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Aktivitas Antibakteri Ekstrakl eripangHolothuria sp.
Terhadap BakterVibrio harveyi Secardn vitro

Roihanah SSukosq AndayanB.

FakultasPerikanan dan lImu Kelautadniversitas Brawijaydalang

Abstrak
Bakteri adalah salah satu penyebab pédyaada mahluk hidup yang mematikaé®alah satu alternatif yang dapat
dilakukan untuk mengatasi masalah tersebut adalah dengan mengguia@ang(Holothuriasp.) yang memiliki
kandungan bioaktif sebagai bahan antibakt&fujuan penelitian ini adalahntuk mengetahui aktitas antibakteri
ekstrak Teripangterhadap Vibrio harveyi mempelajari karakter dan struktur bakteri yang dihambat oleh ekstrak
bioaktif Teripangdan mempelajarikomponen bioaktif yang terkandung dalaferipang Hasil uji cakram mengukkan
rerata zona hambat sebesar5®2 mm sedangkan hasil uji MIC dan MBC menunjukkan bahwa pada dosis 0r% mg
mampu menghambat (Bakteriostatidpn dosis 0,60 mgﬂ'1 mampumembunuh (bakterisidyl Ekstrak kasaferipang
berpengaruh terhadap karadt dan struktur bakteriVibrio harveyyaitu dengan merusak dinding sel dan membran sel
bakteri. Hasil analisis Spektofometri Infra Merah deksktrak teripang darUltra Violet dengan pelarub-heksan

serapandiduga mengandung senyawa Triterpenoid.

Katakunci. Aktivitas Antibakteri, Teripanyjbrio harveyi

Abstract

Bacteria are ong@otential deadlycause of disease mrganism One alternative to overcome these problems is
to use sea cucumberbidlothuriasp.) which contain bioactive as anétteria. Aim of this study was to determine the
antibacterial activity ofsea cucumbef extractsagainstVibrio harveyj studying the character anbacterial structure
which is inhibited by the biative extract of sea cucumbeasd assesghe bioactive omponents contained in the sea
cucumber. The test results show mean zone of inhibition disc§@# & m while the MIC and MBC test results show
doses of 0,55 mg1|'l isinhibit (bacteriostatic) and 0,60 mgl’l dose capable of killing (bactericidal). Geusktract of
sea cucumbers effect on the character and structure of the bactévidrarveyi t by destroying the cell walls and cell
membranes of bacteria. Results of analysisea cucumbergextract Spektofomety on Infra Redand Ultra Violetwith
n-hexane uptakesolvent ismssumedo contain Triterpenoid compounds.

Key words Antibacterial Activity, Sea Cucumb¥ibrioharveyi

PENDAHULUAN

Sumber daya alami lautan merupakan sumber
daya yang belum dikembangkan secara maksimal,
padahal berbagai &han bio&tif yang terkandung
dalam biota perairan laut seperti protein, omega
vitamin dan hormon sangat bermanfaat bagi
kesehatan, terutama sangatberpotensi bagi
penyediaan bahan baku untuk industri farmasi dan
kosmetik [1]. Salah satu biota laut logesia yang
berpotensi sebagai sumber daya alam penyedia
bahan baku untuk industri farmasi adal@kripang
(Holothuriasp.).

Teripang digunakan sebagai sumber obat
tradisional. Menurut kepercayaan masyarakat
pesisit cairan selom Teripangligunakan ketika

Alamat korespodensi: S.Roihanah

Email :Roihanal@ub.ac.id

Alamat : Program Studi Pascasarjana S2 Biomedik
Universitas Brawijaya

nelayan terluka agar lukanya cepat sembuldi
daerah Langkawi. Obat ini disebugdmat' yang
berasal dari beberapa jenis mentimun laut yang
digunakan, terutaméeHolothuria scabra, Stichopus
hermaniidan Stichopus horrens.

Teripang mengandung bahan aktif dakteri,
antifungi (antijamur), antitumordan antikoagulan
(antipenggumpal) [2]. Penelitian Zancan dan
Mourao [3] telah menunjukkan bahwa selain
penyembuhan luka, ekstrakeripangmengandung
senyawa antikoagulan dan  antithrombasis
Teripang juga mengandungenyawa yang dapat
mereduksi kolesterol dan lipjdantikanker dan
senyawa antitumof4], sertasenyawa antibakteri
[5]. Seorang peneliti Rusia menunjukkan bahwa
cucumarioside berasal dari spesigSucumaria
japonicamemiliki sifat imunomodulatoyangkuat,
menunjukkan efektivitas yang tinggi terhaddn
coli, Proteusmirabilis, Neisseria meningitidBT-2,
Salmonella minnesota,Salmonella typhimurium
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danPertusis meningoencephalif&]. Menurut Han

et al. [7] senyawa yang biasa terkandung dalam
Teripang adalah Triterpeneglycoside Senyawa
triterpeneglycosideyang terdapat dalanTeripang
ternyata bermanfaat sebagai anti tumor, anti
jamur, anti bakteri dan anti virus.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitianini adalah untuk:

1. Mengetahui aktiitas antibakteri ekstk
Teripang (Holothuria sp.) terhadap Vibrio
harveyi

2. Mempelajari karakter dan struktur bakteri yang
dihambat oleh ekstrak bioaktif Teripang
(Holothuriasp.)

3. Mempelajari  komponen
terkandung dalamTeripang

bioaktif  yang

MATERI DAN METODE PENELITIAN
Materi Penelitian

Bahan utama yang digunakan adalééripang
(Holothuria sp) yang diperoleh dar perairan
Socah Kabupaten Bangkalan, Jawa TimBiakan
murni bakteri Vibrio harveyi diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Bawijaya Malang.

Metode Penelitian
Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan
metode maserasi (perendaman) dengan lima
pelarut yang berbeda dari yang bersifat polar
hingga non polar, yaitu air, methanol, etanol,
kloroform dan heksan. Ekstraksiaklkan dengan
merendam masingnasing 500 giTeripangsegar
dengan 500 ml pelarut, selama 3 kali 24 jam
Selanjutnyadilakukan penyaringan dan pemekatan
untuk tahap ekstraksi yang terakhiyaitu dengan
pelarut etanol dan methanolyang dipekatkan
menggunakn rotary evaporator vakum. Pelarut
non polar heksana dan kloroform dipekatkan
dengan cara ditiup dengan gas,, Nsedangkan
ekstrak air dipekatkan dengan cara stirer, karena
air jika menggunakanrotary evaporator tidak
dapat menguap.

Uji Cakram ( Medde difusi)

Uji cakram, yaitu pengujian antimikroba dengan
mengukur diameter daerah hambatan yang terjadi
di sekitar kertas cakram yang sudah mengandung
bahan antimikroba dan dibandingkan dengan
antibiotik kanamycin.LempengTrypton Soya Agar
(TSA) ditanda dengan nama, tanggal dan
mikroorganisme yang akan diukapadidi (cotton
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swab) steril dicelupkan dalam suspensi biakan uji,
dengan OD: 0,1 CHWI", kemudian kapas lidi
diputar pada dinding tabung (diperas) agar cairan
tidak menetes dari bagian kapagersebut.
Mikroorganismekemudian disbar pada seluruh
permukaan lempeng agar dengan cara dioleskan
Untuk mendapatkanpertumbuhan yang merata,
kapas lidi dioleskan secara mendat&emudian
lempeng agar diputar 9@ian dibuat olesan kedua,
dengan lempengagar diputar 48 dan dibuat
olesanketiga Lempeng agar dibiarkan mengering
kurang lebih 5 menit, kemudian tempatkan kertas
cakram yang sudah direndam dengan sampel
yang diujikan pada permukaan lempeng agar.

Dalam 1 lempeng agar dapat digunakas 5
macan dosis perlakuan jarak antara kertas cakram
harus cukup luas sehingga wilayah jernih tidak
saling berhimpitan yang nantinya akan
menyulitkan dalam proses pengukuran zona
hambat. Kertas cakram ditekan dengan pinset,
tidak perlu terlalu keras karena akan meak
permukaan agar. Lempeng vyang sudah
ditempelkan kertas cakram diinkubasi pada suhu
tumbuh optimal dari bakteri patogen yang sedang
diujikan. Setelah bakteri uji sudah tumbuh merata
dan terlihat adanya zona jernih diermukaan
agar, maka luas zona jeh dapat diukur dengan
mengukur diameternya.

Uji Minimum Inhibitiry Concentration(MIC) dan
Minimum Bacterial ConcentratiofMBQ

Tabung reaksi steril disapkan sebanyak 24
buah dan telah diberi label konsentraddibuat
konsentrasi bahan uji sesuai dgn tabel
preparasi, masingnasing 1 ml. Dimasukkan 1 mi
suspensi bakteri F0OCFUmI™ ke dalam masing
masing tabung reaksi dan vortex hingga homogen.
Semua tabung diinkubasi pada suhu’G7selama
1824 jam. Setelah 184 jam, diamati dan dicatat
derajatkekeruhan pada semua tabung.

Selain itu dicatat nilai MIC yang merupakan
konsentrasi terendah dari tabung yang tidak
menunjukkan adanya  kekeruhan. Untuk
mengetahu nilai MBC, dilakukanstreak pada
medium TSA dan diinkubasi pada suhfGgelama
24 jam.Pengamatan dilakukadengan menghitung
jumlah koloni yang tumbuh pada media agar
dengan colony counter.Dari hasil perhitungan
koloni tersebut dapat ditentukan MIC dan MBC
dari ekstrak kasar bahan antibakteri tersebut.

