip dada yang panjang. Warna tubuh ikan bawal bintang berwarna perak dengan
punggung berwarna kehitaman, sedangkan pada sirip anal berwarna sedikit kuning
dengan warna kecoklatan pada batas anteriornya, posisi mulut ikan bawal bintang
subterminal yang terletak diujung kepala dengan rahang bergigi, lubang hidung
terletak di depan mata serta badan tanpa sisik (Gambar 2) (Setiadharma et al.,
2014). Selain itu, menurut Juniyanto et al. (2008), sirip punggung (dorsal fin)
diawali jari-jari keras yang sedikit terbenam ke dalam tubuh dan di puncak pung-
gung bermula jari-jari lemahyang memanjang hampir menyentuh ekor. Sirip du-
bur (anal fin) berada tepat di belakang urogenital dan disambung dengan jari-jari
sirip yang lemah memanjang hingga pangkal ekor serta terdapat sepasang sirip
perut (ventral fin) yang tepat berada di bawah sirip dada (pectoral fin) (Darmono
& Kadari, 2007).

2.2 Biologi Tribulus terrestris

2.2.1 Klasifikasi Tribulus terrestris
Menurut USDA Plant Database (2014) kedudukan taksonomi tanaman Tribulus

terrestris yaitu sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Subclass : Rosidae

Ordo . Sapindales
Family : Zygophyllaceae
Genus : Tribulus L.

Spesies : Tribulus terrestris L.
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2.2.2 Morfologi Tribulus terrestris

Tanaman Tribulus terrestris merupakan tanaman yang memiliki akar yang pan-
jang, ramping dan bercabang. Memiliki batang berwarna kehijauan yang menjalar
dan ditutupi dengan rambut halus, setiap daun terdiri dari 3-8 pasang daun yang
berlawanan dengan bentuk lonjong, panjang daun mencapai 5-15 mm dan lebar
mencapai 3-5 mm. Bunga berwarna kuning dengan diameter mencapai 7-15 mm.
Buah pada tanaman ini berdiameter sekitar 1 cm yang terbagi menjadi 4 ruas ber-
bentuk baji (karpel) dengan masing-masing mempunyai 2 pasang duri yang tidak
sama dan berisi 1-4 biji. Bentuk dari biji bervariasi, biasanya berbentuk bulat telur
yang dapat menghasilkan hing-ga 2.000 biji (Perveen et al., 2007). Morfologi

tanaman Tribulus terrestris dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Tanaman Tribulus terrestris
(Sumber : USDA Plant Database (2014))

Tribulus terrestris termasuk tanaman herbal yang sudah digunakan sejak dahulu.
Kandungan antibakteri yang ada diantaranya yaitu saponin, flavonoid, alkaloid,
glikosida, tanin, sterol dan minyak esensial. Komponen utama buah ini adalah ste-
roid saponin dengan jumlah kandungan yang cukup tinggi, yaitu 68%. Kadar sa-
ponin yang tinggi diketahui dapat merusak sel darah merah dan memengaruhi pe-
ngambilan oksigen dan kadar hemoglobin pada ikan (Yilmaz et al., 2014). Menu-
rut Gaziansyah et al. (2019) komponen dalam tanaman ini dikenal sebagai asam
Di-p- coumaroylquinic yang mana memiliki aktivitas antioksidan yang berguna
untuk mengobati berbagai patogen radikal. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa Tribulus terrestris sangat efektif melawan bakteri patogen, misalnya
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, dan

Salmonella typhi (Usman et al., 2007).
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2.3 Imunostimulan

Imunostimulan merupakan bahan yang dapat meningkatkan mekanisme kerja
komponen-komponen sistem imun, bahan tersebut mampu meningkatkan sistem
imunitas dengan berperan memperbaiki ketidakseimbangan sistem imun
(Baratawidjaja & Rengganis, 2010). Menurut Payung & Henky, (2019) Keunggul-
an dari imunostimulan antara lain tidak meninggalkan residu dalam tubuh ikan se-
hingga aman bagi kesehatan manusia maupun lingkungan. Golongan senyawa
polisakarida, terpenoid, alkaloid dan polifenol yang berasal dari bahan herbal me-
rupakan senyawa yang memiliki bioaktifitas sebagai agen imunostimulan. Pem-
berian imunostimulan pada ikan dapat meningkatkan kemampuan fagositosis dan
juga meningkatkan respon antibodi dan komplemen. Metode pencegahan penyakit
pada ikan dinilai lebih aman dengan menggunkan imuostimulan yang ramah ling-
kungan dan dapat menciptakan budi daya perikanan yang berkelanjutan (Wang et
al., 2016).

