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ABSTRACT

PROFILE OF NONSPECIFIC IMMUNE RESPONSE IN REDCLAW
CRAYFISH Cherax quadricarinatus (VON MARTENS, 1868) WITH FEED
TRIGGER BASED ON FERMENTED PALM KERNEL MEAL (FPKM)

By

HILMA NAHWA FIRDAUSI

The enhancement of the immune system in crayfish during aquaculture activities has
been extensively conducted to prevent the risk of disease attacks caused by patho-
gens. One of the efforts to increase immune response is through the application of
prebiotics in feed. One source of prebiotics that can be applied is fermented palm ker-
nel meal (FPKM). The aim of this study was to evaluate the profile of the nonspecific
immune response of crayfish fed a feed formulated with FPKM. The study was con-
ducted from September-November 2023 at the Fishculture Laboratory, University of
Lampung. The method used in this research was a completely randomized design
(CRD) consisting of 4 treatments with 3 replicates each. The test subjects were red-
claw crayfish (C. quadricarinatus) with an average weight of 10,3+0,15 g. The re-
search was carried out by feeding the crayfish with an FPKM-based feed for 14 days.
Hemolymph samples were taken on day O (before treatment), day 3, day 5, day 7, and
day 14 post-treatment. The feeding of the FPKM-based feed showed an enhancement
in the nonspecific immune response of the crayfish. This was evidenced by increases
in parameters such as total haemocyte count (THC), phagocytic activity (PA), phago-
cytic index (PI), superoxide dismutase (SOD) activity, and phenoloxidase (PO) acti-
vity, with the best results observed in the treatment with 120 g/kg FPKM substitution
in the feed. The up-regulation of immune-related genes, indicated by the increased
expression of lectin and LGBP genes, showed the best results in the treatment with 40
g/kg FPKC substitution in the feed. The highest increase in immune response occur-
red on the 7th day post-treatment.

Keywords : nonspecific immune response, palm kernel cake, prebiotics, redclaw
crayfish



ABSTRAK

PROFIL RESPON IMUN NONSPESIFIK LOBSTER AIR TAWAR Cherax
quadricarinatus (VON MARTENS, 1868) DENGAN PEMICU PAKAN
BERBASIS BUNGKIL INTI SAWIT FERMENTASI (BISF)

Oleh

HILMA NAHWA FIRDAUSI

Peningkatan imun lobster air tawar pada kegiatan budi daya telah banyak dilakukan
guna mencegah resiko serangan penyakit akibat patogen, salah satu upaya peningka-
tan respon imun yang dapat dilakukan yaitu dengan aplikasi prebiotik melalui pakan.
Salah satu sumber prebiotik yang dapat diaplikasikan salah satunya bersumber dari
bungkil inti sawit fermentasi (BISF). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk meng-
evaluasi profil respon imun nonspesifik lobster air tawar yang diberi pakan dengan
formulasi berbasis BISF. Penelitian ini dilakukan pada bulan September-November
2023 di Laboratorium Budidaya Perikanan, Universitas Lampung. Metode yang digu-
nakan pada penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL) dan terdiri dari 4
perlakuan dengan 3 ulangan. Hewan uji yang digunakan adalah lobster air tawar (C.
quadricarinatus) berukuran 10,3+0,15 g. Penelitian ini dilakukan dengan mengapli-
kasikan pakan berbasis BISF selama 14 hari masa pemeliharaan. Pengambilan sampel
hemolim dilakukan pada hari ke-0 (sebelum perlakuan), hari ke-3, hari ke-5, hari ke-
7, dan hari ke-14 setelah perlakuan. Pemberian pakan berbasis BISF menunjukkan
adanya peningkatan respon imun nonspesifik pada lobster air tawar. Hal tersebut
dapat dilihat melalui peningkatan pada parameter total haemocyte count (THC),
aktivitas fagositosis (AF), indeks fagositosis (IF), aktivitas superoxide dismutase
(SOD), aktivitas phenoloxide (PO) dengan hasil terbaik ditunjukkan pada perlakuan
dengan substitusi BISF sebanyak 120 g/kg pada pakan. Peningkatan gen-gen imun
ditandai dengan up-regulasi ekspresi gen lektin dan LGBP dengan hasil terbaik ditun-
jukan pada perlakuan dengan substitusi BISF sebanyak 40 g/kg pakan. Peningkatan
respon imun tertinggi terjadi pada hari ke-7 setelah perlakuan.

Kata kunci : Bungkil inti sawit, lobster air tawar, prebiotik, respon imun nonspesifik
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Lobster air tawar saat ini menjadi komoditas perikanan penting di Indonesia maupun
global. Produksi lobster air tawar mengalami peningkatan dari 150.000 metrik
ton/tahun menjadi lebih dari 850.000 metrik ton/tahun di seluruh dunia (NUfiez-Amao
et al., 2018). Salah satu jenis lobster air tawar yang banyak dibudidayakan adalah
Cherax quadricarinatus atau biasa dikenal dengan lobster air tawar capit merah.
Lobster air tawar memiliki potensi yang besar untuk dibudidayakan karena digemari
masyarakat. Permintaan terhadap lobster air tawar cukup tinggi baik pada pasar lokal
maupun internasional. Hingga saat ini produksi lobster air tawar belum maksimal,
karena beberapa kendala pada kegiatan budi daya. Salah satu kendala dalam kegiatan
budi daya lobster air tawar adalah serangan penyakit.

Serangan penyakit terjadi karena pengaruh lingkungan budi daya, seperti padat tebar
yang tinggi sehingga menyebabkan kualitas air yang tidak terjaga. Beberapa penyakit
yang dilaporkan sering menyerang lobster air tawar antara lain adalah Macrobra-
chium rosenbergii nodavirus (MrNV) (Hayakijkosol & Owens, 2012), yellow head
virus (YHV) (Tirasophon et al., 2005), C. quadricarinatus parvo-like virus (CqPV)
(Bowater et al., 2002), white spot syndrome virus (WSSV) (Neuhaus et al., 2022),
penyakit ekor melepuh yang disebabkan oleh A. hydrophila (Nurhayati, 2008; Haya-
kijkosol et al., 2017; Zhang et al., 2021). Upaya pencegahan serangan penyakit



pada lobster air tawar adalah dengan peningkatan sistem imun. Peningkatan sistem
imun dapat dilakukan salah satunya dengan pemberian prebiotik pada pakan.