Pengamatan dengan Mikroskop Elektrd 8EM)
Sebelum pengamatan  mikroskopis SEM

dilakukan pewarnaan grardediaan dibuatli atas

cover glasslan dikeringkan pada suhu kamar, jika
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sudah kering difiksasi dengan cara dipanaskan
diatas nyala api -4 kali lalu dibiarkan dingin.
Setelah dingin diletkan diatas rak pewarnaan.
Dituangkan larutan kristal violet ditas sediaan,
diamkan selama 1 menit. Sediaan dibilas dengan
air, kemudian dituandarutan Lugobtlan ddiamkan

1 menit dandibilas dengan air. Sediaan dilunturkan
dengan Alkohol 96% hinggeama violet memudar
dandibilas dengan air. Kemudian sediaan dituangi
larutan safranin didiamkan 30 detik, dibilas
dengan air, dikeringangirkan. Setelah sediaan
kering dilakukan pengamatan menggunakan
mikroskop SEM.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Diameter zona habat dari ekstrak
teripang dengan pelarut air dengan rerata sebesar
6.062 mm, methanol 842 mm , etanol 96
mm, cloroform 6122 mm dan rheksan &02 mm
(Gambarl). Pelarut n-heksanadalahyang paling
efektif menghambat bakteri. Hal ini disebabkan
bioaktif yang terdapat pada teripang berfungsi
sebagai bahan antibaktedan tidak bisa terlarut
pada pelarut yang bersifat polar. Menurkitmball
[8], senyawa antibakteri (Triterpenoid) larut dalam
pelarut non polar Martoyo [9] juga menyatakan
bahwa Terpang dari Famili Holothuriidae genus
Holothurig Actinopyga dan Stichopus banyak
mengandung zatrat ekstraktif seperti senyawa
Terpenoid yang hasil hidrolisisnya mudah larut
dalam pelarut organik (seperti Cloroform, etan
n-heksan) dan tidak larut dataair[10].

Gambar 1. Diameter daerah hambat ekstrak Teripang

terhadapVibrio harvey

Zona jernih pada lapisan agar yang terbentuk
karena senyawa antibakteri berdifusi ke dalam
lapisan tersebut dan menghambat pertumbuhan
bakteri, sedangkan lapisan aggang ditumbuhi
mikroorganisme akan tampak keruh[11].
Kanamycin sebagai antibakteri kontrol dapat
menghambat  seluruh bakteri uji. Kanamycin
dengan konsentrasi 0,2 mgl'1 dengan daya
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penghambatan rataata 8,482 mm Gambar 1).
EkstrakTeripangmenunjukkan aktiitas yanglebih
tinggi daripadaKanamycin. Hal ini dikarenakan
Vibrio harveyi merupakan bateri GramNegatif
yang memiliki  Bacteriocind.ike Inhibitor
Substances~ >/2s+U C ]8pu ~Z EA C] ]v
berat molekul 24 kDA yang berfungsi mengimaji
substansi asing dari organisme ladlalam satu
strain, antar spesieatau dari lingkungan masuk ke
sel[12].

Uji MIC dan MBC

Pengujian MIC terhadap bakteviibrio harveyi
pada konsentrasi 0,55 myl* sudah terlihat
sedikit jernih, yang menandakan abwa
pertumbuhan bakteri dapat dihambat oleh ekstrak
Teripang (bakteriostatik) dengan total bekteri
sebesar8,7.10 CFUplate™ dan pada konsentrasi
0,60 mgml'l baru dapat terlihat jernih,
menandakan bahwa pertumbuhan bakteri telah
dapat dihentikan oleh lestrak Teripang
(bakterisidal). Menurut Pelczar dan Chdh3],
antibakteri bersifat bakteriostatik atau bakterisid
bergantung dari konsentrasinyaEkstrak kasar
bersifat bakterisidal karena ekstrak mampu
membunuh bakteri dan Dbakteristatis karena
ekstrak lasar hanya mampu menghambat
pertumbuhan bakteri

Edberg [14] menjelaskan bahwa senyawa

antibakteri bekerja dengan cara berinteraksi
dengan dinding sel bakteri sehingga
mengakibatkan permeabilitas pada sel bakteri dan
juga berdifusi ke dalam sel sehingga

mengakibatkan pertumbuhan bakteri terhambat
(bakteriostatik) dan atau mati (bakteriosidal).
Selain itu senyawa antibakteri juga dapat
menembus membran dan berinteraksi dengan
material genetik sehingga bakteri mengalami
mutasi.

Golongan bakteriostatik bek@a dengan jalan
menghambat sintesis protein pada ribosom bakteri
melalui proses difusi pasif melalui kanal hidrofilik
dan sistem transportasi aktif. Setelah antibakteri
masuk ke dalam ribosom, maka akan berikatan
dengan ribosom dan menghalangi masuknya
kompleks tRNAasam amino pada lokasi asam
amino, sehingga bakteri tidak dapat berkembang
biak[8].

Karakterdan StrukturBakteri yangTethambat

Hasil penelitian ekstrak dari pelarutheksan
diduga mengandung senyawa Triterpenoid. Efek
penghambatan yangetjadi pada koloni bakteri
Vibrio harveyi disebabkan oleh kandungan
senyawa aktifTeripang yangsalah satunya adalah

/\Z/\
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Triterpenoid Secaraumum golongan Triterpenoid
mampu merusak membran sel, meran-aktifkan
enzim dan mendenaturasi protein sehinggadiimg

sel mengalami kerusakanakibat penurunan
permeabilitas. Perubahan permeabilitas membran
sitoplasma memungkinkan ieipn organik yang
penting masuk ke dalam sel sehingga berakibat
terhambatnya pertumbuhan bahkan hingga
mematikan sel.

HasilPengujianSpektrofotometri Infranerah

Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksktrak
Teripang (Holothuria sp) dengan menggunakan
alat alat FTIR = 8400 S Shimadu dapat terdeteksi
sebanyak 12 peak dan hasil identifikasinya dapat
dilihat pada Gambag berikut :

Gambar2.  Spektrofotometri Inframerah dari ekstrak n

heksan

Berdasarkan data yang muncul pa@ambar2
menunjukkan adanya serapan pada daerah
bilangan gelombang (c‘i'w)u 2958,60; 2925,81;
2852,52 yang diduga serapan dari gugus. Citia
serapan yang tajamada daerah gelombang ((:]m
1635,52 dengan intensitas kuat mengidentikasi
gugus Kkarbonil (C=0) yang pita serapannya
diperkuat oleh pita serapan pada bilangan
gelombang (cf) 1205,43 ; 1170,71. Pita serapan
pada bilangan gelombang 1377,08 tm
menunjkkan serapan oleh gugus £Rita serapan
pada daerah gelombang  3427,27 tm
menunjukkan adanya gugus Karboksilat. Pita
serapan tersebut diperkuableh serapan pada
daerah gelombang 1635 ¢hdlengan adanya gugus
C=0.

Hasil Pengujian Spektrofotometri Lha Violet

Hasil analisis ekstrak teripang dengan pelarut
n- heksan dengan menggunakan spektrofotometer
UW-Vis menberikan tiga  puncak  serapan.
Spektrum spektrofotometri U¥is dari ekstrak n
heksan ditunjukkan pada Gambar 3. Munculnya
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serapan maksium pada panjang gelombang
241,0 nm diduga diakibatkan oleh adanya transisi
0 ISE}v t&] € vP ]e l v }o Z
suatu kromofor C=0. Hal ini didukung dari hasil
analisis spektrofotometri inframerah yang
menunjukkan isolat mempuy gugus pada
panjang gelombang 1635,52 nm. Serapan Ultra
Violet yang landai pada panjang gelombang 352
nm dan 371nm kemungkinan diakibatkan oleh
terjadinya transisi elektron dari h<Z
rangkap C=0 [15]. Pengujian dengan
Spektrofotometr Ultra Violetmenunjukkanekstrak
n-heksan mengandung senyawa Triterpenoid.

Gambar3. Spektrum spektrofotometri UWis dari ektrak
n-heksan

Kesimpulan

1. Ekstrak kasar TeripangHdlothuria sp.)
memiliki aktivitas antibakteri terhada/ibrio
harveyi

2. Ekstrak kasar teripang berpengaruh terhadap
karakter dan struktur bakteriVibrio harveyi
yaitu dengan merusak dinding sel dan
membran sel bakteri

3. Hasil analisis Spektofometri Infra Meralan
Spektrofotometri Ultra Violet dengan pelarut
n-heksan serapan dari eksktrak Teripang
diduga mengandung senyawa Triterpenoid.

