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ABSTRAK

EFEKTIVITAS OLIGOSAKARIDA ALGINAT Sargassum sp. TERHADAP
PENINGKATAN RESPON IMUN NON-SPESIFIK MENCIT (Mus
musculus L.)

Oleh
Annisa Dea Pratama

Alginat Sargassum sp. telah terbukti memiliki aktivitas sebagai imuno-
stimulan. Alginat memiliki berat molekul yang besar yang membuatnya sulit
dicerna oleh beberapa organisme. Oleh karena itu, dilakukan pembentukan
oligosakarida alginat (OSA) dengan mediasi bakteri penghasil alginat lyase di-
harapkan dapat meningkatkan bioakativitasnya sebagai imunostimulan. Pe-
nelitian ini bertujuan untuk menganalisis efektivitas oligosakarida alginat
Sargassum sp. terhadap respon imun mencit (Mus musculus L.). Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan Desember 2024 hingga bulan Februari 2025, bertempat
di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas
Pertanian, Universitas Lampung dan Balai Veteriner Lampung. Metode yang di-
gunakan pada penelitian ini adalah rancangan acak lengkap dengan 5 perlakuan
(pemberian oligosakarida alginat berbeda dosis pada pakan, ml/kg pakan) : 0 (P1),
100 (P2), 200 (P3), 300 (P4), 400 (P5) dengan masing-masing 3 ulangan. Per-
lakuan diberikan selama tiga minggu dilanjutkan pemeliharaan tanpa pakan per-
lakuan selama satu minggu. Pengambilan darah diambil 1 ekor mencit per ulangan
pada sampling hari ke-0, ke-7 dan ke-14 masa pemeliharaan. Hasil penelitian ini
menunjukan bahwa pemberian oligosakarida alginat memiliki pengaruh berbeda
nyata terhadap hematokrit pada pengamatan hari ke-7 sedangkan pada parameter
total leukosit, diferensial leukosit, aktivitas fagositosis, indek fagositosis, dan total
protein plasma tidak memberikan pengaruh berbeda nyata pada semua hari peng-
amatan. Oligosakarida alginat (OSA) belum menunjukan pengaruh terhadap
respon imun non-spesifik pada mamalia.

Kata Kunci : Hematologi, Mencit, Oligosakarida Alginat (OSA).



ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF ALGINATE OLIGOSACCHARIDES OF Sargassum
sp. ON ENHACING OF NON-SPECIFIC IMMUNE RESPONSE OF MICE
(Mus musculus L.)

By

ANNISA DEA PRATAMA

Sargassum sp. alginate has been proven to have immunostimulatory
activity. Alginate has a high molecular weight, making it difficult to digest by
some organisms. Therefore, the formation of alginate oligosaccharides (OSA)
mediated by alginate lyase-producing bacteria is expected to enhance its
bioactivity as an immunostimulant. This study was aimed to analyze the
effectiveness of Sargassum sp. alginate oligosaccharides on the immune response
of mice (Mus musculus L.). This study was conducted from December 2024 to
February 2025 at the Aquaculture Laboratory, Department of Fisheries and
Marine Sciences, Faculty of Agriculture, University of Lampung and the
Lampung Veterinary Center. The method used in this study was a completely
randomized design with 5 treatments (different doses of alginate oligosaccharide
in feed, ml/kg of feed): 0 (P1), 100 (P2), 200 (P3), 300 (P4), 400 (P5) with 3
replicates each. The treatments were given for three weeks, followed by one week
of maintenance without treatment feed. Blood samples were taken from one
mouse per replicate on sampling days 0, 7, and 14 of the maintenance period. The
results of this study showed that the administration of alginate oligosaccharides
had a significant effect on hematocrit on day 7, while on the parameters of total
leukocytes, differential leukocytes, phagocytosis activity, phagocytosis index, and
total plasma protein, it had no significant effect on all of time observation.
Alginate oligosaccharides (OSA) have not been shown to affect the non-specific
immune response in mammals.

Keywords: Alginate Oligosaccharides (OSA), Hematology, Mice.
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I.PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut merupakan sumber daya laut yang memiliki keragaman dan
kaya akan nutrisi (Litaay, 2022). Rumput laut mengandung beberapa zat kimia
yang dapat dimanfaatkan manusia untuk kebutuhan hidupnya sebagai makanan,
zat tambahan makanan atau sebagai obat (Anggadiredja et al., 2006). Zat-zat yang
terdapat di dalam rumput laut antara lain karotenoid, protein, asam lemak esensial,
vitamin, dan mineral (Rahman, 2024). Rumput laut mempunyai banyak manfaat
terutama kandungan senyawa bioaktif yang terdapat didalamnya. Senyawa bio-
aktif yang ada pada rumput laut dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri (Mutawie
& EI-Naggar, 2013). Salah satu rumput laut yang bisa dimanfaatkan sebagai
makanan adalah rumput laut coklat Sargassum sp. yang merupakan golongan
ganggang coklat terbesar yang tersebar di Indonesia. Secara umum Sargassum sp.
belum begitu dikenal dan dimanfaatkan. Sargassum sp. memiliki kandungan gizi
cukup tinggi seperti protein dan beberapa mineral essensial (Handayani et al.,
2004). Sargassum sp. mempunyai potensi untuk diolah menjadi alginat yang ba-
nyak dibutuhkan dalam industri pangan maupun non pangan dan memiliki banyak
manfaat.