2.4 Respon Imun Non-spesifik

Pada bidang akuakultur, penggunaan imunostimulan dapat mengaktifkan sistem
kekebalan tubuh ikan dan dapat membantu melawan patogen pembawa penyakit.
Sistem imun ikan akan melakukan mekanisme pertahanan diri jika terdapat infeksi
mikroorganisme baik bakteri, virus, parasit ke dalam tubuh ikan (Maryani et al.,
2021). Sistem imun memiliki tiga fungsi utama, pertama sistem pertahanan yang
berperan sebagai sistem pertahanan bagi antigen yang berasal dari luar tubuh. Ke-
dua, berfungsi sebagai homeostatis dalam upaya mencapai keseimbangan tubuh
sehingga terjadi anabolisme dan katabolisme. Ketiga, berfungsi sebagai super-
visor, sistem imun sebagai monitor untuk mengenali perubahan sel yang menga-
lami perubahan atau mutasi yang dapat terjadi secara spontan ataupun karena ba-
han kimia tertentu. Sistem imun terbagi menjadi dua sistem, sistem imun alami
(non-spesifik) dan respon imun adaptif (spesifik) baik humoral maupun seluler.
Respon imun spesifik dan non-spesifik terbentuk dalam waktu yang bervariasi

bergantung pada infeksi yang berbeda.
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Mekanisme sistem imun non-spesifik menjadi pertahanan awal dalam menghadapi
infeksi. Sedangkan respon imun spesifik memerlukan aktivasi limfosit untuk da-
pat terbentuk. Respon imun spesifik dan non-spesifik terbentuk dalam waktu yang
bervariasi bergantung pada infeksi yang berbeda. Respon imun non-spesifik sa-
ngat berperan dalam melawan mikroba dalam beberapa jam atau hari pertama se-
telah infeksi sebelum respon imun spesifik berkembang. Respon imun spesifik
berkembang sebagai respon terhadap infeksi dan beradaptasi dengan infeksi ter-
sebut (Abbas et al., 2018). Sistem imun nonspesifik pada ikan, yaitu fisik (kulit,
sisik, lendir), humoral (lisozim, asam lambung, laktoferin, komplemen, interferon)
serta selular (sel fagosit dan sel NK). Sedangkan untuk sistem imun spesifik se-
ring disebut dengan sistem imun adaptif yang merupakan sistem imun yang me-
ngenali antigen khusus dengan antibodi yang diproduksi oleh sel limfosit (Ode,
2013). Pada sistem imun spesifik membutuhkan waktu untuk mengenali patogen
atau antigen sebelum munculnya respon. Respon yang timbul akan menginduksi
munculnya memori spesifik antigen. Sistem imun ini terjadi dari adanya interaksi
antara fagosit dan limfosit. Munculnya respon spesifik berawal dari kerja sel fago-
sitik kemudian akan dikenalkan pada sel imun spesifik, yaitu Sel T dan sel B
(Yanuhar & Caesar, 2022).