Saran

Disarankan untuk melakukapenelitian lebih
lanjut secardn-Vivodan melakukan purifikasi pada
ekstrak kasar teripang.
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Histologi Insanglan Hati Ikan BotiaBotia macracanthusBleekel)
yang Diinfeksi BakterAeromonas hydrophila
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Abstrak

Aeromonas hydrophilanampu menyebabkan terjadinya infeksi dan kematian ikan botia dalam waktu yang relatif
singkat pada konsentrasi yang d@i, terbukti dengan konsentrasi jgeml™ menyebabkan 50%kan uji mati.Hasil
pengamatan histopatologi pada ikan terinfekaenunjukkanginjal yang mengalami degenerdsyaling munculnya
vakuola yang disebabkdisispadaglomerulus dan kemudian hancur, nekrosis pada glomerulus, terdapat banyak koloni
bakteri A. hydrophiladi dalam ginjalsertaterjadi infiltrasi limfosit.Selhati tidak terlihat jelas karena tertutup infiltrasi

limfosit dan koloni bakterA. hydrophilayang sangat banyak, nekrosis yang menyebabkan vakuola, terdapat infeksi

sekunder bakteri yam belum teridentifikasi, serta terjadiloudy swellingPada bagian insangekrosislamelaprimer
menyebabkan munculnyavakuola, kongesti pad@amelaprimer dan edema padéamelasekunder, infiltrasi limfosit,
poliferasi sel/fusilamela serta hyperplasigpada lamela primer. Sementara itu pada ikan botia yang terinfeksi

hydrophilatetapi kemudian diobati, ginjal mengalami perbaikan glomerulus dan kapsula bowman sehingga terlihat

jelas, tubuli berbentuk seperti donat dengan corak titik dan garis, tidaklagi nekrosis dan vakuola, tidak ditemukan
lagi koloni bakteri, terjadi perbaikahyalineyang mengalami degenerasi, jaringhematopoietic(pembentuk sekel
darah merah) terlihat jelas dengan inti yang bulat. Pada bagiantmigtk ditemukan lagi kolai bakteri A. hidrophila
dan bakteri sekunder lainnya sehingga hepatosit terlihat jelas dengan bentuk polyhedral dengar,irjtinllah
eritrosit terlihat normal, karena tidak ada lagi infiltrasi limfogikantetapi masih terdapat penyumbatan pada vena
centralis yang dipenuhi oleh eritrosit. Padeang tidak ada lagiekrosis dan vakuola padamelaprimer sehingga
jaringan terlihat solidnamunditemukan infeksi sekunder parasitonogeneasp. Tidakada lagi infiltrasi limfosit, lapisan
epithelium terlhat 1-2 lapis, tidak ada lagi edema dan flsshelasehinggdamelatampak jelas dengan ukuran panjang

yang bervariasi.

Kata Kunci histopatologj Aeromonas hydrophildkan Botia

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara  yang
mempunyai sumbedaya d&am yang melimpah
Salah satu diantaranya adalah sumber daya
perairan, baik tawar, laut maupun payau yang
menunjang pembangunan perikanan sehingga
dapat meningkatkan devisa negara melalui
ekspor non migas. Pemanfaatan sumberdaya
perikanan di Indonesia suba mengarah ke
perikanan budidaya dimana input teknologi
dimasukan untuk mencapai hasil yang maksimal
Dampak dari adanya input tersebut adanya
ketidakseimbangan ekosistem budidaya yang
berakibat pada timbulnya penyakit pada
komoditas yang dipelihara[l]. Reningkatan
usaha budidaya menyebabkan adanya arus
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perpindahan produk tersebut sehingga akan
mengakibatkan perpindahan hama dan penyakit
ikan dan tersebar ke daerah lain yang dapat
menimbulkan kerugian yang sangat begr

Di Indonesia A. hydrophila merupakan
pathogen yang masuk dalam daftar Hama dan
Penyakit Ikarj2,3,4]. Sampai sekarang inipaya
penanggulanga. hydrophilabelum ditemukan
Pengobatanyang selama ini digunakan adalah
menggunakan antibakteriyang berasal dari
tanaman obat[5]. Mengingatbahwa komposisi
kandungan dari tanaman obgangkomplek dan
hanya bahan aktifnya saja yang bisa digunakan
sehingga sulit menentukan dosis yang tepat.

Penangulangan dengan modifikasi
lingkungan untuk penyakit infeksi kurang cepat
dalam proses penyembaimnya, mengingat
perkembangan penyakit yang disebabkah
hydrophila sangat cepat menyebd6]. Demikian
pula penanggulangan dengan penggunaan
probiotik (secara biologis) menggunakan bakteri
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lain yang bersifat senergis/ antagonis terhadap
hydrophila juga sangat lambat. Maka dari itu
digunakan antibiotik yang efektif untuk
mengendalikan A. Hydrophila  Penelitian
sebelumnya menemukanbahwa penggunaan
antibiotik jenis amoxyline clavulanic acid,
penicilline erythromycime oxytetracycline dan
cefuroxime sodium telah mengalami resistensi
dibandingkan ciprofloxacin cefotaxim dan
cotrimoxazole[7,8,9,10]. Antibiotik Ciprofloxacin
merupakan pilihan yang tepat untuk pengobatan
A. hydrophila.

Penelitian secara invivo, ikan Botia Botia
macracanthusBleekej digunakan sebagai inang
uji dikarenakan ikan ini merupakan ikan hias yang
sangat banyak jumilaya [11,12] vyang
dilalulintaskan melalui wilayah kerja Stasiun
Karantina Ikan JamHdkanini biasanya diirim ke
Jakarta dan diekspor ke Singapuparedarannya
mencapai 70% dari seluruh ikan hias yang keluar
melalui Stasiun Karantina Ikan Jambi. Jenis ikan
hias yang merupakan andalan ekspor Provinsi
Jambi meliputi ikan hias Botia @), Selusur
Batang (2@0) dan lkan Cak@aka (5%), dimana
realisasi ekspor ikan &8 botia di Prov.Jambi
pada 2009 mencapa$3.620,83 Amerika. Nilai
ekspor terus bertambah, namun jumlah produksi
ikan tersebut cendrung turun, dengan ratsata
produksi  2.462.200 ekor/tahun Produksi
tertinggi dicapai pada tahun 1988aitu 12 juta
ekor [13]. Oleh karena itu diperlukan sebuah
penelitian yang mendukung kelestarian komoditi
tersebut.

Analisa histopatologi dapat digunakan sebagai
biomarker untuk mengetahui kondisi kesehatan
ikan melalui perubahan struktur yang terjadi
pada orgarorgan yang ranjadi sasaran utama
dari penyakit infeksius dan pengobatan dengan
antibiotik seperti insang, hati, ginjal dan
sebagainya [14]. Selain itu, penggunaan
biomarker histopatologi dapat digunakan dalam
memonitoring perubahan pada jaringan organ
dengan mengamatbrganorgan tersebut yang
memiliki fungsi penting dalam metabolisme
tubuh sehingga dapat digunakan sebagai
diagnosis awal terjadinya gangguan kesehatan
pada suatu organismi@5,16].

METODE PENELITIAN
Pembuatan Preparat Histologi

Tahap pertama pembuatanrgparat histolog
adalah organ targetiengan ukuran & x 05 cnf.
Jaringan tersebut kemudian direndam dalam
larutan fiksasi yaitu larutan formalin 10% selama
24 jam Jaringan direndam dalam alkohol 70%

JEXxp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

selama 24 jam kemudian gringan direndam
dalam alkohol 80%, 95%, 100%,larutan

campuranalkohol Xyloldan alkohol(3:1),larutan

xyloldan alkohol(1:1),sertaxylol masingmasing
30 menit.

Selanjutnya @hap parafinasj pada tahap ini
jaringandirendam dengan parafin xylol, parafin I,
parafin 1l, paréin |l dalam oven bersuhu 560 °C
selama 30 menitSelanjutnya terhadagaringan
tersebut dilakukarembedding atau pengeblokan
dengan cara memasukan jlagan dalam cetakan
berisi pardin cair.Jaringan kemudian didinginkan
hingga mengeras dalam suhu kamar s&a
minimal 24 jam Tahap selanjutnya adalah
deparafinasi Padatahap ini Bok parafin berisi
jaringan dipotong dengan  menggunakan
mikrotom dengan ketebalan 5 mikrodaringan
yang terpotong diletakan di air hangat untuk
mencegah hasil pemotongan melengkung
selanjutnya diletakan didalam kaca bendadan
dikeringkan  sampai  jaringan  menempel
sempurna pada permukaadaca bendaPreparat
jaringan dicelupkan secara berturturut pada
larutan xylol, alkohol 100%, 95%, 80%, 70%
masingmasing selama -8 menit. Preparat
jaringan dicelupkan didalam akuades selama 5
menit.

Preparat potongan jaringan dicelupkan
kedalam pewarna ématoksilin selama 40
menit kemudian dibilas dengan air mengalir
Preparat potongan jaringan kemudian dicelupkan
kedalam eosin selama-B) merit lalu dibilas
dengan air mengalifPreparat potongan jaringan
dicelupkan kembali secara berturturut pada
larutan etanol 70%80%, 95%, 100% selam&b 3
menit dilanjutkan dengan akohol absolstlama
3 menit Preparat potongan jaringan selajutnya
dicelykan dalam xylol selama 5 menit

Preparat dilekatkan dengan menggunakan
DPX mounting mediumtau enelan, kemudian
ditutup dengankaca penutupdan dijaga jangan
sampai terjadi gelembungPreparat dibiarkan
dalam suhu ruang sampagierekat mengering
kemudan diamatidenganmikroskopcompound
dengan perbesaran 40000 kali. Indikator
pewarnaan hematoksilin dan eosin adalati sel
berwarna ungu tua sedangkan itoplasma
berwarna meral17].

HASIL DAN PEMBAHASAN
Histopatologi insang

Slain berfungsi sebagaialat pernapasan,
insang juga memiliki fungsi sebagai pengatur
pertukaran garam dan air antara tubuh dengan
lingkungan serta memiliki peran dalam
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pengeluaran limbafimbah yang mengandung
nitrogen. Kerusakan struktur pada insang ikan
sangat berpengaruh teddap pengaturan
osmoss sehingga proses pernafasan dan
osmoregulasi ikan terganggu.