Alginat digunakan untuk membantu proses pembuat industri makanan
sebagai pengental, pembentuk gel, stabilizer, dan pengemulsi sehingga banyak
digunakan di bidang makanan (Maharani et al., 2017). Alginat juga dapat sebagai
anti tumor (Fernando et al., 2019), antioksidan (Dousip et al., 2014), antivirus
(Ridlo & Pramesti, 2009), imunostimulan (Setyawan et al., 2020). Selain itu,
alginat bersifat biodegradasi karena dapat menurunkan konsentrasi tembaga

secara adsorptif dari dalam air (Pratama et al., 2023) dan ammonia melalui



imobilisasi bakteri (Setyawan et al., 2020).

Alginat merupakan polisakarida yang memiliki berat molekul yang besar
yaitu 500-1000 kDa sehingga mempengaruhi daya larutnya dan sulit dicerna
(Sinurat & Marliani, 2017). Menurut Subaryono (2010) ukuran molekul pada
alginat dapat mempengaruhi dan membatasi pemanfaatan dari alginat. Hal inilah
yang menyebabkan perlu adanya upaya untuk memecah ikatan polimer alginat
untuk mendegradasi alginat. Enzim yang peran dalam degradasi alginat disebut
sebagai enzim alginat lyase. Terdapat berbagai jenis bakteri penghasil enzim
alginat lyase yaitu Bacillus halosaccharovoran sLJ-3, Bacillus megaterium,
Pseudomonas mendocina (Guo et al., 2011) dan Bacillus cereus PTF (Safitri,
2023). Enzim alginat lyase ini memiliki produk akhir berupa oligosakarida alginat
(OSA). Oligosakarida alginat memiliki biokativitas yang lebih baik jika di-
bandingkan dengan polimer alginat itu sendiri. Oligosakarida alginat telah ter-
bukti memiliki kemampuan sebagai antioksidan (Falkeborg et al., 2014),
antikanker (lwamoto et al., 2005), dan antiinflamasi (Zhou et al., 2015).

Oligosakarida alginat menunjukan aktivitas biologis seperti kemampuan
menstimulasi fagositosis, modulasi ekspresi gen dan aktivitas antikanker yang
lebih tinggi dibandingkan glucansi alaminya (Vetvicka et al., 2010). Oligoskarida
alginat secara in vitro juga efektif sebagai bahan prebiotik yang mendukung per-
tumbuhan bakteri baik di saluran pencernaan sehingga berperan dalam menjaga
kesehatan sistem imun dan termasuk bagian dari serat yang larut air serta mampu
menurunkan kandungan kolestrol dalam darah khususnya LDL dan berperan se-
bagai senyawa antihiperlipidemia (Wang et al., 2006). Oligosakarida alginat akan
digunakan untuk manusia sebagai imunomodulator, yaitu senyawa yang dapat
membantu dan memperkuat sistem kekebalan tubuh. Maka perlu dilakukan uji
coba terlebih dahulu untuk mengetahui apakah senyawa ini aman dan efektif.
Dalam penelitian ini, hewan uji coba yang digunakan adalah mencit (Mus
musculus) karena mencit memiliki sistem kekebalan tubuh yang mirip dengan
manusia dan rentan terhadap penyakit yang sama (Intan & Khariri, 2020). Dengan
menggunakan mencit bisa melihat apakah senyawa ini mampu meningkatkan

respon imun tanpa menimbulkan efek samping yang berbahaya.



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis efektivitas oligosakarida

alginat terhadap peningkatan respon imun non-sepsifik mencit (Mus musculus L.)
1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukan penelitian ini diharapkan mampu memberikan infor-
masi, wawasan bagi pembaca dan sebagai masukan untuk penelitian selanjutnya

mengenai aplikasi oligosakrida alginat pada respon imun mencit.

1.4 Kerangka Pikir

Sistem imun adalah sistem yang sangat penting bagi tubuh untuk meng-
hindari dan melawan berbagai penyakit. Keseimbangan sistem imun dapat di-
pengaruhi oleh faktor internal dalam tubuh dan faktor eksternal yang perlu di-
pertahankan untuk menjaga tubuh agar tetap sehat. Kekebalan tubuh yang se-
imbang meningkatkan mekanisme pertahanan terhadap infeksi, penyakit, dan
patogen yang tidak diinginkan. Mencit memiliki sistem kekebalan tubuh yang
mirip dengan manusia dan rentan terhadap penyakit yang sama. Upaya pen-
cegahan serangan penyakit pada mencit adalah peningkatan sistem imun dengan
pemberian imunostimulan alami. Salah satu imunostimulan alami yang dapat di-
gunakan yaitu oligosakarida alginat. Oleh sebab itu, perlu dilakukan penelitian
lanjutan tentang penambahan alginat oligosakarida alginat pada pakan komersil
yang diharapkan mampu meningkatkan respon imun mencit. Kerangka pemikiran

penelitian dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kerangka Pikir

1.5 Hipotesis

Hipotesis yang digunakan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Total Leukosit

HO :semuati=0

Semua perlakuan suplementasi alginat pada pakan tidak bebeda nyata pada

terhadap total leukosit mencit.

H1 : minimal ada satu ti # 0




minimal terdapat satu perlakuan suplemetasi alginat pada pakan yang berbeda
nyata terhadap total leukosit mencit.