Prebiotik secara umum diartikan sebagai suatu bahan makanan yang tidak dapat di-
cerna dan memberikan pengaruh menguntungkan bagi inang dengan cara bekerja sa-
ma dengan satu atau beberapa jenis mikroba menguntungkan (probiotik) dalam pen-
cernaan (Masrukan, 2020). Prebiotik banyak digunakan untuk meningkatkan pertum-
buhan maupun sistem imun pada ikan. Prebiotik bersimbiosis dengan mikroflora di
dalam usus sehingga mengakibatkan terusirnya bakteri patogen pada saluran pencer-
naan (Haryati, 2011). Jenis prebiotik yang telah banyak diaplikasikan yaitu frukto oli-
gosakarida (FOS), mannan oligosakarida (MOS), inulin, dan p-glukan.

Salah satu sumber MOS yang dapat diaplikasikan pada lobster air tawar berasal dari
bungkil inti sawit fermentasi (BISF). Fermentasi yang dilakukan pada bungkil inti
sawit (BIS) dapat mendegradasi mannan dengan menghasilkan enzim pendegradasi
mannan. Enzim pendegradasi mannan kemudian akan mengubah mannan menjadi
mannan oligosakarida (MOS) (Singh et al., 2018). Penelitian Sang et al. (2009) mem-
buktikan efektivitas pemberian mannan oligosakarida (MOS) yang berasal dari din-
ding sel Saccharomyces cerevisiae meningkatkan status kesehatan, meningkatkan
kemampuan melawan patogen dan kondisi stres pada lobster air tawar jenis Cherax

tenuimanus.

Fermentasi BIS dengan bantuan kapang Aspergillus niger dilakukan untuk menurun-
kan kandungan serat kasar yang tinggi. Kandungan serat yang tinggi akan menye-
babkan BIS sulit untuk dicerna karena keterbatasan enzim yang mampu menghidro-
lisis serat kasar dalam pencernaan ikan atau krustasea. Berdasarkan pada hasil uji
pendahuluan, fermentasi menggunakan Aspergillus niger dapat mengurangi jumlah
serat kasar sebesar 21% dan meningkatkan protein kasar sebesar 86%. Selain sebagai
prebiotik pada pakan, BISF dapat dijadikan bahan baku alternatif pengganti tepung
bungkil kedelai. Saat ini, kebutuhan terhadap tepung bungkil kedelai sebagai bahan

baku pakan sangat tinggi. Menurut Kemendag (2022) Indonesia mengimpor tepung



bungkil kedelai sebesar 7,53 juta ton atau senilai USD 3 milyar pada tahun 2020,
sehingga untuk mengurangi impor tersebut dibutuhkan bahan baku alternatif yang

lebih terjangkau.

Berdasarkan latar belakang tersebut, MOS yang berasal dari BISF memiliki potensi
yang besar untuk digunakan sebagai prebiotik pada pakan. Namun, hingga saat ini
belum ada kajian penambahan MOS yang berasal dari bungkil inti sawit fermentasi
(BISF) pada krustasea baik untuk performa pertumbuhan maupun ketahanan tubuh
(respon imun). Penelitian ini diharapkan menjadi pionir dalam kajian substitusi BISF

untuk respon imun lobster air tawar.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi profil respon imun nonspesifik

lobster air tawar yang diberi pakan dengan formulasi berbasis BISF.

1.3 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi bagi mahasiswa dan pem-
budidaya dalam melakukan upaya peningkatan respon imun terhadap lobster air ta-

war (Cherax quadricarinatus).

1.4 Kerangka Pikir Penelitian

Lobster air tawar menjadi komoditas unggulan karena memiliki nilai ekonomis yang
tinggi. Hal tersebut membuat permintaan lobster air tawar terus naik setiap tahunnya.
Untuk memenuhi permintaan terebut perlu dilakukan peningkatan produksi, namun
dalam melakukan kegiatan budi daya seringkali mengalami hambatan yang dapat
mengakibatkan kerugian. Salah satu penyebab terjadinya kerugian tersebut adalah
karena terserang penyakit. Penyakit dapat menyerang lobster air tawar karena masuk-
nya patogen kedalam tubuh lobster. Patogen tersebut dapat berasal dari lingkungan
kegiatan budi daya yang buruk serta rendahnya sistem imun lobster air tawar yang

menjadikan lobster mudah terserang penyakit.



Upaya untuk meningkatkan sistem imun lobster air tawar dapat dilakukan dengan
pemberian prebiotik. Berbagai penelitian telah membuktikan aplikasi prebiotik dapat
meningkatkan sistem imun secara signifikan. Penambahan prebiotik tersebut dapat
meningkatkan jumlah bakteri baik pada pencernaan sehingga dapat meningkatkan sis-
tem imun pada lobster. Prebiotik dapat dijadikan sebagai sumber energi bagi bakteri
menguntungan dalam usus sehingga terusirnya bakteri patogen. Prebiotik komersil
yang telah banyak digunakan dalam akuakultur antara lain yitu FOS, MOS dan -
inulin. Salah satu bahan yang dapat digunakan sebagai prebiotik untuk meningkatkan
imun lobster yaitu bungkil inti sawit yang difermentasi menggunakan Aspergillus

niger.

Bungkil inti sawit fermentasi (BISF) memiliki kandungan mannan oligosakarida
(MOS). MOS berperan sebagai prebiotik dan memperbaiki kondisi mikrobioflora pa-
da usus, sehingga meningkatkan sistem imun dan mencegah terjadinya gangguan pa-
da pencernaan. MOS yang terdapat dalam BISF berpotensi untuk dijadikan prebiotik
alami pada pakan ikan atau krustasea. Namun, hingga saat ini belum ada kajian yang
membahas penambahan MOS dari BISF pada pakan krustasea. Oleh karena itu, perlu
dilakukan kajian lebih lanjut terkait pengaruh substitusi BISF pada pakan terhadap
respon imun lobster air tawar. Secara umum kerangka pikir penelitian ini dapat dilihat

pada Gambar 1.
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1.5 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah :

1. Hipotesis Parameter Respon Imun Selular
a. Total Haemocyte Count (THC)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap THC lobster air tawar.