Pada kelompok ikan yang seH&@ambar 13)
insang teramati normal. Bagiarbagian dari
struktur insang masih lengkap belum mengalami
kerusakan.Insangyang normal dari ikarbotia
yaitu satu lembar isang terdiri dari beberapa
lamelaprimer dan satuamelaprimer terdiri dari
beberapa lamela sekunder. Sedel pernapasan
(insang) ikan yang sehat hanya terdiri dari dua
atau tiga lapisepitel yang rata dan terletak di
membran baal (1e) Panjang lamela insang
bervariasj umumnyalamelainsang yang terletak
pada ujung filamerebih pendek dibandingkan
lamelayang terletak dtengah

Organinsang pada ikan botia yang terinfeksi
A.hydrophila mengalami atropi, kongesti, fusi
lamelg infiltrasi limfosit, dan nekrosis yang
menyebabkan vakuola padamelaprimer akibat
adanya infeksi bakteriA. hydrophila dalam
konsentrasi yang tinggi dan lanf@&ambar 14).
Atropi yang dimaksud yaitpenyusutanselsel
penyusun lamela primer pada insangakibat
adanya zat toksik yang masuk ke dalam insang.

Selain itu insang juga mengalami edema
disebabkaroleh infiltrasibakteri ke dalam insang
yang mengakibatkan sel bersifat iritat€hingga
sel membengkak. Akibatnya adalah perubahan
morfologis yang diebut dengan edema atau
pembengkakan sel. Edema yang berlanjut
mengakibatkan desel epitel mengalami nekrosis
atau kematian sel[3]. Edema mengakibatkan
eritrosit menjadi mudah pecah dan berubah
bentuk sehinggderjadi degenerasi hal ini dapat
menyebabkan asphyxia (kesulitan bernafas
karena kekurangan oksigen), sehingga dapat
menyebabkan kematian ikan.

Insang jug mengalami pembendungan darah
pada lamela insang. Pembendungan tersebut
ditandai dengan adanya penumpukan -sel
darah merah yang sangat pade&ada pembuluh
darah. Penumpukan sel darah itu dapat berlanjut
padakongestipembuluh darat17].

Insangjuga mengalami fusi lamela sekunder
(Gambar 1gpkibat adanya pembengkakan pada
selsel insang (edema). Terjadinya fusi lamela
sekunder mengakibatkan figsi lamela sekunder
terganggu dalam hal proses pengambilan
oksigen. Hal tersebut menyebabkan ikan sulit
bernafas dan kandungan oksigen dalam darah
berkurang. Akibatnya ikan mengalami hipoksia
merangsang organisme untuk mengikat sel darah

J.Exp. Life Sci. Vol2 No. 1, 2012

merah, dan meramgsang hematokrit dan
hemoglobin untuk meningkatkan mekanisme
transfer oksigen di dalam tubukleh karena itu
lamela sekunder menyatu sehingga struktur
lamela sekunder secara keseluruhan nampak
e % ES] N pv_X

Hyperplasia abnormal pada insang diduga
diakibatkan adanya bakteri.Infeksi tersebut
mengakibatkan organ insang mengalami iritasi
dan mengeluarkan mucus (lendir) sebagai
perlindungan terhadap serangan bakteri. Akan
tetapi muwcus yang dihasilkan justru menutup
permukaan lamela insang sehingga pertaa)
dengan C@ terhamba. Akibatnya tidak ada
pengikatan oksigen oleh hemoglobin darah. Hal
ini menyebabkan transportasi oksigen ke seluruh
tubuh tidaklancar

Infiltrasi limfosit (Gambar 1h)pada insang
terjadi karena adanya perlawanan ikan terhadap
infeksi bakteri A. Hydrophila Secaraotomatis
fungsi limfosit adalah bergas sebagaiistem
pertahanan didalam tubuh, yang cara kerjanya
adalah dengan memakan/memfagosit benda
asing yang masuk kialam tububh.

Vakuolaatau ruang yang kosong pada lamela
primer terjadi karena adanya nekrosis/kematian
suatu sel atau sekelompok s@Bambar 1j) Sel
yang mengalami nekrosis dapat dikenali dari
bentuk intinya yang mengecil (piknotik),
membesar, kabur atau hilang (karyolisis)
Nekrosis juga dikenaflari hilanghya sitoplasma
sehingga tidak mererap zat warna HE yang
diberikan dalam proses pembuatan preparat
histologi.

Jaringaninsang ikan botia dipapar dengan
bakteri A.hydrophilaselama 16 jam setelah
terlihat gejala  Klinis infeksi dilakukan
pengobatan dengan rdibiotik ciprofloxacin
selamatiga hari. Hasilpengamatan menunjukkan
bahwa lamela primer tersusun dengan baik, tidak
lagi menujukkan adanya poliferasi sel/fusi lamela
(Gambar 1k).Selsel tersebut terbungkus oleh
selaput epidermis yang tipis dan bersifat
semipermeabel. Ukuran panjang dan besarnya
lamela sekunder cenderung hampir sama.

Lamelasekunder juga tidak lagnengalami
edema (Gambar 1l) selain itu terlihat adanya
infeksi sekunder oleh parasiMonogenea sp
(Gambar 1n).Infeksi ini terjadi seiringdengan
menurunnya daya tahan tubuh ikan akibat infeksi
A. hydrophila. Adanyaparasit ini dilugaterbawa
dari pakan vyang Dberupa tubifek yang
terkontaminasi parasit

Ikan yang sudah diobati dengan antibiotik
juga menunjukan adanya perbaikan pada lamela
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primer. Selsel pada lamela primer tampak ikan dapat mengabsbsi dan mengikat molekul
terlihat kompak (Gambar 1q) inti sel terlihat oksigen dengan baik. Tidak terjadi lagi infiltrasi
central, sitoplasma jelasserta tidak ditemukan limfosit, karena diperkirakan infeksi yang terjadi
adanya piknotik karyolisis dan vakuola pada pada insang sudah sembuh setelah pengobata
lamela primer.Epitheliumrata dan rapi,terdiri Jumlah eritrosit terlihat normal, tidak terlihat
dari 1-2 lapis epithel Hal ini mengindikasikan pekat, sehingga dengan sendirinya sirkulasi darah

bahwainsang ikan dalam kondisi baik, sehingga  berjalan normalsertatidak ada kongesti.

. . 16 jam InfeksiA. hydrophila+
Normal InfeksiA. hydrophila 3 hari Ciprofloadn
a f k
b 9
c h
d i
e ] o]
Gambar 1Histopatologi Insang Ikan Botia
Keterangan

(a) Susunan struktulamelasangat teratur dengan panjang dan pendakielasekunder bervariagih) Jaringan padéamela
primer yang berisi pembuluh darah terlihat sglift) Lanela primer dan sekundeterlihat jelas (d) Tidak terjadi artropi
ataupun hyperplasia padamelaprimer; (e)Epitelium terdiri dari 12 lapis (f) Hiperplasia pada pembuluh darafg)Poliferasi
selatau fusi lamela(lamelatampak menyat) (h) Infiltrasi limfosit pada pembuluh darah ddamela (i) Kongesti dan edema
padalamelg (j) Nekrosis paddamela primer yang menyebabkamunculnyavakuolg (k) Lamelatampak normal dengan
ukuran yang hampir sama, dan tersusun dengan teratur (tidak ad&afusld); (I) Tidakadaedema (m) Infiltrasi limfosit pada
pembuluh darah berkuran@pitelliumterdiri dari 1-2 lapis (n) Ditemukan infeksi parasionogeneasp; (0) Tidak ada nekrosis
dan vakuola padé&amelaprimer, jaringan terlihat solid

Histopatologi hati
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Hasil pengamatan histopatologi hati ikan
botia yang sehat(Gambar 2al) menunjukkan
hepatosit (sel parenkim hati) terletak diantara
sinusoid yang berisi darah dan saluran empedu.
Sinusoid adalah pembuluh darah kapiler yang
merupakan percabangan dari vena rf@ dan
arteri hepatica, sinusoid terlihat jelas dengan
aliran sejumlah eritrosit(Gambar 2h) Sel hati
berbentuk polihedra(Gambar2a), dengan enam
permukaan atau lebih. Sel hati mempunyai
satu/dua buah inti bulat, banyak retikulum
endoplasma halus darakar.

Sel hati berkelompok saling berhubungan
sedemikian rupa sehingga membentuk bangunan
lobulus hati. Struktur jaringan hati yang normal
menunjukkan vena sentralis sebagai pusat
lobulus tampak berbentuk bulat dan kosong
(Gambar 2c)

Histopatologi hati ikan botia yang diinfeksi

dengan A. hydrophila selama 16 jam
menunjukkan hati mengalami degenerasi
parenkim yang ditandai dengan adanya

perubahan bentukhepatosit degenerasi lemak
berupa vakuola (ruang kosongfiltrasi limfosit,
nekrosis Selain itu ditemukan banyak koloni
bakteri serta infeksi bakteri sekunder lainnya
(Gambar 2e)Sinusoid tersusun tidak teratur dan
terdapat eritrosit akibat pecahnya dinding
sinusoid. Vena sentralis juga dipenuhi oleh
eritrosit akibat penyumbatan vena hepatika.
Apabia penyumbatan ini berlangsung cukup
lama, maka sedel hati tampak hilang karena
tekanan dan gangguagangguan pembawaan zat
gizi Halini disebabkan darah yang mengalir dari
perifer lobulus hati ke pusat (vena sentralis)
sudah kehilangan zatat gizi sewktu tiba di
pertengahan lobulus, sehingga di pertengahan
lobulus menjadi kekurangan zat gizi. Kondisi ini
menyebabkan sedel hati mengalami nekrosis
(Gambar 2g) yang kemudian menyebabkan
terjadinya degenerasi vakuola.