2. Diferensial Leukosit

HO : semua ti=0

Semua perlakuan suplementasi alginat pada pakan tidak bebeda nyata pada
terhadap diferensial leukosit mencit.

H1 : minimal ada satuti #0

minimal terdapat satu perlakuan suplemetasi alginat pada pakan yang berbeda
nyata terhadap diferensial leukosit mencit.

3. Aktivitas Fagositosis dan Indek Fagositosis

HO : semua ti=0

Semua perlakuan suplementasi alginat pada pakan tidak bebeda nyata pada
terhadap aktivitas fagositosis dan indek fagositosis mencit.

H1 : minimal ada satu ti # 0

Minimal terdapat satu perlakuan suplemetasi alginat pada pakan yang berbeda

nyata terhadap aktivitas fagositosis dan indek fagositosis mencit.

4. Kadar Hematokrit

HO : semua ti=0

Semua perlakuan suplementasi alginat pada pakan tidak bebeda nyata pada
terhadap kadar hematokrit mencit.

H1 : minimal ada satu ti # 0

Minimal terdapat satu perlakuan suplemetasi alginat pada pakan yang berbeda

nyata terhadap kadar hematokrit mencit.

5. Total Protein Plasma

HO : semuati=0
Semua perlakuan suplementasi alginat pada pakan tidak bebeda nyata pada
terhadap total protein plasma mencit.

H1 : minimal ada satuti #0



Minimal terdapat satu perlakuan suplemetasi alginat pada pakan yang berbeda
nyata terhadap total protein plasma mencit.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Sargassum sp.
2.1.1 Klasifikasi

Menurut Blankenhorn (2007), klasifikasi rumput laut Sargassum sp. adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Thallophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales

Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies  : Sargassum sp.

1) @)

Gambar 2. Sargassum sp.

Morfologi Sargassum; (1) Sargassum sp. (2) Tahllus makroalga coklat
Sargassum sp, berbentuk pipih dengan holdfast bulat agak kasar
menyerupai batang (A), air bladder berbentuk bulat (B), blade menyerupai
daun (C), dan stipe menyerupai tangkai(D)

Sumber: Achmadi (2021)



2.1.2 Morfologi

Alga coklat Sargassum sp. merupakan tumbuhan yang tidak memiliki
susunan kerangka seperti akar, batang, dan daun. Meski tampak sama, akan tetapi
sebenarnya hal tersebut merupakan thallus. Struktur tubuh Sargassum sp. terdiri
dari tiga bagian, yaitu blader, stipe, dan holdfast (Meriam et al., 2016) (Gambar
2). Menurut Sofiyah et al., (2023) Sargassum sp. memiliki bentuk batang utama
yang ber-bentuk bulat dengan permukaan yang relatif kasar, bentuk daun melebar.
pinggir daun bergerigi dan berombak dengan ujung yang melengkung atau me-
runcing, dan holdfast berbentuk cakram. Holdfast memiliki fungsi sebagai pelekat
tubuh Sargassum sp. pada substrat yang keras seperti batu maupun karang mati
yang menjadikan Sargassum sp. tidak terbawa oleh arus laut, stipe memiliki
fungsi untuk menegakkan tubuh Sargassum sp. sedangkan bladder memiliki
fungsi untuk mengapung di permukaan air dan membantu dalam proses fo-
tosintesis. Sargassum sp. memiliki tubuh berwarna coklat kuning kehijauan.
Warna coklat pada alga divisi Phaeophyta muncul akibat dominansi dari pigmen
fucoxanthin, klorofil a dan c, karoten, dan xantofil lainnya (Viki, 2015).

2.2 Alginat

Alginat adalah kelompok polisakarida anionik alami yang berasal dari din-
ding sel alga, termasuk Sargassum sp. (Rushdi et al., 2020) dan beberapa strain
bakteri. Seperti Azotobacter dan Pseudomonas. Alginat merupakan bagian insolut
dari alga dan menempati matriks antar sel sebagai gel yang terdiri dari ion nat-
rium, kalsium, magnesium, strontium, dan barium (Yudiati & Isnansetyo, 2017).
Alginat terdapat dalam dinding sel alga coklat dalam bentuk kristal-kristal yang
tersusun secara pararel pada benang-benang halus selulosa dan cairan sel.

Senyawa alginat merupakan polisakarida asam yang tersusun dari polimer
gula sederhana yang memiliki berat molekul yang tinggi (Subaryono, 2010). Se-
cara kimia bahwa alginat adalah suatu garam yang mengandung ion barium, ion
kalsium dan ion sodium yang terbentuk dari dua monomer asam uronat, yaitu -

D-Asam Manuronat dan a-L-Asam Gulunorat (Ode & Wasahua 2014).