H::minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu ti # 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh
yangberbeda nyata terhadap THC lobster air tawar.

b. Differential Haemocyte Count (DHC)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap DHC lobster air tawar.

H:: minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu 1i # 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh

yang berbeda nyata terhadap DHC lobster air tawar.

c. Aktifitas Fagositosis (AF)/Indeks Fagositosis (IF)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap AF/IF lobster air tawar.

H:: minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu ti £ 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh

yang berbeda nyata terhadap AF/IF lobster air tawar.



2. Hipotesis Parameter Respon Imun Humoral
a. Aktivitas Superoxide Dismutase (SOD)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap aktivitas SOD lobster air tawar.

H::minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu 1i # 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap aktivitas SOD lobster air tawar.

b. Aktivitas Phenoloksidase (PO)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap aktivitas PO lobster air tawar.

H:: minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu ti # 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap aktivitas PO lobster air tawar.

c. Total Protein Plasma (TPP)

Ho:semuati=0 = Semua pengaruh perlakuan substitusi bungkil inti sawit
fermentasi (BISF) pada pakan tidak memberikan pengaruh
yang berbeda nyata ternadap TPP lobster air tawar.

H::minimalada = Minimal ada satu perlakuan substitusi bungkil inti sawit

satu 1i # 0 fermentasi (BISF) pada pakan yang memberikan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap TPP lobster air tawar.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Lobster Air Tawar

2.1.1 Klasifikasi Lobster Air Tawar

Lobster air tawar termasuk dalam subfilum Crustacea dengan ordo Decapoda.
Umumnya lobster air tawar yang banyak dikenal dan dipelihara berasal dari tiga
keluarga besar, yaitu Astacidae, Cambaridae, dan Parastacidae. Menurut Lukito &
Prayugo (2007), klasifikasi salah satu jenis lobster air tawar dari genus Cherax adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum . Arthropoda

Sub Filum : Crustaceaea

Kelas : Malacostraca

Ordo : Decapoda

Sub Ordo : Pleocymata

Famili : Parastacidae

Genus : Cherax

Species : Cherax quadricarinatus

2.1.2 Morfologi Lobster Air Tawar

Lobster air tawar memiliki tubuh yang terbagi menjadi dua bagian, yakni kepala
(cephalothorax) dan badan (abdomen). Antara kepala bagian depan dan bagian bela-
kang dikenal dengan nama subcephalothorax. Cangkang yang menutupi kepala di-

sebut karapak (carapace) yang berperan dalam melindungi organ tubuh, seperti



otak, insang, hati, dan lambung. Morfologi lobster air tawar dapat dilihat pada
Gambar 2.

~. Antena (organ sensori)

Kepala  Thoraks (dada)
Abdomen (perut)

Chela (capit) ’ Anggota badan
Pereiopod (kaki jalan) untuk berenang

Gambar 2. Morfologi lobster air tawar (C. quadricarinatus)

Sumber : Lukito & Prayugo, 2007

Ciri lain yang terdapat pada lobster air tawar adalah rostrumnya yang berbentuk ham-
pir seperti segitiga memipih, lebar, dan terdapat duri di sekeliling rostrum tersebut.
Menurut Iskandar (2003) dilihat dari organ tubuh luar, lobster air tawar memiliki

beberapa alat pelengkap sebagai berikut :

1) Sepasang antena yang berfungsi sebagai indra perasa dan peraba terhadap pakan
dan kondisi lingkungan.

2) Sepasang antenula yang berfungsi untuk mencium pakan, 1 mulut dan sepasang
capit (cheliped) yang lebar dan berukuran lebih panjang dibandingkan dengan ruas
dasar capitnya.

3) Ekor yang terdiri dari 1 ekor tengah (telson) berbentuk pipih, sedikit lebar dan
memiliki duri-duri halus yang terletak disemua bagian tepi ekor, serta 2 pasang

ekor samping (uropod) yang berbentuk pipih.
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4) Lima ruas badan (abdomen) berbentuk agak pipih dan memiliki lebar rata-rata
hampir sama dengan lebar kepala.

5) Empat pasang kaki renang (pleopod), yang berfungsi membantu dalam melakukan
gerakan renang.

6) Empat pasang kaki jalan (walking legs).

2.1.3 Siklus Hidup Lobster Air Tawar

Lobster air tawar selama hidupnya mengalami beberapa tahapan, yaitu telur, calon
anakan lobster, juvenil, dan lobster dewasa. Pada fase telur, telur lobster akan me-
nempel pada kaki renang (pleopod) induk betina. Selama fase pengeraman warna te-
lur berubah-ubah dimulai dari warna abu-abu, kuning, orange dengan bintik-bintik
mata, kemudian menetas menjadi juvenile dan lepas dari induk. Menurut Wie (2006),
proses perubahan ini berlangsung kurang lebih 35-45 hari. Setelah dipisahkan dari in-
duk, juvenil akan melakukan molting berkali-kali hingga berusia 3 bulan, setelah itu
frekuensi molting akan berkurang hingga dewasa secara bertahap. Siklus hidup

lobster air tawar dapat dilihat pada Gambar 3.

Induk dewasa jantan Pengeraman Penetasan (larva stadium
. > . . —> .
dan betina (inkubasi) (6- 1 masih menempel pada
y 10 minggu) pleopod induk) 2- 5 hari
Lobster air tawar >12 J
bulan (200-300 g) Pertumbuhan awal, 3
\ bulan pertama
Lobster muda 6-12 Burayak/juvenil /
4_
bulan (70- 100 g) (5-159)

Gambar 3. Siklus hidup lobster air tawar (C. quadricarinatus)

Sumber : Lukito & Prayugo (2007)
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2.1.4 Habitat Lobster Air Tawar

Lobster air tawar adalah jenis hewan akuatik yang habitat alaminya adalah danau,
sungai, rawa, dan saluran irigasi. Habitat alaminya membuat hewan ini bersifat ende-
mik karena hanya ada satu spesies lobster air tawar yang hidup di habitat alaminya
(Sukmajaya & Suharjo, 2003). Lobster air tawar dapat ditemukan di Australia, New
Zaeland, Papua, Amerika Serikat, Jepang, China, dan Eropa. Hewan-hewan ini terma-
suk hewan yang tahan terhadap cuaca buruk, misalnya pada musim kering mereka da-
pat hidup dalam tanah bahkan sampai kedalaman 5 cm, dan pada musim penghujan

mereka keluar untuk mencari makan, memijah, dan bermigrasi (Iskandar, 2003).