Degenerasi vakuola atau pembekakael s
merupakan salah satu indikasi terjadinya
perlemakan hati, pada keadaan ini sel hati
tampak membesar. Perlemakan hati merupakan
tahap awal terjadinya kerusakan dalam hati.
Perlemakan yang berlangsung lama dapat
menyebabkan terjadinya kerusakan hati yaitu
kongesti. Pada sel hati, kongesti didahului
dengan pembengkakan sel hati dimana sel hati
membesar mengakibatkan sinusoid menyempit
sehingga aliran darah terganggu

Selain itujuga ditemukan bagian hati yang
mengalami nekrosis akibat adanya infeksi
bakteria A. Hydrophila Daerahtersebut rusak
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merenggang dan sakehyamati. Semakin sering
suatu daerah jaringan mengalami nekrosis, maka
menimbulkan respon peradangan pada bagian
jaringan yang berdekatan.

Pembengkakan sel hati ditandai dengan
adanya vakuolaakibat hepatosit membengkak
yang menyebbkan sinusoid menyempit,
sehinggasitoplasma tampak kerukGambar 2f)
Pembengkakan sel terjadi karena muatan
elektrolit di luar dan di dalam sel berada dalam
keadaan tidak setimbang menyebabkan
peningkatan masukraycairan dari ektraseluler ke
dalam sel sehingga sel tidak mampu memompa
cukup ion natriumke luar Hal ini menyebabkan
sel kehilangan integritas membrannya. Sel akan
mengeluarkan materi sel kemudian akan terjadi
kematian sel (nekrosis). Pembengkakan galia
degenerasi vakuola bersifat reversibel sehingga
apabila infeksi bakteri tidak berlanjut maka sel
dapat kembali normal. Namun jika pengaruh
infeksi berlangsung lama maka sel tidak dapat
mentolerir kerusakan yang diakibatkan oleh
infeksi tersebut.

Adanya nekrosis menyebabkan respon
peradangan pada jaringan yang masih hidup di
sekitar nekrosis. Respon peradangan ditunjukkan
dengan adanya jaringan berwarna merah karena
banyak eritrosit. Respon peradangan ini
bertujuan untuk pemulihan jaringan serta
menekan agen penyebab nekrosiSetsel yang
mengalami nekrosis tidak mampu diabsorbsi oleh
sel fagosit sehingga dapat melarutkan unsur
unsur sel sehingga dapat mengeluarkan enzim
litik. Akan tetapi, apabila infeksi terus menerus
maka menyebabkan sel kehilanggamampuan
dalam regenerasi sehingga akan memicu
terjadinya fibrosis.

Hasil pengamatan histopatologetiga adlaah
hati ikan botia yang terinfeksiA. hydrophila
selama 16 jam dan kemudian diobati dengan
menggunakan antibiotik ciprofloxacin selatiga
hari. Hasil pengamatan menunjukkan perbaikan
pada sel hati, tidak ditemukan lagi adanya koloni
bakteri A.hydrophila ataupun bakteri lainnya
(Gambar 2i) Hal ini mengindikasgian bahwa
bakteri tersebut sudah mati akibat adanya
aktivitas dari ciprofloxacin.

Selan itu juga tidak ditemukan lagi adanya
infiltrasi limfosit pada sel hati sehingga hepatosit
terlihat dengan jelas berbentuk lempengan
lempengan yang pidledral (Gambar 2i)Ydengan
1-2 inti. Hal ini menunjulkan kerja fagositosis
limfosit padabenda asingudahtidak diperlukan
lagi Aliran eritrosit normal (Gambar 2j) tidak
pekat dan tidak berlebihan pada sinusoid, artinya
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bahwa peredaran darah pada sinusoid sudah
berajalan normal kembali.

Hatiikan botia yangliobati juga menunjukan
perbaikan dengan tidakdanya vakuolaakuola
pada sel hati, serta tidak diketemukan adanya
nekrosis. Hal tersebut menunjukan bahwa sel
hati bersifat reversibel, sehingga apabila infeksi
bakteri tidak berlanjut maka sehati dapat
kembali normal. Namun jika pengaruh infeksi
berlangsung lama maka sel tidak dapat
mentolerir infeksi tersebut.

Histopatologi hati ikan botia yang diobati,
menunjukkan masihadanya sejumlah eritrosit
yang memenuhi vena sentral{&ambar 2k)Hal
ini menunjukan bahwa masih ada penyumbatan
pada pembuluh drah akibat adanya infeksi.
Banyaknya eritrosittersebut disebabkan oleh
penyumbatan pada vena hepatika. Hal ini terjadi
dikarenakan pengobatahanya dilakukan selama
tiga hari. Apabila pengobatan dilakukan lebih
lama makadiduga penyembuhan jaringan ini
akan lebih baik.

. . 16 jam InfeksiA. hydrophila+
Normal InfeksiA. hydrophila 3 hari Ciprofloxacin
a i
b f j
c k
d h |
Gambar 2Histopatologi Hati Ikan Botia
Keterangan

(a)Hepatosit terlihat jelas dengan bentuk polyhedral dendainti; (b)Sinusoid terlihat jelas dengan aliran eritrogit) Vena
centralis kosong(d) Tidak terdapat vakuolataupun nekrosis(e)Sel hati tertutup oleh bakted. hydrophilasehingga terlihat
samar (f) Infeksi bakteri sekunder dacloudy swelling (g) Vakuola dan nekrosigh) Infiltrasi limfosit (i) Tidak ditemukan
koloni bakteriA. hydrophilgpada sel hati, sel hati terlihat dengan jelas dengan bentuk polyhe@tak ditemukan lagi infeksi
sekunder bakteri lain(j) Eritrosityang mengalir dam sinusoid normal(k) Tidak ditemukan infiltrasi dalam ha(l) Masih ada
penyumbatan pada pembuluh darah, vena centralis berisi banyak eritrosit
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KESIMPULARAN SARAN

Ciprofloxacinefektif dalam mengendalikarA.
hydrophilayang menginfeksi ikan betidengan
waktu yang relafi singkat Hal ini ditunjukkan
dengan adanya perbaikan organ yang terinfeksi
kembali kekondisi normal.

Penelitian lebih lanjut disarankanmengenai
gambaran histologpada organ lainnya seperti
usus, limpa, jantung sebagai pemioiamg. Perlu
pula dilakukan pengujian terhadap antibiotiik
lainnya sehingga diperoleh antibiktyang benar
benar efektif untuk mengendalikaf. hydrophila
yang menyerang ikan botia.
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Abstrak

Antigenadalahprotein yang dapat menginduksi terbentuknya antibodi. Berat molekul protein sebesar
100 kDa dapat bertindak sebagai imunogen yang Kuiajuan dari penelitian ini @dah untukmencari
kandidat vaksin imunokontrasepdan melakukarisolasiserta karakterisasi proteirl00 kDa yang diduga
mempunyai peranan penting di dalam interaksi spermateaeam. Penelitian ini merupakan penelitian
eksploratif. Materi Protein 100xa diisolasi dari membran spermatozoa kambing menggunakan detergen
N-Octytglycopiranosidekemudian diunning menggunakan metode SHPAGE dan dikoleksi dengan
elektroelusi. Karakterisasi Protein 100 kDa meliputi penentuan berat molekul melaki/SBES, peentuan
titik isoelektrik (pl) dengan IEkdelectric focusingdan kandungan protein dengan metode Biurdasil
running isolat protein membran spermatozokambing menggunakan metode SPBAGE diperoleh pita
protein yang terdiri atas 7 pita dengan berablakul 166,7; 122; 100; 82,8; 60,4; 29,9 dan 14,8 kDa. Isolat

Protein 100 kDa diperoleh dengan purifikasi menggunakan metode elektroelusi. Hasil IEF gel elektroforesis

Protein 100 kDa dari membran spermatozoa kambing yang diejakulasikan ini mempurayditikig

isoelektrik yaitu 6,376,05 dan 5,64. Kandungan protein dalam isolat Protein 100 kDa sebesar 2375 + 5,65

pg/mL. Hasil ini menunjukkan bahwa isgtedtein 100 kDa dapat digunakan sebagai imunogen.

Kata Kunci isolasj karakterisasimembranespermatozoa, protein 100kDa

PENDAHULUAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh
Mitra et al. [1] diketahui bahwa membran plasma
spermatozoa kambing memiliki aktivitas enzim
ecto-cAMP independent protein kinagecto-CIK)
yang menyebabkan fosforilasdari protein
endogenous (fosfoprotein)Substrat dari enzim
ecto-CIK (MPS ectGIK),berhasil diisolasi oleh
Maiti et al [2] dengan menggunakan enzim
kinase endogen \t?P}ATP dari membran
plasma spermatozoa kambing dicauda
epididimis. Untuk melarutkan *P-labeled
substrat diperlakukan dengan Triton-200 1%
kemudian dimasukka®epacryl 800 molecular
sieve chromatographyDari perlakuan tersebut
berhasil ditemukan tiga titik isoelektrik MPS ecto
CIK yaitu 6,376,05 dan 5,14.