Alginat merupakan penghasil polisakarida yang merupakan komponen
essensial bagi organisme karena meiliki biokativitas diantaranya sebagai anti-
tumor, antioksidan, antivirus, imunostimulan, antikanker dan antimikroba
(Setyawan et al., 2020) selain itu alginat bersifat biodegradasi karena dapat me-
nurunkan konsentrasi tembaga secara adsortif dari dalam air dan ammonia melalui
imobilisasi bakteri (Pratama et al., 2023). Manfaat dari masing-masing senyawa
bioaktif tersebut adalah yang mana bermanfaat sebagai antioksidan

(Cahyaningrum et al., 2016).
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Gambar 3. Struktur kimia alginat
Sumber : Winarno (1990)

Alginat adalah polisakarida yang merupakan garam dari asam alginat,
terdiri dari monomer (1-4)- 3-D-asam manuronat (satuan M) dan a-L-asam
guluronat (satuan G) yang bervariasi dalam jumlah dan distribusi sepanjang rantai
polimernya (Ode & Wasahua 2014) (Gambar 3). Dalam rantai polimer, dua unit
ini dihubungkan pada posisi (1-4) dan menimbulkan blok homopolimer (MM dan
GG) dan campurannya (blok MG bergantian) (Viswanathan & Nallamuthu, 2014).
Panjang distribusi dan unit pengukuran M dan G tergantung pada spesies rumput
laut, umur tanaman dan bagian dari rumput laut (misalnya bagian batang atau
daun). Hal ini menentukan sifat kimia dan fisika molekul alginat, yaitu blok GG
cenderung mempunyai kapasitas pembentukan gel, blok MM dan MG mempunyai
kesamaan pada rantai asam uronat dan meningkat pada pem-bentukan rantai GG
<MM < MG (Mushollaeni, 2011).

2.3 Alginat lyase

Alginat lyase merupakan enzim pendegradasi alginat yang didapat dari

alga cokelat dihasilkan dari proses degradasi alginat yakni hidrokoloid sistem
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koloid dipengaruhi oleh polimer organik didalam air yang banyak ditemukan di
rumput laut contohnya Sargassum sp. dan Turbinaria sp. (Subaryono, 2010).
Alginat lyase diketahui memiliki potensi yang sangat besar pada obat-obatan dari
jenis biokatalisis yang diproduksi oleh oligosakarida (Zhang & Kim, 2010). En-
zim alginat lyase mengkatalis oligosakarida yang dihasilkan sehingga alginat
lyase mempunyai sifat mudah larut dibandingkan alginat yang tidak didegradasi
karena biokativitasnya lebih baik (Gacesa, 1992).

Proses enzimatik dilakukan dengan bantuan mikroorganisme yakni bakteri
pendegradasi alginat. Bakteri pendegradasi alginat yang bersimbion dengan alga
ini memiliki kemampuan menghasilkan enzim tertentu dengan menggunakan
komponen seluler alga tempat menempel. Terdapat berbagai jenis bakteri peng-
hasil enzim alginat lyase yaitu Bacillus halosaccharovoran sLJ-3, Bacillus
megaterium, Streptomyces, Pseudomonas mendocina (Guo et al., 2011) dan
Bacillus cereus (PTF). Menurut Safitri (2023) Bacillus cereus (PTF) termasuk
salah satu jenis bakteri yang dapat memecah ikatan polimer alginat menjadi
oligosakarida dan menjadi penghasil enzim alginat lyase tertinggi dan sebagai
imunostimulan. Selain bakteri ada beberapa organisme yang memproduksi alginat
lyase yaitu jamur laut dan moluska laut (Haliotis discushannai) (Subaryono et al.,
2013).

2.4 Biologi Mencit (Mus musculus L)
2.4.1 Klasifikasi

Mencit dapat diklasifikasikan sebagai berikut menurut Arrington (1972).

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata

Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae

Genus  : Mus

Spesies  : Mus musculus L.
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a

Gambar 4. Mencit (Mus musculus L.)

2.4.2 Morfologi

Mencit memiliki ukuran panjang 12-20 cm termasuk ekor dengan massa
20-45 gram pada mencit dewasa. Warna tubuhnya dapat bervariasi antara putih,
cokelat, atau abu-abu dilengkapi dengan ekor yang panjang, tipis, dan berambut.
Moncongnya memiliki bentuk segitiga dengan kumis yang panjang. Mencit dapat
digolongkan ke dalam hewan nokturnal (Rejeki et al., 2018). Secara umum mencit
memiliki karakteristik seperti hidung berbentuk kerucut terpotong, tekstur rambut
lembut dan halus, tubuh silindris yang sedikit melebar ke arah belakang, berambut
putih, mata bewarna merah, dan ekor bewarna merah muda ( Nugroho, 2018)
(Gambar 4).

Mencit digolongkan sebagai anggota Ordo Rodentia dengan ciri-ciri antara
lain memiliki lima jari yang masing-masing dilengkapi dengan cakar, terdapat
satu pasang gigi seri pada rahang atas yang terus tumbuh membentuk seperti
pahat, tidak memiliki gigi taring, testes abdominal, dan memiliki plasenta tipe
discoidal (Nugroho, 2018).