Lobster air tawar merupakan spesies yang berasal dari daerah tropis yang banyak ter-
dapat di Australia. Lobster air tawar tumbuh dengan baik pada suhu air 23-31°C, na-
mun pertumbuhannya akan terganggu bila suhu air kurang dari 10°C atau lebih dari
36°C (Setiawan, 2010). Suhu air memiliki pengaruh yang besar untuk partumbuhan
lobster air tawar, bila suhu rendah pertumbuhan lobster akan semakin melambat. Se-
lain itu suhu juga mempengaruhi lamanya waktu penetasan telur lobster air tawar. Bi-
la suhu air normal telur akan menetas dalam waktu 5 minggu. Namun bila suhu air
rendah, penetasan telur lobster membutuhkan waktu yang lebih lama antara 7-8
minggu (Setiawan, 2010).

2.1.5 Penyakit Pada Lobster Air Tawar

Menurut Edgerton (1999), Cherax quadricarinatus cukup rentan terhadap beberapa
penyakit namun tidak sampai menyebabkan wabah yang luas. Beberapa penyakit
yang dapat menyerang lobster air tawar anatara lain berasal dari patogen seperti virus
dan bakteri. Sejumlah virus termasuk Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV)
(Hayakijkosol & Owens, 2012), yellow head virus (YHV) (Tirasophon et al., 2005),
C. quadricarinatus parvo-like virus (CqPV) (Bowater et al., 2002), white spot
syndrome virus (WSSV) (Neuhaus et al., 2022) telah dilaporkan menginfeksi C.
quadricarinatus. Beberapa infeksi virus tak dikenal pada C. quadricarinatus juga te-

lah dilaporkan namun dengan detail yang masih sedikit (Longshaw, 2011).
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Penyakit yang disebabkan oleh bakteri merupakan penyakit yang umum menyerang
lobster air tawar. Bakteri yang diketahui cukup banyak menyerang lobster adalah
Vibrio mimicus (Eaves & Ketterer, 1994), A. hydrophila (Nurhayati, 2008; Hayakij-
kosol et al., 2017; Zhang et al., 2021;), dan C. cheraxi (Romero & Jimenez, 2002).
Bakteri V. mimicus merupakan patogen oportunistik yang dapat menyerang lobster air
tawar melalui kondisi lingkungan yang buruk dan stres. A. hydrophila dapat menye-
babkan penyakit ekor melepuh pada lobster air tawar sedangkan C. cheraxi merupa-
kan bakteri mirip rickettsia yang diungkapkan pernah menyerang lobster air tawar di
berbagai wilayah. Romero & Jimenez (2002) beranggapan bahwa penyakit yang dise-
babkan oleh C. cheraxi merupakan penyakit berbahaya yang telah banyak menyerang

lobster air tawar di Equador.

2.2 Sistem Imunitas Lobster Air Tawar

Sistem kekebalan tubuh lobster air tawar sama dengan kekebalan tubuh hewan jenis
krustasea. Sistem imun lobster air tawar bergantung pada sistem pertahanan nonspesi-
fik sebagai pertahanan terhadap infeksi. Pada krustasea, kekebalan tubuh bawaan sa-
ngat penting mengingat krustasea tidak memiliki kekebalan adaptif. Meskipun hanya
memiliki sistem imun nonspesifi, namun krustasea memiliki sistem imun yang cepat
dan efektif dalam mengenali dan menghancurkan patogen. Pertahanan pertama terha-
dap penyakit pada udang dilakukan oleh hemosit melalui fagositosis, enkapsulasi, dan
nodule formation (Ridlo & Pramesti, 2009). Dalam sistem kekebalan tubuh krustasea

terdiri dari sistem fisika-kimia, humoral, dan selular.

Sistem imun pada krustasea sangat bergantung pada haemosit. Sel-sel haemosit pada
krustasea dapat dibedakan menjadi sel hyalin (HCs), sel granular (GCs), dan sel semi
granular (SGCs) yang memiliki karakteristik dan fungsi biologis yang berbeda-beda

(S6derhall & Cerenius, 1992). Hemosit memiliki peran dalam proses fagositosis, en-
kapsulasi, pembentukan nodul, dan sitotoksisitas. Selain itu, haemosit juga melepas-

kan protein yang berfungsi untuk membunuh patogen berbahaya (Saputra, 2019).

Menurut Rodriquez & Le Moullac (2000) hemosit juga berperan dalam penyembuhan
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luka melalui cellular clumping serta membawa dan melepaskan prophenoloxidase
system (proPO). Gambar hemosit pada udang dapat dilihat pada Gambar 4.

LGC LGC

No granules in cytoplasm

SGC

Semi Granules .
\' ol

SGC

.

Gambar 4. Sel-sel hyaline (HC), semi granulosit (SGC), granulosit (LGC).

Sumber : Kakoolaki et al. (2011)

Kim (2006) menggambarkan proses masuknya patogen ke dalam hemolim yang se-
lanjutnya diikuti oleh reaksi pertahanan selular dan humoral. Molekul pengenal dalam
hemolim berperan dalam mengikat komponen dinding sel mikroba. Hal ini berkaitan
dengan membran reseptor hemosit. Akibatnya hemosit mengalami degranulasi dan
melepaskan molekul imun respon imun humoral seperti sistem prophenoloxidase

(proPO), pembekuan hemosit, dan antimicrobial peptides (AMPS).

2.3 Ekspresi Gen Imun

Sistem imun pada udang terdiri dari respon imun seluler dan humoral yang disusun
oleh beberapa molekul protein dan melibatkan banyak gen-gen yang terkait dengan
sistem imun udang antara lain LGBP (lipopolysaccharide and p-1,3-glucan binding
protein), TLR (Toll-like reseptor), lektin, proPO, dan sebagainya. Gen-gen imun lob-
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ster seperti LGBP, TLR, proPO, dan lektin sangat penting untuk sistem kekebalan
lobster. Gen-gen ini bekerja sama satu sama lain dalam berbagai proses, mulai dari
pengenalan PAMP (pathogen associated molecular pattern) pada patogen hingga
penghancuran patogen dan pembentukan protein-protein antimikrobia (Tassanakajon
etal., 2013).