Dengan meggunakan Sepacryl €00
diketahui bahwa MPS ecBIK merupakan
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Bayyinatul Muchtaromah

Email: Bayyinatul_m@yahoo.com

Alamat : FakultasSains dan Teknologi UIN Malang
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fosfoprotein monomer dengan berat molekul 100
kDa, hasil yang sama juga didapatkan dengan
menggunakan  elektroforesis SDS  PAGE.
Fosfoprotein hasil isolasi membran plasma
spermatozoacauda epidimis ini menunjukkan
tingkat kemurnian yang tinggi seperti yang
ditunjukkan pada band protein tunggal
(monomer) di bawah kondisinative dan
denaturing gel[2].

Analisis Western Blot terhadap tiga isoform
protein MPS ecteCIK yang mempwyai harga pl
(point isoelectrif berbeda memperlihatkan
bahwa ketiga isoform tersebut berikatan dengan
anti MPS ecteCIK[2].

Pada penelitian pendahuluan telah diisolasi
protein denganberat molekul (BM100 kDa dari
membran kepala sperntezoa kambing yang
sudah diejakulasikanAntigen adalah protein
yang dapat menginduksi terbentuknya antibodi.
Timbulnya antibodi dapat digunakan sebagai
petunjuk bahwa protein yang dimaksud
mempunyai sifat imunogenik.Berat molekul
protein sebesar 100 kibdapat bertindak sebagai
imunogen yang kuatSubowo [3] mengatakan
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protein dengan berat molekul lebih dari 10 kilo
dalton merupakan imunogen kuat. Oleh karena
itu, penelitian ini ini dilakkan untuk nencari
bahan kandidat vaksin imunokontrasepsi
sehhggaperlu dilakukan isolasi dan karakterisasi
protein 100 kDa tersebut.

METODE PENELITIAN
Variabel Penelitian

Parameter yang diamati untuk karakterisasi
Protein 100 kDa dari membran spermatozoa
kambing yang sudah diejakulasikan meliputi
berat molekul, penentuan titik isoelektrik dan
kandungan protein.

Spermatozoa yang dipakai dalam penelitian
ini berasal dari semen yang ditampung dari
kambing yang berumur 1;3 tahun, berat badan
+ 50 kg dengan kondisi sehat.

Untuk mengetahui kakter biokimiawi
protein 100 kDa dari membran kepala
spermatozoa kambing yang sudah diejakulasikan
dilakukan elektroforesis SDS PAGE untuk
menentukan berat molekulnya Isoelectric
Focusing (IEF) untuk menentukam titik
isoelektriknya dan metode Biuret untuk
mengukur kandungan proteinnya.

Bahanbahan yang digunakan pada penelitian
tahap | ini adalahsemen kambing peranakan
etawah (PEumur 1,52 tahunyang dipelihara
oleh peternak desa Sumber Sekamselin, air
hangat, NaCl fisiolag 0,9%, eosin negrosin

E |1 8§85 v Ko]%Z VE&€]RCl,Gag!
NaHPQ, MgC}, NaHCg Glukosa, Sodium
piruvat, Penisilin (Meijj) Streptomisin (Meiji),
Phenol red PBS DulbecogfNaCl 3%aprotinin,
leupeptin pepstatin phenyl methyl sulfohi
fluoride (PMSF)N-OctytGlycopiranosidgNOG),
akuades sterilsodium azidgsigma), buffer tris
glisin, buffer fosfat, bis akrilamid, poliakrilamid,
sodium dedosil sulfgfiSDS), methanol 15%, asam
asetat glacial 3% (Merck)t-mercaptoetano|
Phosfet Buffer Salin NaHCg alkohol 70%,
Teepol %, Tris base Tween 20glycine etanol
(Merck), bromophenol bluge Reducing Sample
Buffer (RSB), membran nitroselulose, urea,
akrilamid 30%, bisakrilamid 0,2%mpholinepH
3,5 t10,ampholinepH 4t6, APS 10%monium
persulfat (APS), EUEUE[U E]
diamina(TEMED), TCA 10%, TCA 1%, KCI 10 mM,
CuS@5H0, NaKg:4H,0, Bovine Serum
Albumin(BSA).

Alat yang digunakan adaladatu unit vagina
buatan, mikroskop cahaya, gelas obyealgver
glass o, haemositometer thoma handly
counter, kertas lakmus, kertas tissue,

J.Exp. Life Sci. Vol2 No. 1, 2012

seperangkat alat gelastimer, eppendorf tip,
sonication bath homogenizer magnetic stirrer
tabung sentrifuse, sentrifuse tipe-@ kecepatan
maks 5000 rpmsentrifuse dingin merk Jan MR
1822 (maks 18000 rpm), neraca analitik merk
Mettler AE50, mini 2D elektroforesis proteon Il
(Biorad), spektrofotometer UWIS Thermo
Spectronic GenesyH) UV,waterbath, vorteks,
pipet mikro 10iiii ...oU %o ]% S u]lE} i
u]lE} T1)pH.meta, shaker water bath dan
inkubator CQ.

..oU

Penampungan Semen Kambing

Penampungan semen pada kambing jantan
dilakukan dengan menggunakan vagina buatan.
Pejantan yang akan ditampung dipersiapkan
dengan membersihkan preputium dengan air
kemudian dikeringkan. Vagina buatan yang telah
dilengkapi dengan tabung penampung semen
diisi dengan air hangat sampai mendapatkan
suhu kirakira 40C dan sepertiga bagian depan
selubung diberi vaselinPenampungan semen
dilakukan setelah -5 kali false manting dan
semen ejakulat pertama ditampung untuk
diperiksa[4].

Uji Kualitas Semen Segar

Pemeriksaan kualitas meliputi pemeriksaan
secara makroskopis dan mikroskopis merujuk
pada Partodihardjo [4]. Pemeriksaan secara
makroskopismeliputi: volume, warna, pH serta
uji kekentalan ataukonsistensi. Volume diukur
dengan melihat langsung pada tabung berskala,
warna dilihat langsung pada tabung penampung,
pH diukur dengan menggunakan kertas lakmus
yang kemudian dicocokkan dengan warna
standar pada pH pen. Konsistensi diperiksa
dengan menggoyangkan tabung berisi semen
secara perlahan.

Pemeriksaan mikroskopis yang meliputi
persentase motilitas, dengan melihat persentase
motilitas individu, motilitas massa, uji viabilitas
dan konsentrasi spermatozoa. Penentuan
persentase motilitas spermatozoa dilakukan
dengan melihat gerakan individu spermatozoa,
yang diperiksa menggunakan mikroskop dengan
pembesaran 400 xPenilaian dilakukan dengan

§ SE u $jenghitony 100 spermatozoa yang bergerak

aktif maju kedepan (gerakan maju progressif)
dan dipersentasekan.

Motilitas massa dengan melihat gerakan
spermatozoa yang berupa gelombang, dengan
pembesaran 100 xPenilaian sangat baik (+++)
bila terlihat gelombang besar, banyak, gelap,
jelas dan bergerak cepatalk (++) bila terlihat
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gelombang kecil, tipis, jarang, kurang jelas dan
bergerak lamban; sedang (+) bila terlihat gerak
individu aktif progresif dan buruk; (0) tidak ada
gerakan sama sekali.

Uji viabilitas spermatozoa dilakukan dengan
pewarnaan eosin negsin. Spermatozoa yang
hidup tidak menyerap warna, sedangkan yang

mati menyerap warna. Pengamatan
menggunakan mikroskop cahaya dengan
pembesaran 100x, dihitung sebanyak 100

spermatozoa, sehingga dapat diketahui proporsi
spermatozoa yang hidup dan yang mati
Pemeriksaan konsentrasi spermatozoa
dilakukan ~ menggunakan haemocytometer
Dengan cara pipet eritrosit yang berskala -0,5
101 dihubungkan dengan selang penghisap.
Semen dihisap hingga skala 0,5 lalu diteruskan
dengan NaCl fisiologis sampai pada skald. 1
Setelah itu digoyang dengan gerakan menyerupai
angka 8 selama -2 menit. Pada saat akan
dilakukan perhitungan, beberapa tetes dibuang
dan dikocok lagi.* o vip$w@mar” hitung

Neubauer. C vP ep Z ]toever \gRaps
ditetesi isi pipet eritrogi Kemudian gelas
penutup  ditekan  perlahan.  Perhitungan

konsentrasi dengan menghitung lima kotak besar
secara diagonal di bawalmikroskop dengan
pembesaran 400,

Isolasi membran kepala spermatozoa kambing

Metode Isolasi ini merupakan metode
modifikasi dai Jayendraret al. [5], Hinschet al.

[6] dan Gattiet al [7]. Mulamula spermatozoa
diperkaya dan dimurnikan dari sel yang lain
dengan metode Swim Up Satu ml semen
diencerkan denganPBS dulbecoed:5 diikuti
dengan sentrifugasi pada 200@m selama 10
menit sebanyak 2 kali pada suhu kamar untuk
pencucian terhadap seminal plasma.