Mencit memiliki ukuran yang relatif kecil dan biaya perawatannya ter-
jangkau dibandingkan dengan hewan lainnya. Hal ini memudahkan para peneliti
untuk mempertahankan populasi mencit yang cukup besar untuk penelitian. Men-
cit memiliki siklus hidup yang relatif singkat, yaitu sekitar 2-3 tahun. Mencit
memiliki tingkat reproduksi yang tinggi dan dapat menghasilkan keturunan dalam
waktu singkat (Delviani, 2024).
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2.5 Sistem Imun

Sistem imun merupakan sistem yang berfungsi untuk mencegah terjadinya
kerusakan tubuh atau timbulanya penyakit. Syarifudin (2019) menyatakan bahwa
Imunitas merupakan suatu kemampuan yang dimiliki oleh tubuh untuk melawan
patogen atau mikroorganisme (virus, bakteri, toksin) yang dapat merusak jaringan
bahkan organ tubuh. Imun tubuh akan merespon seluruh mekanisme yang
digunakan dalam tubuh untuk melindungi dan mempertahankan tubuh dari bahaya
infeksi (Setiarto et al., 2021). Mencit memiliki sistem kekebalan tubuh yang mirip
dengan manusia dan rentan terhadap penyakit yang sama. Sistem imun
dikategorikan menjadi sistem imunitas innate (bawaan/non-spesifik/alamiah) dan
imunitas adaptif (spesifik).

Sistem imunitas adaptif memiliki sifat yang spesifik terhadap antigen
(antigen-dependent) (Wasityastuti et al., 2019). Antigen dapat berupa bahan In-
feksiosa, protein maupun molekul lain. Ketika antigen melakukan kontak dengan
suatu sel tertentu akan memicu serangkaian reaksi meliputi destruksi (peng-
hancuran/ pemusnahan), degradasi (penurunan) dan eliminasi (penghapusan) me-
rupakan reaksi respon imunitas spesifik (Rahim et al., 2013). Sistem imun spesifik
memiliki ingatan memori terhadap antigen yang telah dikenali untuk meningkat-
kan efisiensi pertahanan tubuh yang lebih maksimal (Sun et al., 2014). Respon
imunitas adaptif akan bereaksi lebih cepat dan efisien apabila tubuh terpapar ulang
dengan antigen dari suatu mikroorganisme yang sama. Sistem imunitas adaptif
salah satunya adalah sel limfosit B dan Limfosit T. Limfosit B dapat mengenali
suatu antigen secara spesifik dan mengekspresikan antibodi (Prakoeswa, 2020).

Respon imun bawaan merupakan pertahanan tubuh yang ada sejak lahir
dan merupakan pertahanan tubuh sebelum terpapar infeksi suatu mikroorganisme.
Imunitas bawaan merupakan respon awal sebagai pertahanan terhadap infeksi dan
responnya paling cepat. Sistem imunitas bawaan ini terdiri oleh beberapa kom-
ponen diantaranya barier fisik dan kimia seperti kulit, mukosa atau bulu, sel fa-
gosit seperti makrofag, neutrofil, heterofil dan sel natural killer (NK Cell) yang
dapat membunuh mikroorganisme secara natural atau alami tanpa perlu aktivasi
(Faris, 2020).
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2.6 Imunomodulator

Imunomodulator merupakan senyawa kimia yang dapat memodulasi
aktivitas dan fungsi kerja sistem kekebalan tubuh. Imunomodulator dapat me-
ngembalikan ketidakseimbanngan sistem kekebalan tubuh dengan cara me-
ngembalikan fungsi atau meregulasi sistem kekebalan tubuh yang terganggu
(imunorestorasi), meningkatkan aktivitas fungsi kerja sistem kekebalan tubuh
(imunostimulasi) dan menekan atau menghambat aktivitas respon sistem ke-
kebalan tubuh (imunosupresi) (Wahyuni et al., 2019). Imunostimulan atau
imunostimulator ditujukan pada perbaikan fungsi imun tubuh pada suatu kondisi
imunosupresi.

Imunostimulan merupakan senyawa yang dapat meningkatkan ketahanan
tubuh terhadap infeksi serta meningkatkan tingkat respon imun tubuh. Sedangkan
imunosupresi atau imunosupresor adalah agen yang menekan atau menghambat
aktivitas sistem kekebalan tubuh (Wahyuni et al., 2019). Penggunaan imuno-
modulator sebagai terapi sistem imun dikarenakan kemampuannya untuk dapat
menstimulasi mekanisme sistem kekebalan tubuh baik sistem imun spesifik
(adaptive) maupun non spesifik (innate) yang dapat meningkatkan sistem ke-
kebalan tubuh suatu individu secara keseluruhan (Erniati & Ezraneti, 2020).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

3.1.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2024 hingga Februari 2025.

3.1.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan
Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung dan Balai

Veteriner Lampung.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian terlampir pada Tabel 1.

Tabel 1. Bahan- bahan penelitian

No Nama Bahan Volume Merek Fungsi/Kegunaan

1 Larutan turk 100 ml Indo Reagen  Larutan pengencer
darah pada sel darah
putih.

2 Giemsa 10% Indo Reagen  Larutan pewarna dalam
pewarnaan eritrosit.

3 Nacl Fisiologi  0,9% Berbagai keperluan

penanganan sel atau
jaringan dengan tujuan
aktivitas metabolisme.
4 Antikogulan 100 ml Nice Sebagai antikogulan
EDTA dalam pemeriksaan
hematologi.
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No Nama Bahan Volume Merek Fungsi

5  Akuades 5000 ml Purelizer Digunkan untuk
membersihkan alat
laborratoritum dari zat
pengotor.

6  Alkohol 95% Onemed Sebagai antiseptik.

7 Metanol 200 ml Emsure Sebagai bahan antibeku

dan pelarut.

8 Crystoeal Menyumbang ujung

tabung kapiler.

9 Larutan PBS Sebagai bahan panen

bakteri.