Metode yang dapat dilakukan untuk mempresentasikan data quantitative real-time
PCR adalah metode komparatif Treshold cycle (Cr) atau lebih dikenal dengan 244€T
(Schmittgen & Livak, 2008). Prinsip metode komparatif Ct yaitu membandingkan ni-
lai Ct dari sampel yang diminati dengan kontrol atau kalibrator. Jika efisiensi ampli-
fikasi gen target dan gen referensi kira-kira sama, perhitungan AACt valid. Keuntung-
an dari metode komparatif Ct adalah kemudahan dalam penggunaan dan penyajian

data PCR yang disajikan dalam ‘fold change .

2.4 Bungkil Inti Sawit Fermentasi (BISF)

Bungkil inti sawit (BIS) adalah limbah ikutan proses ekstraksi inti sawit. BIS berpo-
tensi digunakan sebagai bahan pembuatan pakan sebagai sumber protein, vitamin dan
mineral (Ketaren et al., 1999). BIS memiliki kandungan zat-zat makanan yaitu pro-
tein kasar 15,40 %, lemak kasar 6,49 %, serat kasar 19,62 %, Ca 0,56 %, P 0,64 %,
dengan energi metabolis 2446 kkal/kg (Noferdiman, 2011). Penggunaan BIS telah
banyak diteliti, di antaranya sebagai pakan ikan mas (Amri, 2007), ikan lele (Nikhlani
et al., 2022) dan ransum boiler (Sukaryana et al, 2011)

BIS berpotensi menjadi bahan pakan lokal untuk digunakan sebagai campuran bahan
pakan ikan, hanya permasalahannya bahan tersebut mengandung serat kasar tinggi
karena terdapat sebagian pecahan cangkang (kulit yang keras) (Ketaren et al., 1999).
Serat kasar yang tinggi tersebut mengakibatkan BIS sulit dicerna oleh ikan. Berbagai
penelitian telah menunjukkan bahwa bungkil inti sawit mengandung banyak nutrisi
yang dapat dimanfaatkan tetapi karena keberadaa non-starch polysaccharides (NSP)
seperti mannan dan xilan, dan zat anti nutrisi membuat pemanfaatan BIS menjadi ren-

dah. Mannan menyusun 35% dinding sel BIS, namun mannan tersebut tidak bisa ter-
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degradasi kecuali ditindaklanjuti oleh enzim B-mannanase, yang dapat mendegrada-
sinya menjadi rantai yang lebih pendek sehingga mannan mudah dicerna (van Zyl et
al., 2010). Terdapat berbagai cara yang dapat dilakukan guna mendegradasi mannan

yang terdapat pada BIS salah satunya adalah fermentasi.

Fermentasi dapat digunakan guna meningkatkan komposisi zat gizi atau nilai gizi pa

da produk sampingan agroindustri. Secara umum, biasanya hasil dari fermentasi me-
ngandung senyawa yang lebih sederhana dan mudah dicerna daripada bahan asalnya
(Laelasari & Purwadaria, 2004). Penggunaan teknologi fermentasi pada bungkil inti
sawit telah banyak dilakukan, beberapa di antaranya menggunakan kapang seperti
Aspergillus niger. Proses fermentasi pada BIS menggunakan Aspergillus niger telah
terbukti dapat menurunkan serat kasar sebesar 15% dan meningkatkan protein kasar
sebesar 81% (Puastuti et al., 2014). Proses fermentasi pada bungkil inti sawit juga da-
pat menghasilkan produk yang lebih sederhana dari mannan, yaitu mannan oligosaka-
rida (MOS) yang dapat dimanfaatkan sebagai prebiotik pada pakan.

2.5 Mannan oligosakarida (MOS)

Mannan oligosakarida (MOS) merupakan jenis prebiotik yang telah banyak dipelajari
dan dimanfaatkan untuk pakan ikan. MOS merupakan non-digestible carbohydrates
yang dapat diperoleh dari dinding sel Saccharomyses cerevisiae. Dinding sel tersebut
terdiri dari hemiselulosa yang mengandung mannan (30%), glukan (30%) dan protein
(12,5%) (Nurhayati, 2018). MOS juga dapat ditemukan dalam BIS karena sebagian
besar dinding sel BIS tersusun oleh mannan. MOS dijadikan sebagai prebiotik dalam
usus untuk menunjukkan pengaruh seperti meningkatkan keseimbangan lapisan mu-

kosa usus, meningkatkan imunitas, antimutagenik, dan pertahanan antioksidan.

Dalam akuakultur MOS telah banyak diteliti dapat meningkatkan sistem imun. MOS
dapat digunakan sebagai antibakteri alternatif seperti pada penelitian Dimitroglou et
al. (2010) dimana suplementasi MOS menunjukan penurunan jumlah bakteri patogen

pada saluran pencernaan Sparus aurata. MOS sebagai prebiotik mempunyai mekanis-
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me yang berbeda dimana tidak ada terjadinya peningkatan populasi bakteri yang me-
nguntungkan, tetapi melalui kemampuannya yang dapat melekat pada lektin spesifik
manosa dari patogen Gram negatif tipe 1 fimbriae seperti Salmonella dan E. coli yang
kemudian membuat patogen akan dikeluarkan dari saluran pencernaan (Baurhoo et
al., 2007). Hasil penelitian Sang et al. (2009) menunjukkan adanya peningkatan jum-
lah total haemocyte count (THC) pada lobster air tawar jenis Cherax tenuimanus
setelah diberikan MOS.



I11. METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan September-November 2023 bertempat di Labo-
ratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung.
3.2 Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1 dan Tabel

2 berturut-turut.

Tabel 1. Alat-alat penelitian

No. Nama Alat Kegunaan
1. Akuarium 60x40x40 cm® Wadah pemeliharaan lobster air tawar.
2. Selang aerasi Menyalurkan oksigen ke akuarium.

_ Meningkatkan level optimal oksigen pada
3. Batu aerasi

akuarium.
4. Syringe 1 cc Pengambilan sampel hemolim.
5. Tabung eppendorf Untuk meyimpan darah dan pengenceran.
6. Timbangan digital Untuk menimbang bahan yang dibutuhkan.
7. Autoklaf Mensterilkan alat dan bahan.
8.  Erlenmeyer Pencampuran media.
9. Haemacytometer Mengamati darah untuk uji THC.