Medium Brackett Olliphani{2ml) secara hati
hati diletakkan pada pelet, dengan memiringkan
dinding tabung sudut 4& dan diinkubasi selama
20 menit pada 37C. Sipernatan mengandung
fraksi spermatozoa motil yang diperkaya
diaspirasi dan disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 3500 rpm pada sukamar.
Ditambahkan PMSF 0,5 mNeéupeptin4 .g/ml,
aprotinin 4 .g/ml, pepstatin 1 .g/ml divorteks
selama 5 menit tiap 1 menit dimasukkan
refrigerator. Kemudian ditambahkan detergéh
OctytGlycopiranosidel%, divorteks, kemudian
dihomogenizer selama 3 menit pada suhtC4
setelah itu disonikasi dalansonication bath
selama 3 menit.

JEXxp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

Suspensi didiamkan dalam refrigevat
selama 30 menit dan disentrifuse 12.000 rpm
selama 10 menit pada suhu’@ sebanyak 2x.
Supernatan diambil kemudian dilakukan dialisis
semalam dalam PBSHasilnyadapat langsung

digunakan untuk elektroforesis atau
ditambahkan etanol (1:1) dan didiamkan
semdam  dalam  refrigeratar Kemudian

disentrifuse 6000 rpm selama 10 menit kemudian
taruh di freezerselama 5 menit, supernatan
dibuang dan pelet diangianginkan Jikasudah
tidak berbau ditambahkan tris CI 20 mM dan
disimpan pada suh0°C.

Penentuan Berat Madkul
Persiapan gel

Plat gel dibuat dengan merangkai dua plat
kaca dengan jarak antar plat £+ 1 mm. Gel dibuat
dua lapis yaitu gel sebagai tempat sampel
(stacking gél dan gel sebagai media untuk
pemisahan proteingeparating gel

Separating getlibuat dengan mencampurkan
semua bahan kecuaimmonium persulfa{APS)
danEUEUE[U E[ § SCE u 3(kEMBD),v
kemudian didegas selama 10 menit. APS dan
TEMED  ditambahkan, dikocok  sebentar
kemudian dimasukkan dalam plate dan dibiarkan
10-30 menit sampiagel mengeras. t&king gel
dibuat dengan cara yang sama tanpa didegas dan
setelah gparating gel mengeras larutan
stacking geldituangkan di atasnya dan dipasang
sisiran sampai gel mengeras dan terbentuk
sumuran. Plate dipasang pada alat elektrofasesi
set mini protein gel, danrunning buffer
dituangkan pada alat tersebut.

Injeksi Sampel

Sampel yang berisi 12,5l. isolat protein
membran spermatozoa dan 12,5l.reducing
sample buffe(RSB) dipanaskan dalam penangas
air bersuhu 108C selama 2 menit, eselah
didinginkan sampel siap dimasukkan dalam
sumursumur gel dengan volume 1@ untuk tiap
sumur. Untuk protein standar diperlakukan
sama. Setelah itu anoda dihubungkan dengan
reservoir bagian bawah dan katoda dihubungkan
dengan reservoir bagian atasPower supply
dihubungkan dengan listrik menggunakan arus
sebesar 30 mA 600 volt selama&3gam. Proses
pemisahan dihentikan setelah warna biru
penanda £ 0,5 cm dari batas bawah plate gel.

Perlakuan setelaltunning

Gel hasil running direndam dalam léan
staining sambil digoyang selama 30 menit.
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Kemudian dicuci dengan 150 mL asam asetat
yang direndam dalam larutan destaining selama
30 menit sambil digoyang. Selanjutnya dicuci
dengan asam asetat sampai bening.

Penentuan massa molekul relati¥r) protein
dilakukan dengan bantuan protein standar.
Untuk menentukan berat molekul protein,
dilakukan dengan menghitung RRdtardation
factor) dari masingmasing pita menggunakan
rumus:

Rf = Jarak pergerakan pita dari tempat awal

Jarak pergeakan warna dari tempat awal

Selanjutnya dibuat kurva standar dari protein
standar sehingga dari kurva ini didapatkan
persamaan reaksi dan ditentukan massa molekul
relatif sampel

Tabel 1 Nilai Protein Standar Produksi Biorad

Rf (Sb X) BM (kDa)
0,064 200
0,177 116,25
0,223 97,4
0,371 66,2
0,564 45
0,887 31

Isolasi dan Purifikasi Protein 100 kDa dengan
Metode Elektroelusi

Gel hasil SDBAGE (gel akaimid) yang tidak
diwarnai dipotong sepanjang pita yang sudah
ditentukan berada pada BM 100 kDglasing
masing potongan gel dimasukkan ke dalam
kantong selofan dan direndam dengan 0,2 mM
phosphat buffel(PB) sebanyak-2 ml. Kemudian
dimasukkan dalam chamber elektroelusi yang
mengandung phosphat buffel0,1 mM Langkah
berikutnya dilakukan elektroesi di dalamcool
chamber40°C (dalanrefrigerator), power supply
dinyalakan dengan kekuatan 220 V, 20 mA
selamaovernight

Protein yang sudah terelusi dapat ditentukan
dengan cara mewarnai potongan gmtrilamide
denganstaining commasie blugelama 20menit.
Kemudian ditambahkandestaining bila tidak
terdapat pita berarti protein sudah terelusi.
Selanjutnya cairan yang mengandung protein
yang terdapat dalam kantong selofan dikeluarkan
kemudian dipresipitasi dan dipurifikasi dengan
ethanol absolut 1:luntuk mendapatkan protein
yang dimaksud.
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Penentuan Titik Isoelektrik
Membuat Akrilamid 31%

Akrilamid sebanyak 3 gr dan bis akrilamid 0,1
gr dilarutkan dalam 5 ml 4@ setelah larut
ditambahkan dbO sampai 10 mL.

Membuat Gel

Urea sebanyak 5 gr da&©5 dHO dilarutkan
terlebih dahulu sambil dipanaskan. Setelah larut
dipindah ke tabung polipropilen 45 mL. Masing
masing bahan yaitu Akrilamid 31%, Ampholite pH
3-10 sebanyak 40.L, 200 .L. ampholite pH &,
20,7 .L APS 10%,16,4. TEMED ditambahkan
satu per satu dan divorteks. Setelah semua
bahan larut dan tercampur rata kemudian
dimasukkan ke plate sampai penuh dan dipasang
sisir, ditunggu sampai ngejel lebih kurang 1,5
jam.

Running

Memasang plate yang berisi gelChatolyte
dituang padaupper buffer platgkutub -), sedang
anolyte dituang padalower buffer plate(kutub
+). Sisiran dilepas dan sumuran dibersihkan
dengan syringe. Sampel Protein 100 kDa
ditambah loading buffe 1:1 diinjeksikan ke
dalam sumuran. Running dilakukan pada 2 tahap
constan voltageyaitu pertamaconstan voltage
150 V selama 30 menit dan keduzonstan
voltage200 V selama 1,5 jam.

Fixing

Menuangkan masingiasing running buffer
(Chatolyte dan anolyt) pada tempat yang
berbeda. Gel diambil dan diletakkan pada wadah
yang berisi TCA 10%, rendam selama 10 menit.
Setelah 10 menit larutan dibuang dan rendam gel
dalam TCA 1% selama 2 jam sampai semalam.

Staining dan Destaining

Gel hasil fixing direndam atam larutan
staining sambil digoyang selama 30 menit.
Kemudian dicuci dengan 150 mL asam asetat
yang direndam dalam larutan destaining selama
30 menit sambil digoyang. Selanjutnya dicuci
dengan asam asetat sampai bening. Perlakuan di
atas menggunakan emggoyang otomatis
(shakeiy.

Mengukur Kadar Protein dengan Metode Biuret
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
BSA 5000 ppnSebanyak 200L larutan standar
Bovine Serum AlbumifBSA) konsentrasi 5000
ppm dimasukkan ke dalam eppendorf, ditambah
dengan 800.L reagen Biuret, kemudian dikocok
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dan didiamkan selama 30 meniBelanjutnya
diukur serapannya menggunakan
spektrofotometer UWIS pada kisaran panjang
gelombang 506600 nm. Sebagai blanko dipipet
200 .L akuades dan 800 reagen Biuret.

Pembuatan Kurvéstandar BSA

Disiapkan 10 eppendorf, maskngasing
ditambah dengan 200.L larutan standar BSA
(Bovine Serum Albumin) dengan variasi
konsentrasi 10€.0.000 ppm. Masingmasing
ditambah dengan 800 .L reagen Biuret.
Kemudian dikocok dan didiamkan selama 30
menit pada suhu kamar. Selanjutnya diukur
serapannya dengan spektrofotometer WNS
pada , maksimum vyang diperoleh dari
pengukuran larutan standar BSA 5000 ppm.
Kemudian dibuat persamaan regresi linier
hubungan antara konsentrasi dan absorbansi
sehinggaliperoleh kurva standar BSA.

Pengukuran Kandungan Protein 100 kDa

] ulo Tii ..> ¢ u% o WE}S
1Su z di1 ..> E& P v 1pE
dikocok dan didiamkan selama 30 menit pada
suhu kamar. Selanjutnya diukur serapannya
dengan spektrofotometer Ws/” %o "
maksimum yang diperoleh dari pengukuran
larutan standar BSA 5000 ppm. Sebagai blanko
1%]% § Tii ...> J& v ]S u
reagen Biuret dikocok dan didiamkan selama 30
menit pada suhu kamar selanjutnya diukur
serapannya dan diulangikzli.