10 Mencit Hewan uji.

11  Sargassum sp. Menghasilkan alginat

12 Bakteri Isolat bakteri.

Bacillus
cereus (PTF)

13  Sarung tangan Melindungi tangan dari
latex berbagai resiko.

14 Tisu 200 lembar  Nice Untuk memberishkan

benda.

15  Serbuk kayu Untuk alas rumah.

16 Pakan Rat bio Untuk pakan hewan uji.
komersil

17  Trytone Soy 5009 Milipore Menumbuhkan dan
Agar (TSA) mengembangkan

bakteri.

18 KCL >99,5 % Repack Digunakan untuk

merck pemucatan.

19 Soda ASH Ansac Untuk mendapatkan Na
(Na2CO3) alginat.

20 Soda api Tjiwi Kimia  Untuk menetralisir pH.
(NaOH)

21 HCL 1% dan Untuk bahan maserasi.

10%

22 Bolvine Sigma- Digunakan sebagai
Serum Aldrich standar uji TPP.
Albumin

23 Reagen Untuk pengujian TPP.
Bradford

24 Chloroform 100 ml SNKA Sebagai obat bius pada

mencit.




3.2.2 Alat
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Alat yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Alat Penelitian

No

Nama Alat

Spesifikasi

Merek

Fungsi

1

10

11

12

13

14

Mikropipet

Mikroskop

Spuit 1 cc

Microtube

Haemacytometer

Pipet tetes

Pipet thoma

Yellow tip

Tabung corning

Tabung reaksi

Erlenmeyer

Gelas ukur

Hot plate

Kaca preparat

0,5-1000 pl

1ml

1,5ml

5ml

100 pl

15 ml

20 ml

11

100 ml

Rongtali

Iscope

Onemed

Onemed

Qiujing

Onemed

Assistant

Onemed

Disposlab

Pyrex

Duran

Onemed

Dlab

Onemed

Untuk memindahkan
larutan/ cairan dari
satu tempat ketempat
lainnya.

Mengamati objek
penelitian.
Menyuntik atau
menghisap larutan
atau cairan.

Untuk tempat
menyimpa/
mecampur larutan.
Alat perhitungan sel
secara cepat.
Memindahkan
larutan/cairan dari
satu tempat ketempat
lain.

Untuk alat pengaduk/
pengenceran sampel
darah.

Untuk mengambil
larutan dalam volume
kecil.

Untuk menyimpan/
mencampur larutan.
Untuk melakukan uji
biokimia dan
menumbuhkan
media.

Untuk wadah dari
baha kimia cair.
Untuk mengukur
volume larutan/
cairan dengan tepat
Untuk memanaskan/
menghangatkan
media.

Untuk membuat
preparasi.
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No Nama Alat Spesifikasi  Merek Fungsi
15 Centrifuge DSC- Gesunde Untuk memisahkan
hematokrit 100MH-1 sel darah merah dari
plasma.

16 vortex Dlab Untuk
menghomogenkan
media.

17  Litter box Sizel Package Untuk wadah
pemeliharaan hewan
uji.

18 Kawat loket Untuk penutup litter
box.

19 Botol minum 60 mi Drinking Untuk minum hewan

kecil bottel uji.

20  Spektrofotometer B-one Untuk mengetahui
nilai absorbansi suatu
sampel.

21 Timbangan 0,0001 g Sojikyo Untuk menimbang

analitik bahan yang akan
digunakan.

22 Cawan petri 15¢cm Labotiq Wadah kultur bakteri.

23 Label Panda Untuk memberi kode
pada sampel

24  Paralon %inch Rucika Sebagai tempat
persembunyian
mencit.

25  Akuarium 15| Sebagai tempat
pembuatan
oligosakarida.

26 ELISA Reader 1 unit Untuk menganalisis

BBPBL uji TPP.

3.3 Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian yang digunakan yaitu metode rancangan acak
lengkap (RAL). Percobaan penelitian ini terdiri dari lima perlakuan dan tiga
ulangan. Adapun perlakuan dan rancangan yang digunakan dalam penelitian ini

adalah sebagai berikut:
P 1: 0 ml oligosakarida alginat Sargassum/kg pakan
P 2: 100 ml oligosakarida alginat Sargassum/kg pakan

P 3 :200 ml oligosakarida alginat Sargassum/kg pakan
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P 4 : 300 ml oligosakarida alginat Sargassum/kg pakan

P 5: 400 ml oligosakarida alginat Sargassum/kg pakan

Model rancangan acak lengkap (RAL) yang digunakan adalah:
Yij=p+ 1+ g

Keterangan:

Yij = pengamatan pada perlakuan ke - i dalam ulangan ke — |
= rataan umum
T = perlakuan ke — i

€ = komponen galat

Tata letak wadah pemeliharaan pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 5.

P2.1 P1.2 P1.1 P3.2 P1.3
P4.3 P4.1 P5.3 P5.2 P2.2
P5.1 P3.3 P3.1 P4.2 P2.3

n= 4 ekor/wadah

Gambar 5. Tata letak wadah pemeliharaan

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Tahapan Persiapan

3.4.1.1 Persiapan Wadah Pemeliharaan

Wadah uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah nampan berukuran
37x35x20 cm sebanyak 15 buah dan kawat sebagai penutup untuk nampan ter-
sebut. Sebelum digunakan wadah disterilisasi yang bertujuan untuk menghilang-

kan kotoran yaitu dengan cara dicuci menggunakan sabun diberi disenfektan,
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kemudian dibilas dan dikeringkan selama 24 jam. Setelah kering, nampan di-
letakan pada rak penelitian. Pada setiap wadah berisi 4 ekor mencit dan dasar dari

wadah mencit dilapisi dengan sekam padi.