Tabel 1. Alat-alat penelitian (lanjutan)
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No. Nama Alat Kegunaan

10. Mikroskop Pengamatan.

11. Kaca preparat Untuk membuat ulas darah.

12. Micropipet Memindahkan larutan.

13. ELISA Reader Untuk menganalisis uji SOD, PO dan TPP.
14. Sentrifugasi Untuk memisahkan pellet dan supernatan.
15. Microplate Tempat meletakan sampel.

16. Vortex Untuk menghomogenkan sampel.

17. DO meter Mengukur kadar oksigen terlarut.

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian

No. Nama Alat Kegunaan

1. Lobster air tawar Sebagai hewan uji.

2. Alkohol 70% Digunakan untuk sterilisasi.

3. Probiotik komersil Sebagai probiotik pada pakan.
4. Phospate buffer saline Sebagai bahan pengenceran.

5. Na-sitrat 10% Sebagai antikoagulan.

6. AKuades Sebagai pelarut media.

7. Giemsa Larutan pewarna sampel haemolim.
8. Metanol Sebagai bahan fiksasi preparat.
9. Bovine serum albumine Sebagai standar uji TPP.

10. Bradford reagen Digunakan untuk uji TPP.

11. NBT Digunakan untuk uji SOD.

12. Cacodylate citrate buffer Digunakan untuk uji PO.

13. Cacodylate buffer Digunakan untuk uji PO.

14. L-DOPA Digunakan untuk uji PO.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini disusun menggunakan metode rancangan acak lengkap (RAL) yang
terdiri dari 4 perlakuan dengan 3 kali ulangan sebagai berikut :

PO : Pakan tanpa substitusi bungkil inti sawit fermentasi dan tanpa probiotik

P1 : Pakan dengan substitusi bungkil inti sawit fermentasi 40 g/kg pakan dan
penambahan probiotik

P2 : Pakan dengan substitusi bungkil inti sawit fermentasi 80 g/kg pakan dan
penambahan probiotik

P3 : Pakan dengan substitusi bungkil inti sawit fermentasi 120 g/kg pakan dan
penambahan probiotik

Berikut susunan rancangan penelitian yang disajikan dalam gambar :

P1.3 P3.3 P2.3 P3.2 P0.3 P1.1

P3.1 P1.2 P2.1 P2.2 PO.1 P0.2

Gambar 5. Tata letak wadah penelitian

Keterangan :

P0.1, P0.2, dan P0.3 : Perlakuan PO dan 1.2.3 merupakan ulangan.
P1.1, P1.2, dan P1.3 : Perlakuan P1 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P2.1, P2.2, dan P2.3 : Perlakuan P2 dan 1,2,3 merupakan ulangan.
P3.1, P3.2, dan P3.3 : Perlakuan P3 dan 1,2,3 merupakan ulangan.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pembuatan BISF

Fermentasi bungkil inti sawit mengikuti prosedur yang dilakukan oleh Puastuti et al.
(2014) yang telah dimodifikasi. Sebanyak 1 kg BIS yang sudah halus ditambah air
sebanyak 600 mL yang telah ditambahkan larutan mineral yang mengandung 1% ZA

dan 0,5% urea (untuk memacu pertumbuhan mikroba) kemudian campuran tersebut
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disterilisasi dengan cara diautoklaf selama 30 menit. Selanjutnya dibiarkan pada suhu
ruang agar campuran BIS menjadi dingin. Setelah dingin BIS dicampurkan dengan
starter kapang Aspergillus niger sebanyak 8 g/kg. Kemudian BIS yang sudah dicam-
pur kapang ditempatkan dalam loyang plastik dan disimpan dalam suhu ruang (30 °C)
secara aerob selama 3-5 hari. Kemudian campuran BIS dan kapang dikeringkan da-
lam oven selama 2 jam pada suhu 35-40 °C

3.4.2 Pembuatan Pakan

Pembuatan pakan dilakukan dengan mempersiapkan bahan yang akan digunakan se-
perti tepung ikan, tepung bungkil kedelai, tepung jagung, tepung pollard, tepung
BISF, dan premix. Komposisi bahan pakan yang digunakan dalam penelitian ini dapat
dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Formulasi bahan baku pakan uji

Nama Bahan Perlakuan
PO P1 P2 P3

Tepung ikan 300 300 300 300
Tepung bungkil kedelai 350 310 270 230
BISF 0 40 80 120
Tepung jagung 100 100 100 100
Tepung pollard 180 180 180 180
Binder 20 20 20 20
Minyak cumi 20 20 20 20
Vitamin premix 5 5 50 50
Mineral premix 5 5 50 50
Alginat 20 20 20 20

Total (gram) 1.000 1.000 1.000 1.000
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Semua bahan kemudian dicampur dan dicetak menggunakan mesin pencetak pelet.
Setelah dicetak pelet dikeringkan menggunakan oven. Pelet yang sudah dicetak dan
dioven harus diuji proksimat terlebih dahulu sebelum dapat diberikan kepada lobster
uji. Sebelum pakan diberikan pada lobster pakan ditambahkan probiotik terlebih da-
hulu dengan metode spray.

3.4.3 Analisis Proksimat

Seluruh bahan pakan yang akan diformulasikan dianalisis proksimat. Analisis prok-
simat terdiri dari protein, kadar air, lemak kasar, dan serat kasar. Pada analisis kadar
air menggunakan metode gravimetrik, kadar protein menggunakan metode kjedhal,
uji lemak kasar menggunakan metode soxhlet, dan serat kasar menggunakan metode

vansus.

3.4.4 Persiapan Wadah Penelitian dan Lobster Uji

Wadah uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah 12 akuarium berukuran 60 x
40 x 40 cm®dengan volume 50 L. Akuarium tersebut disterilkan dengan dicuci meng-
gunakan sabun dan disinfektan, kemudian dibilas dan dikeringkan. Setelah kering,
kontainer diletakkan pada rak penelitian dan diisi dengan air tawar sebanyak 20 L dan
dilengkapi instalasi aerasi sebagai penyuplai oksigen.