Peningkatan nilai titer antibodi selalu sejalan dengan peningkatan aktivitas fago-
sitosis, hal ini dikarenakan antibodi bekerja dengan cara menghalangi efek antigen
sebab fagositosis merupakan mekanisme pertahanan tubuh terhadap serangan mik-
roorganisme yang juga berperan dalam mengeliminasi sel-sel yang telah rusak
(Hartini et al., 2013). Menurut Purnomo et al. (2015) tingkat kekebalan tubuh
dapat dilihat dari variabel darah berupa total leukosit, sel yang berperan dalam sis-
tem pertahanan tubuh yang sangat tanggap terhadap agen infeksi penyakit yang

berfungsi untuk melindungi dari berbagai serangan penyakit.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juli - Oktober 2023. Tempat pelaksanaan

penelitian ini yaitu di Balai Besar Perikanan Budidaya Laut (BBPBL) Lampung,

JIn. Yos Sudarso, Hanura, Kecamatan Teluk Pandan, Kabupaten Pesawaran,

Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut:

Tabel 1. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian

No. Nama Alat Jumlah Fungsi

1 Kontainer 45 liter 12 unit Wadah pemeliharaan ikan

2 Hot plate SH-2 1 unit Alat untuk memanaskan larutan

3 Aerasi 12 unit Penghasil oksigen

4 Timbangan digital 1 unit Untuk mengukur bobot ikan

5 Baskom 4 buah Tempat pencampuran pakan ikan
6 Waterbath SWBD 15 liter 1 unit Alat pemanas ekstrak

7 Botol spray 4 buah Menyemprotkan ekstrak ke pakan
8 Autoklaf GEA 24 liter 1 unit Sterilisasi alat dan bahan yang diperlukan
9 Gelas ukur 1 liter 1 buah Untuk mengukur cairan

10  pH meter 1 unit Alat pengukur pH air

11 Termometer 1 unit Alat pengukur suhu

12 Hemasitometer 1 unit Alat penghitung sel darah putih
13  Retoryevaporator 1 unit Alat penguap filtrat

14 Sentrifuge Hitachi 1 unit Pemisah komponen sel darah

15  Preparat ulas 46 buah

Untuk meletakkan objek mikroskop



16 Tabung hematokrit 46 buah Mengukur persentase sel dar.ah merah

dalam darah
17 Mikroskop 1 unit Untuk mengamati sel darah
18 Spuit 1 ml 100 buah ~ Mengambil darah ikan
19 Vortex 1 unit Alat pencampur larutan
20 Kamera handphone 1 unit Alat dokumentasi
21 Alattulis 1 buah Mencatat hasil data

Bahan - bahan yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian

No. Bahan Fungsi

1 Ikan bawal bintang 22,4+0,40 cm Ikan uji

2 Bubuk Tribulus terrestris Bahan yang digunakan untuk ekstrak
3 Akuades Pelarut bahan kimia

4 Etanol teknis 90% Larutan fiksatif histologi

5 Alkohol 70% Sebagai anti septik

6 Pelet komersil Megami GR-3 Pakan buatan

7 Larutan giemsa Pewarna pada eritrosit

8 Larutan EDTA 3% Antikoagulan darah

9 Methanol Larutan fiksatif darah

10  LarutanTurk’s Memberi warna pada leukosit
11 Etanol teknis 96% Bahan pelarut kimia

12 Minyak cengkeh Anestesi

3.3 Rancangan Percobaan

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode eksperimental Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 4 perlakuan dan 3 ulangan. Adapun rincian
perlakuan yang akan dilakukan adalah sebagai berikut :

Perlakuan A : Ekstrak Tribulus terrestris 0 mg/kg pakan

Perlakuan B : Penambahan ekstrak Tribulus terrestris 31,25 mg/kg pakan
Perlakuan C : Penambahan ekstrak Tribulus terrestris 125 mg/kg pakan

Perlakuan D : Penambahan ekstrak Tribulus terrestris 250 mg/kg pakan

Model rancangan acak lengkap RAL yang digunakan adalah :
Yij = u + ti+ €j



15

Keterangan :

Yij : data pengamatan pengaruh dosis ETT ke-i, ulangan ke-j

u : nilai tengah umum

T : pengaruh dosis ETT ke-i

Eij : galat percobaan pada pengaruh dosis ETT pada pakan ke-i dan ulangan ke-j

[ : pelakuan dosis ETT ke-i

J : ulangan ke-j

Berikut merupakan gambar penempatan perlakuan, sebagai berikut:

D1 Cl Al Bl
Cc2 D2 B2 A2
D3 C3 A3 B3

Gambar 4. Letak penempatan perlakuan wadah ikan uji pada penelitian

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Ekstraksi Tribulus terrestris

Proses pembuatan ekstrak Tribulus terrestris mengacu pada Do et al. (2013), Di-
awali dengan mencampurkan simpilia T. terrestris yang telah diayak dan ditim-
bang 100 g dengan etanol 90% sebanyak 1 liter di dalam tabung erlenmeyer, sete-
lah itu diletakkan di atas waterbath dengan teknik maserasi suhu 70-80°C dan di-
aduk selama +2 jam. Kemudian larutan didinginkan dan disaring menggunakan
kertas saring. Filtrat yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary vacum

evaporatory pada putaran 85 rpm pada suhu 45°C. Setelah dievaporasi ekstrak

diletakkan dalam botol gelap yang ditutup dengan parafilm yang telah dilubangi
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dan disimpan di dalam freezer pada suhu -20°C. Ekstrak kental dapat digunakan

setelah masa inkubasi minimal 2 hari.

3.4.2 Persiapan Wadah dan Ikan Uji

Wadah yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kontainer dengan kapasitas 45
liter sebanyak 12 buah. Sebelum digunakan, kontainer dibersihkan menggunakan
sabun dan air bersih, kemudian dibilas dan dikeringkan selama 1 hari. Selanjut-
nya setiap wadah diisi air sebanyak 30 liter dan dipasang sistem aerasi dengan
besaran aerasi disesuaikan dengan kebutuhan ikan. Setiap kontainer diberi label
atau kode untuk membedakan setiap perlakuan. Ikan bawal bintang yang diguna-
kan dalam penelitian ini yaitu berukuran panjang rata rata 22,4+0,40 cm seba-

nyak 120 ekor dengan jumlah 1 ekor/3 liter.

3.4.3 Persiapan Pakan Uji

Pakan yang digunakan yaitu menggunakan pelet komersial. Pencampuran ekstrak
Tribulus terrestris dilakukan dengan mencampurkan ekstrak sesuai dengan dosis
(31,25); (125); dan (250) mg/kg dengan ethanol 90% dan gliserin 0,5% /kg agar
pakan tidak mudah larut dalam air (Turnip, 2021). Selanjutnya larutan ekstrak
yang sudah homogen disemprotkan pada pakan secara merata dan dikeringkan

dalam suhu ruang. Pakan disimpan dalam suhu -20°C dan dipisahkan wadah an-

tar perlakuan, kemudian diberi label.

3.4.4 Pemeliharaan lkan Uji

Ikan bawal bintang dipelihara dalam kontainer selama 28 hari. Sebelum dilakukan
perlakuan, ikan bawal bintang dipuasakan selama satu hari agar ikan lebih kon-
sumtif saat pemberian pakan. Pemberian pakan dilakukan dengan metode ad
satiation dengan frekuensi pemberian pakan 2 kali sehari, yaitu pukul 09.00 dan
17.00 WIB.
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3.5 Parameter Penelitian

3.5.1 Aktivitas dan Indeks Fagositosis

Pengamatan dilakukan dengan memasukkan sampel darah yang sudah diambil
sebanyak 50 pl kedalam tube dan ditambahkan sebanyak 50 pl isolat Vibrio
parahaemolyticus, lalu dihomogen dan diinkubasi selama 20 menit. Selanjutnya
dibuat sediaan ulas darah dengan mengambil larutan darah dan dikeringkan.
Preparat ulas darah yang sudah kering difiksatif dengan metanol selama 5 menit.
Kemudian dilanjutkan dengan pewarnaan giemsa selama 25 menit. Setelah itu
dibilas dengan akuades dan keringkan. Perhitungan sel fagositik dilakukan de-
ngan cara mengamati sel-sel yang telah memfagosit bakteri hingga berjumlah
100 sel. Perhitungan aktivitas fagositosis menurut Anderson & Siwicki (1995),

adalah sebagai berikut:

jumlah sel fagosit

AF x100%

N jumlah sel yang diamati

Fo jumlah bakteri yang di fagosit

jumlah sel fagosit

Keterangan:
AF : Aktivitas Fagositosis (%)