3.4.1.2 Pemeliharaan Mencit

Penelitian ini menggunakan hewan uji mencit dengan berat tubuh 23,13+
2,2 g . Jumlah hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebanyak 4
ekor mencit pada setiap wadah. Makanan dan minuman yang diberikan pada me-
ncit adalah pakan pellet, pakan perlakuan dan minuman yang diberikan adalah air
keran yang diletakan di dalam botol. Makanan dan minuman diberikan secukup-
nya di dalam wadah terpisah dan diganti setiap hari. Mencit diberi makan 2 kali

dalam sehari dengan jumlah pakan 70 g per hari

3.4.1.2 Ekstraksi Sargassum sp

Ekstraks alginat Sargassum sp. diperoleh dengan cara sampel Sargassum
sp. 250 g direndam dengan menggunakan HCI 1% dengan per-bandingan (1:2) g/l
selama 60 menit. Selanjutnya Sargassum sp. dibilas dengan air bersih sebanyak 2
kali. Kemudian, sampel tersebut diekstraksi dengan soda ASH (Na,CO3) dengan
konsentrasi 2% sebanyak 40 liter air dan dipanaskan menggunakan drum stainless
pada suhu 60°C selama 60 menit. Setelah itu sampel disaring menggunakan kain
belacu untuk memisahkan filtrat dan residu, dan di-tambahkan larutan KCI 2%
sebanyak 90 ml selama 60 menit. Kemudian filtrat ditambahkan dengan HCI 10%
hingga pH 7-8.

3.4.1.3 Pembuatan Oligosakarida

Pembuatan oligosakarida dilakukan dengan cara mencampurkan 2 | alginat
dengan 20 ml bakteri Bacillus cereus PTF dengan kepadatan 108 CFU/mI pada

akuarium kapasitas 15 | yang diberi aerasi lalu diinkubasi selama 72 jam.
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3.4.2 Tahapan Pelaksanaan

3.4.2.1 Pembuatan Pakan Uji

Pakan yang digunakan pada penelitian ini adalah pakan komersil dengan
protein 20%, kadar air 12%, lemak 4% dan serat kasar 4%. Pakan tersebut di-
campurkan dengan oligosakrida alginat sesuai perlakuan. Oligosakarida
dimasukan ke dalam botol sprayer kemudian larutan disemprotkan ke pakan
hingga merata. Selanjutnya pakan dikering anginkan sampai siap diberikan ke

hewan uji. Untuk perlakuan kontrol tidak diberi oligosakarida alginat.

3.4.2.2 Pengambilan Darah

Pengambilan sampel darah dilakukan melalui jantung pada hari ke-7
sebelum pemberian oligosakarida alginat, serta pada hari ke-14 dan ke-21 setelah
pemberian. Pada setiap waktu pengambilan, digunakan satu ekor mencit per
ulangan. Sebelum pengambilan darah, mencit dianestesi menggunakan kloroform,
kemudian darah diambil melalui jantung menggunakan jarum suntik khusus untuk
tikus. Sampel darah selanjutnya ditampung dalam mikrotube yang telah berisi 0,1
ml antikoagulan EDTA 10%.

3.4.3 Tahapan Pengamatan
3.4.3.1 Total leukosit

Pengamatan total leukosit mengacu pada metode Rosita et al. (2015),
dengan menghisap sampel darah menggunakan pipet Thoma hingga skala 0,5,
kemudian ditambahkan larutan Turks hingga mencapai skala 11. Campuran ter-
sebut dihomogenkan, lalu diteteskan pada haemocytometer (Gambar 6) dan
ditutup dengan kaca penutup (cover glass), kemudian dibiarkan hingga leukosit
mengendap. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran
40x, dan jumlah leukosit dihitung pada empat kotak besar. Hasil perhitungan
kemudian dikalikan 50 untuk memperoleh jumlah total leukosit dalam 1 mm3
darah. Metode perhitungan ini juga merujuk pada Blaxhall & Daisley (1973).

Jumlah leukosit = jumlah sel leukosit terhitung x 50 sel/mm3
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Gambar 6. Kotak pada haemocytometer
Sumber: Khan (2012)

3.4.3.2 Diferensial leukosit

Uji diferensial leukosit dilakukan berdasarkan metode Blaxhall (1972)
untuk menentukan persentase masing-masing jenis leukosit dalam darah. Sampel
darah diteteskan pada kaca preparat, kemudian dibiarkan mengalir ke sisi kanan
dan Kiri kaca. Selanjutnya, dilakukan dorongan ke arah depan menggunakan kaca
preparat lain hingga terbentuk lapisan film darah yang tipis, lalu dibiarkan me-
ngering. Setelah kering, preparat difiksasi menggunakan metanol selama 5 menit,
kemudian diwarnai dengan larutan Giemsa 10% dan dikeringkan kembali. Peng-
amatan diferensial leukosit dilakukan di bawah mikroskop dengan perbesaran
100x hingga mencapai jumlah total 100 sel leukosit. Dari pembuatan preparat
apus darah dapat dilihat jenis-jenis sel darah putih meliputi : neutrofil, monosit,
limfosit ( Gambar 7). Perhitungan diferensial leukosit ini juga mengacu pada
Widyaningrum (2017).