Lobster air tawar yang digunakan memiliki rata-rata bobot 10,3+0,15 g. Jumlah lob-
ster air tawar yang digunakan sebanyak 1 ekor/5 L air. Lobster tersebut kemudian di-
pelihara selama 7 hari pada suhu ruang untuk proses penyesuaian dengan kondisi
lingkungan atau aklimatisasi. Selama masa aklimatisasi lobster diberi pakan sebanyak

dua kali sehari.

3.4.5 Pemeliharaan Lobster
Lobster diberi pakan dengan FR sebesar 3% (Trisnasari et al., 2020). Pakan yang
digunakan adalah pakan yang telah disubstitusi dengan bungkil inti sawit fermentasi

dan ditambahkan probiotik. Lobster diberi pakan sesuai perlakuan (0, 40, 80, 120
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a/kg pakan) sebanyak 2 kali sehari pada pukul 08.00 dan 17.00 WIB. Sisa pakan dan
kotoran pada akuarium dibersihkan dengan metode sipon. Sipon dan pergantian air
dilakukan setiap pagi untuk menghindari adanya penumpukan bahan organik pada
akuarium yang dapat menyebabkan stres pada lobster. Pergantian air disesuaikan

dengan volume air yang terbuang saat penyiponan.

3.4.6 Pengambilan Hemolim
3.5 Parameter yang Diamati
Parameter yang diamati pada penelitian ini meliputi total haemocyte count (THC),
differensial haemocyte count (DHC), aktivitas fagositosis (AF), indeks fagositosis
(IF), total protein plasma (TPP), aktivitas superoxide dismutase, aktivitas phenol-

oksidase, dan ekspresi gen (LGBP, lektin).

3.5.1 Total Haemocyte count (THC)
Hemolim segar (10 puL) diencerkan dalam 20 uL PBS (pengenceran 1:3) dan dihomo-
genisasi dengan pipetting. Total hemocyte count dihitung dengan haemacytometer
(Neubauer, Jerman) dan diamati dengan mikroskop dengan perbesaran 100x. Sel
dihitung di kedua kotak, dan rata-rata digunakan sebagai jumlah hemosit (Sang et al.,
2009). Jumlah hemosit total dihitung sebagai berikut :

THC = X hemosit dalam 25 kotak kecil x pengenceran x 10* sel/mL

3.5.2 Differential Haemocyte Count (DHC)

Hemolim segar (20 uL) diteteskan di atas kaca preparat dan diulas kemudian dikering
udarakan. Kaca preparat kemudian difiksasi dengan memberikan methanol 70%
selama 10 menit. Preparat ulasan kemudian diwarnai menggunakan Giemsa (Merck)

masing-masing selama 10 menit. Kemudian di pasang coverglass.

Jumlah sel haemocyte yang berbeda

DHC = x 100%

Total haemocyte yang dihitung
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3.5.3 Aktivitas Fagositosis dan Indeks Fagositosis

Aktivitas fagositosis (AF) dan indeks fagositosis (IF) diuji berdasarkan pada pene-
litian Anderson (1992) yang dimodifikasi. Sampel hemolim segar (20 uL) disuspensi
dengan Staphylococcus aureus dan dibentuk dalam preparat ulas dan difiksatif meng-
gunakan methanol. Preparat dicat menggunakan Giemsa 10% selama 20 menit. Persa-
maan aktivitas fagositosis mengacu pada Anderson (1992) yaitu AF = (a/b) x100%,
sedangkan indeks fagositosis IF = c/a, dengan keterangan a = jumlah sel fagosit, b=
jumlah keseluruhan sel yang diamati, ¢ = jumlah bakteri yang difagosit. Preparat ulas

kemudian diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100 x.

3.5.4 Aktivitas PO (phenoloxidase)

Prosedur pengamatan PO mengacu pada penelitian Yudiati et al. (2016). Hemolim
(100 pL) diencerkan dengan PBS (100 pL) (pengenceran 1:1) kemudian disentrifu-
gasi pada 700 g, 4°C, selama 20 menit. Supernatan dibuang dan endapan ditambah-
kan 100 pL cacodylate cytrate buffer (0,1M sodium cacodylate trihidrate; 0,45M
NaCl, dan 0,01M sodium sitrat), disentrifugasi pada 700 g, pada suhu 4°C selama 20
menit. Supernatan dibuang dan endapan ditambahkan 100 pL buffer cacodylate
(0,01M sodium cacodylate trihydrate; 0,45M NaCl; 0,01M CaCl2.2H20; 0,26M
MgCl..6H20), dimasukkan dalam 96 well microplate. Kemudian masing-masing su-
muran yang sudah berisi sampel ditambahkan dengan 100 pL trypsin (Sigma
Aldrich), diresuspensi dan diinkubasi selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan 50
puL L-DOPA dan diukur absorbansinya dengan microplate reader pada panjang ge-
lombang 490 nm. Aktivitas PO (phenoloxidase) didapatkan dari nilai absorbansi

tersebut.

3.5.5 Aktivitas SOD (superdioxide dismutase)

Prosedur pengamatan aktivitas SOD mengacu pada Yudiati et al. (2016). Sebanyak
50 pL hemolim dimasukkan dalam microtube dan diencerkan dengan 150 uL PBS
(pengenceran 1:4), divortex kemudian disentrifugasi pada 700 g. Selanjutnya super-

natan diambil dan dipanaskan dalam waterbath pada suhu 65°C selama 5 menit
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sehingga didapatkan ekstrak kasar SOD. Ekstrak kasar SOD bisa disimpan dulu da-
lam suhu -20°C hingga digunakan untuk uji SOD. Pengujian SOD dilakukan dengan
mengambil 100 pL ekstrak kasar SOD dicampur dengan 50 pL reagen nitroblue
tetrazolium, NBT (NBT 0,1%), kemudian diinkubasi di suhu kamar selama 2 menit
dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm. Aktivitas SOD didapat-
kan dari nilai absorbansi tersebut.