IF : Indeks Fagositosis

3.5.2 Total Leukosit

Ikan yang diberi perlakuan pada hari ke-14 setalah uji tantang umumnya memi-
liki nilai total leukosit yang mendekati normal (Rysky, 2022). Prosedur per-
hitungan jumlah leukosit diukur menurut Blaxhall & Daisley. (1973), yaitu
pertama darah sampel dihisap dengan pipet yang berisi bulir pengaduk berwarna
putih sampai dengan skala 0,05 lalu ditambahkan larutan Turk’s sampai skala
11, pipet diayun membentuk angka 8 selama 5-15 menit sampai darah tercampur
rata. Setelah itu, dua tetes pertama larutan darah dari dalam pipet dibuang,
kemudian diteteskan larutan pada haemocytometer, setelah itu ditutup dengan

cover glass. Cairan akan memenuhi ruang hitung secara kapiler. Jumlah sel
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darah putih atau leukosit total dihitung dengan bantuan mikroskop dengan
perbesaran 400x. Jum-lah leukosit total dihitung dengan cara menghitung sel

yang terdapat dalam 4 ko-tak kecil.

Y Leukosit = Y'sel leukosit terhitung x 50 (faktor pengenceran)sel/mm?

3.5.3 Kadar Hematokrit

Metode perhitungan kadar hematokrit dilakukan berdasarkan metode Anderson,
(1993). Pengambilan sampel darah ikan dihisap dengan tabung mikrohematokrit
hingga mencapai % bagian tabung, kemudian ujung yang bertanda merah ditutup
dengan crytoseal sedalam 1 cm. Tabung mikrohematokrit yang telah berisi darah
disentrifugasi dengan kecepatan 3.500 rpm selama 15 menit. Setelah itu diukur
persentase dari nilai kadar hematokrit dengan membandingkan volume padatan sel
darah merah dengan volume total darah dengan skala hematokrit. Perhitungan ka-

dar hematokrit dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut :

_ Panjang volume sel darah merah yang mengedap
Kadar Hematokrit = : x 100%
Panjang total volume darah dalam tabung

3.5.4 Tingkat Kelangsungan Hidup
Menurut Effendi (2002), tingkat kelangsungan hidup dapat dihitung mengguna-

kan persamaan sebagai berikut :

SR = Nt 100%
= No X 0
Keterangan:
SR : Tingkat kelangsungan hidup ikan (%)
N: : Jumlah ikan yang hidup pada akhir percobaan (ekor)

No :Jumlah ikan pada awal percobaan (ekor)
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3.5.5 Kualitas Air
Kualitas air merupakan salah satu faktor penting dalam budi daya ikan. Parameter
kualitas air yang diamati meliputi suhu dan pH yang diamati pada awal dan akhir

pemeliharaan.

3.5.6 Analisis Data

Data pengamatan kualitas air dianalisis secara deskriptif. Selanjutnya data para-
meter kuantitatif yang diamati berupa aktivitas fagositosis, indeks fagositosis,
total leukosit, kadar hematokrit dan tingkat kelangsungan hidup akan ditabulasi
menggunakan Microsoft Excel dan dianalisis secara statistik dengan mengguna-
kan analisis sidik ragam (Anova) dan apabila berbeda nyata akan diuji lanjut
dengan menggunakan uji Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% dengan
program IBM SPSS 26.



V. PENUTUP

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, pemberian ekstrak Tribulus
terrestris sebagai imunostimulan dalam pakan dengan dosis yang berbeda
memberikan pengaruh yang relatif sama terhadap respon imun non-spesifik
pada aktivitas fagositosis, indeks fagositosis dan leukosit ikan bawal bintang
serta menghasilkan kadar hematokrit yang normal.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai dosis pemberian dan juga
pengaruh penggunaan ekstrak Tribulus terrestris dalam pakan ikan laut.
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