) ) L
Persentase limfosit = ——— — x 100%
Total leukosit

) M
Persentase monosit = —————  — x 100%
Total leukosit

) N
Persentase neutrofil = —————— x 100%
Total leukosit

Keterangan :
L= Jumlah sel darah putih limfosit
M= Jumlah sel darah putih monosit

N=Jumlah sel darah putih neutrophil
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Gambar 7. Diferensial leukosit mencit: (a) neutrofil (b) monosit (c) limfosit
Sumber: Utami et al., (2020)

3.4.3.3 Aktivitas Fagositosis dan Indeks Fagositosis

Perhitungan aktivitas fagositosis menurut Ode et al., (2023) dilakukan
dengan cara sampel darah dimasukkan ke dalam microtube sebanyak 50 pl di-
suspensi dengan bakteri Bacillus cereus PTF dengan kepadatan 102 CFU/ml
sebanyak 50 pl dalam phosphate buffer saline ditambahkan dalam sampel darah
kemudian di-inkubasi selama 10 menit. Sampel hasil inkubasi diambil 5 pl dan
diletakkan pada gelas objek untuk dibuat preparat ulas dan dikeringkan. Ke-
mudian sampel difiksasi menggunakan methanol selama 5 menit, dilanjutkan
pewarnaan Giemsa selama 10 menit lalu diamati menggunakan mikroskop dengan
pembesaran 1.000x untuk melihat sel makrofag fagositosis (Gambar 8).
Perhitungan aktivitas fagositosis dan indeks fagositosis mengacu pada Handayani
(2018).

jumlah sel yang memfagosit

X 100%

Aktivitas fagositosis (%) = otal loukosit

L jumlah bakteri yang difagosit
Indek fagositosis = ]_ yane—ae -
jumlah sel yang memfagosit

Makrofag aktif

T

X Pg

i @8

(A) (B)
Gambar 8. Sel makrofag fagositosis: (A) sel aktif/teraktivasi (B) sel
makrofag tidak teraktivasi
Sumber : Delviani (2024)
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3.4.3.4 Kadar Hematokrit

Sampel darah dimasukkan ke dalam tabung kapiler hematokrit hingga
mencapai sekitar 3/5 volume tabung. Ujung tabung kemudian ditutup meng-
gunakan penutup Khusus atau crytoseal dengan kedalaman +£1 cm. Tabung kapiler
selanjutnya diletakkan dalam alat sentrifuge (mikrohematokrit sentrifuge), dan
disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 3.500 rpm. Posisi tabung diatur
berhadapan dengan volume yang setara untuk menjaga keseimbangan selama
proses sentrifugasi. Pengukuran kadar hematokrit dilakukan dengan mem-
bandingkan volume eritrosit (sel darah merah) terhadap volume total darah meng-
gunakan skala hematokrit, sebagaimana dijelaskan oleh Anderson & Siwicki
(1995).

panjang volume sel darah merah yang mengendap

X 100%

Kadar hematokrit =
panjang total volume darah dalam tabung

3.4.3.5 Total Protein Plasma

Total protein plasma diukur menggunakan prosedur yang diadopsi dari
metode yang dilakukan oleh Yudiati (2016). Sebanyak 15 ul darah di-sentrifus
pada 630 nm selama 10 menit. Kemudian 5 pl supernatan diambil dan
dipindahkan ke 96-well microplate (Iwaki, Japan), ditambahkan 250 ul reagent
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 albumin (BSA)
(Merck, Germany) pada konsentrasi yang berbeda (0; 50; 100; 150; dan 200

mg/ml). Pengujian ini dilakukan di Balai Besar Perikanan Budidaya Laut.

3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ditabulasi menggunakan
Microsoft Excel dan dianalisis menggunakan program SPSS 25.0. Analisis data
dengan parameter total leukosit, diferensial leukosit (limfosit pengamtan hari ke-

7, monosit, neutrofil), kadar hematokrit, aktivitas fagositosis (AF), dan total
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protein plasma (TPP) yang digunakan pada penelitian ini adalah uji ANOVA
kemudian diuji lanjut Duncan pada tingkat kepercayaan 95% dan untuk parameter
limfosit pengamatan hari ke-14 (H14) dan indek fagositosis (IF) data tidak normal
maka dilakukan uji Kruskal Wallis dengan tingkat kepercayaan 95% .



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa pemberian pakan
dengan penambahan oligosakarida alginat memberikan pengaruh yang berbeda
nyata terhadap kadar hematokrit mencit pada hari ke-7 (H7) dan kadar hematokrit
hari kel4 (H14) tidak memberikan pengaruh yang berbeda nyata dan untuk semua
parameter berupa total leukosit, diferensial leukosit, aktivitas fagositosis, indeks
fagositosis, dan total protein plasma pada mencit tidak berpengaruh nyata baik

pada pengamatan hari ke-7 sampai hari ke-14

5.2 Saran
Dilakukan penelitian lanjutan menggunakan oligosakarida alginat dalam
jangka waktu yang lebih lama dan bentuk sediaan yang berbeda sehingga bisa

berpengaruh pada sistem imun mencit.
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