3.5.6 Total Protein Plasma

Sebanyak 15 pLL hemolim disentrifugasi pada 700 g selama 10 menit. Kemudian 5 pL
supernatan diambil dan dipindahkan ke 96-well microplate (lwaki, Japan), ditambah-
kan 250 uL reagen Bradford (Bio-Rad), dan diinkubasi selama 10 menit. Selanjutnya
setiap sampel diukur absorbansinya dengan menggunakan microplate reader (R-
Biopharm Well Reader, Germany) pada panjang gelombang 630 nm. Kurva standar
kadar protein sebelumnya disiapkan dengan menggunakan bovine serum albumine
(BSA) (Merck, Germany) pada konsentrasi yang berbeda (0; 50; 100; 150; dan 200
mg mL™).

3.5.7 Ekspresi Gen Imun

Dalam penelitian ini terdapat dua gen imun yang diamati yaitu LGBP (lipopolysacc-
haride and f-1,3-glucan binding protein) dan lectin. Masing-masing gen diamati dan
dibandingkan dengan housekeeping gene sebagai kontrol internal. Primer masing-
masing gen terdapat pada Tabel 4.

Tabel 4. Primer gen imun lobster air tawar

Gen Primer Sekuen (5°-37) Accession  Referensi
LGBP CJLGBP- CAGCGGTGAGATTGACATT KP100470  Houetal.
gPCR-F (2015)

CJLGBP- TGGAAACTGTTAGCGAAGG
gPCR-R
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Tabel 4. Primer gen imun lobster air tawar (lanjutan)

Gen Primer Sekuen (5°-3°) Accession  Referensi
Lectin ~ CqCTL-  ATGGTGAAGGCATGTGTGACG MN944107  Wang et al.
qRT-F (2020)
CgCTL-  GCAGACCAAGGTCTCTTGCTCA
B-actin E.anﬁ-p ATCACTGCTCTGGCTCCTGCTACC Hou et al.
(Internal (2015)
control)

B-actin-R CGGACTCGTCGTACTCCTCCTTGG

a. Isolasi RNA Hemolim

Metode isolasi RNA dilakukan sesuai dengan Schmittgen & Livak (2008). 50 puL
hemolim ditambahkan 500 pL larutan Trizol. Hemolim dan Trizol dihomogenkan
dengan menggunakan pipetting, sampel diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit.
Sebanyak 100 pL kloroform ditambahkan dan dicampur dengan kuat selama 5 detik,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3 menit. Sampel kemudian di-
sentifugasi pada kecepatan 12.000 g selama 15 menit. Supernatan dipindahkan pada
1,5 mL microtube. Tambahkan 250 pL isopropanol kemudian diinkubasi selama 15
menit. Sampel disentrifugasi pada kecepatan 12.000 g selama 10 menit. Supernatant
dipindahkan pada 1,5 mL microtube, kemudian tambahkan 1.000 pL etanol 75%.
Lalu sampel disentrifugasi pada 7.500 g selama 5 menit. Etanol yang terdapat pada
tube dibuang menggunakan micropipette. Pellet diarutkan dengan nuclease free water

sebanyak 50-100 pL dan disimpan pada suhu -20°C

b. Sintesis cDNA (Reverse trancryption)

Master mix (Tabel 5) disiapkan dan ditambahkan 2 uL RNA dengan konsentrasi 100
ng/uL kemudian campuran dihomogenkan menggunakan vortex. Setelah campuran
homogen, kemudian campuran direaksikan pada suhu 42°C selama 30 menit. Selan-
jutnya enzim reverse transcriptase diinaktivasi pada suhu 94°C selama 5 menit.

Komposisi bahan untuk sintesis cDNA dapat dilihat pada Tabel 5.



Tabel 5 Komposisi bahan sintesis cDNA
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Bahan Volume (pL)
Buffer AMV 2,5
Enzim AMV transcriptase 0,125
Mix reverse primer 2
nuclease free water 5,875
Total 10,5

c. Real Time Quantitative PCR (gPCR)

Ekspresi gen imun di analisis menggunakan gPCR mengikuti standar protocol gPCR.
Bahan dan kondisi gPCR terdapat pada Tabel 6 dan Tabel 7.

Tabel 6. Komposisi bahan gPCR

Bahan Volume (pL)

KAPA SYBR FAST gPCR kit master mix 6,25
Primer forward (10 uM) 0,25
Primer reverse (10 uM) 0,25
ROX low reference dye 0,25
dH20 10,5
Total 17,5

Tabel 7. Kondisi qPCR
Program Suhu (°C) Waktu Siklus
Pre-denaturasi 94 5 1
Denaturasi 94 6”
Annealing 55-60 18” 45
Extention 68 307
Final extention 68 7 1
Melting curve 95 30°
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3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ditabulasi menggunakan program Excel dan
dianalisis menggunakan program SPSS 26.0. Analisis data pada parameter total hae-
mocyte count (THC), differensial haemocyte count (DHC), aktivitas fagositosis (AF),
indeks fagositosis (IF), total protein plasma (TPP), aktivitas superoxide dismutase
dan aktivitas phenoloksidase menggunakan uji Anova dan diuji lanjut dengan uji

Duncan pada selang kepercayaan 95%.

Data tingkat ekspresi gen dihitung menggunakan metode Schmittgen & Livak (2008).
Kemudian fold change dihitung dengan menggunakan persamaan 24T, Fold change
digunakan untuk mengetahui perubahan relatif gen-gen imun LAT.

Fold change: 2-2ACT
AACT = [(Ct gene of interest - Ct internal control) sampel A - (Ct gene of interest-
Cr internal control) sampel B]



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Peningkatan pada parameter total haemocyte count (THC), aktivitas fagositosis (AF),
indeks fagositosis (IF), aktivitas superoxide dismutase (SOD), aktivitas phenoloxide
(PO) dan up-regulasi ekspresi gen, menunjukkan bahwa pakan berbasis BISF mem-
berikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap peningkatan respon imun nonspesifik
lobster air tawar (C. quadricarinatus) secara signifikan, serta aman digunakan dan
tidak bersifat toksik.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Aplikasi substitusi BISF pada pakan sebanyak 120 g/kg pakan baik digunakan da-
lam kegiatan budi daya lobster air tawar, hal ini didukung oleh peningkatan para-
meter respon imun pada penelitian ini.

2. Disarankan untuk melakukan uji tantang menggunakan bakteri patogen dan selan-
jutnya dilakukan uji lapang sehingga mampu memberikan hasil yang lebih kom-
prehensif dalam meningkatkan respon imun lobster air tawar menggunakan pakan
berbasis BISF.
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