Kandungan protein diperoleh dengan cara
mengkonversi  data dan absorbansi ke
konsentrasi melalui persamaan regresi linier
kurva standar BSA , menurut HamiltdB]
menggunakan rumus:

]v
$

Y =a.X
X=Y
A

Dimana X = konsentrasi &dtprotein

Analisis Data
Data yang telah diperoleh dari
perlakukandianalisissecaradeskriptif.

hasil

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kualitas Semen Segar Kambing

Pemeriksaan semen segar dilakukan secara
secara makroskopis dan mikroskopis ge&
setelah proses penampungan semen dilakukan.
Pemeriksaan makroskopis meliputi pemeriksaan
warna, volume, konsistensi dan pH, sedangkan
pemeriksaan secara mikroskopis meliputi
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konsentrasi, persentase hidup, motilitas massa
dan motilitas individu. Haspemeriksaan semen
segar yang digunakan dalam penelitian ini
menunjukkan kualitas semen yang normal seperti
yang ditunjukkan dalam Tabel 2.

Tabel 2Hasil Pemeriksaan Semen SeiganbingPercobaan

Parameter StandarSemen Normal Ratarata + SD
Volume (ml/ejakulat) 0,5 t2 0,90+0,25
Warna Kremputih kekuningan Krem
pH 6,91t7,5 7
Konsistens Kental Kental
Motilitas Massa 2+ t3+ 2+
Motilitas individu (%) 60 t90 70+0,25
Persentase hiduf®e) H/O 80,44+ 0,35

Konsentrasi (juta/ml) 1500 t 5000 2560+ 257,10

Z v

Berdasarkan hasil pemeriksaan terhadap
beberapa parameter di atas dapat diketahui
bahwa kualitas dan kuantitas semen kambing
yang digunakan dalam penelitian ini baik

Berat Molekul Protein 100 kDa

Berat molekul isolat protein membran
sperm to%ga kambing ditentukan dengan
rn%rﬁ:gce/t an ha.rg.a_ﬂ?yang diperoleh pada
per an regresi liniey¥ =-2,1378X + 5,5952
kurva hubungan antara Rf (sumbu X) dengan log
BM protein standar (sumbu Y) sehingga diperoleh
pita protein yang terdiri atas 7 pita dengan berat
molekul 166,7; 122; 100; 82,8; ,80 29,9 dan
E,4,\§ kODzIa(IGaml:;ar 1

Gambar 1Elektroforegram Protein 100 kDa
KeteranganM = Marker; 1, 2 = SampéE= BM Protein 100 kDa

Untuk memperoleh isolat Protein 100 kDa
maka dilakukan purifikasi menggakan metode
elektroelusi dengan cara memotong pita dengan
BM 100 kDalandilakukan elusi selama semalam.
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Hasil elusi Protein 100 kDa terlihat pa@ambar
2.

Gambar 2Hasil elusi Protein 100 kDa
KeteranganM = Marker; 1, 2 = SampéE= BM Protein 100 kDa

Titik Isoelektrik Protein 100 kDa

Isoelectric FocusindglEF) gel elektroforesis
adalah teknik untuk memisahkan protein pada
muatan bersihnya (tanpgttik isoelektrik).
Pemisahan protein berdasak gradien pH pada
muatan listriknyaélectric field. Pada kondisi ini,
protein bermigrasi sampai posisi gradien pHnya
tidak bermuatan atau titik isoelektriknya nol
(zerog [9].

Hasil IEF gel elektroforesis Protein 100 kDa
dari membran spermatmoa kambing yang
diejakulasikan ini mempunyai tiga titik isoelektrik
yaitu 6,37 6,05 dan 5,64Hasil tersebut hampir
sama dengan hasilsoelectric Focusingdari
protein MPS ecto CIK yang berasal dari membran
spermatozoa dicauda epididimis kambing yang
ditemukan Maitiet al [2] yaitu 6,37; 6,05 dan
5,14. Hasil IEF Protein 100 kDa pada penelitian ini
tampak pada Gambar 3.

Gambar 3Hasil IEF gel elektroforesis Protein 100 kDa
Ketrangan M =Marker Protein; 1, 2, 3 = Sampel&= tiga titik
isoelektrik pl) protein 100 kDa yaitu: 6,37 ; 6,05 dan 5,64
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Kandungan Protein 100 kDa

Pada penelitian ini dilakukan analisis terhadap
kandungan protein isolat Protein 100 kDandan
metode Biuret. Hasil analisis data dapat dilihat
pada Tabel 3.

Tabel 3 KarakterBiokimia Proteirl00 kDadari membran
Spermatozoa Kambing

Rataan Kandungan dalam Isolat

Protein 100 kDa Isolat Protein 100 kDa

Protein (ug/mL) 2375 + 5,65

Kandungan protein dalam isolat Protein 100
kDa ditentukan dengan mengkonversikan
serapan pada kurvBovine Serum AlbumifBSA)
yang sudah diketahui konsentrasiny@ari hasil
penelitian dan analisis pada persamaan Y= 5.10
X, diperoleh kandungan ratata pmotein total
isolat Protein 100 kDa sebesar 2375 + 5,65
pg/mL.

Berdasarkan hasil yang telah diperoleh
menunjukkan bahwa isolat Protein 100 kDa
dapat digunakan sebagai imunogerSyarat
minimal penggunaan protein sebagai antigen
adalah sebesar 300 pg/200 pelarut[10].

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan
yang diuraikan di atas maka dapat diambil
kesimpulan bahwa karakter biokimia Protein 100
kDa dari membran spermatozoa kambing yang
sudah diejakulasikan yaitu mempyai berat
molekul 100 kDa dengan tiga titik isoelektrik
yaitu 6,37 6,05 dan 5,64 dan ratarata
kandungan protein total dari isolat sebesar 2375
+ 5,65 pg/ mL.

Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui kemampuan Protein 100 kDa

membran spermatozoa kambing yang sudah
diejakulasikan dalammenginduksi rggon imun
humoral
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DiatomaeChaetoceros ceratosporumialam Formula Pakan
Meningkatkan Respon Imun Seluler Udang Windu
(Penaeus monodoirab.)
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1Program Doktor llmu Perikanan dan Kelautan, Fakultas Parikdan Kelautan, Universitas Brawijaya
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%Fakultakedokteran Universitas Brawijaya

Abstrak
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh dan dosis yang tenmaila pemanfaatan
diatomae Chaetoeros ceratosporunmdalam formula pakan terhadap peningkatan respon imun
seluler udang winduRenaeus monodoRab.) Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Sebagai perlakuan adalah pemar@hattnceros
ceratosporumdalam formula pakan iso protein 39,02% dan iso energy 3,58 kkal g pakan dengan dosis
yang berbeda yaitu: A (0%), B (3,04%), C (6,08%) dan D (9,12%). Parameter yang diamati adalah total
hemosit, total diferensial hemosit (hyaline, semi granul@n granula), dan aktivitasvibriocidal.
Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa pemanfaatan diat@haetoceros ceratosporum
dalam formula pakan dapat meningkatkan respon imun seluler, dan dosis terbaik berkisar-5,15%
6,51%.

Kata kunci: Chaebceros ceratosporupmesponimun seluler, udang wind{Penaeus monodoRab.)

Abstract
The aims ofthe experiment is to assesghe effect and the best dose @haetoceros ceratosporum
diatomae utilizationin feed formula on cellular immune responsetigler shrimp Penaeus monodon
Fab.). This research applie@ompletely Randomized Design (CR@th 4 treatments and 3
replicatiors. Thetreatment was the use ofhaetoceros ceratosporudiatomae in feed formula (iso
protein, 39.02% and iso energy 3.58 lkgadiet) with different numbers,.e. treatment A=0%;
B=3.04% C=6.08%; 29.12%. Theobservedparameters werelotal Haemocyte Count (THC), Total
Hyaline Cells (H), Total Semi Granular cells (SG), Total Granular Cells (G), Total Plasma Protein (TPP),
protease enzymes activity, superoxide anions and vibriocidal activity. The result showed that
Chaetoceros ceratosporurdiatomae utilizationin feed formula affect the increase of cellular
immune response of tiger shrim@énaeus monodofab.). The best doseamged from 5.15 %t
6.51% in feed formula.

Key words: Chaetoceros ceratosporymellular immune respons@enaeus monodoRab.

PENDAHULUAN serangan patogen. Komponen sistem imun
Udang windu Penaeus monodoriab.) non spesifik pada udang windu meliputi fisik,
adalah termasuk krustase yang hanya seluler dan humoral [1]. Selanjutnya
memiliki sistem imun nonspesifik dalam dijelaskan bahwa pertahanan fisik yang
mempertahankan tubuhnya terhadap berperan sebagai pertahanan terluar pada
udang adalah kulit, eslangkan sistem imum

Alamat korespondensi: seluler terdiri dari Hemosit danfixed
Arning Wilujeng Ekawati phagocytes (sel yang tidak bergerak yang
Email: ar_ning2000@yahoo.com tersebar pada insang, jantung, dan jaringan

Alamat : Fakultas Perikanan dan Kelautan, Universitas

Brawijaya, Malang pengikat). Faktor pertahanan humoradperti

protein penggumpalan, dgtinin (seperti
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lektin), enzim hidrolik dan peptide
antimikroba yang dihasilkan oleh dan akibat
aksi sel imun [2].

Hemosit memegang peranan penting
dalam respon seluler pertahanan tubuh udang
yang meliputi fagositosis, enkapsulasi,
melanisasi, cytotoksisitas dan komunikasi
antar sel. Berdasadn ada tidaknya granula
sitoplasma, hemosit dibagi menjadi 3 jenis
yaitu sel hyalin, sel semi granular dan sel
granular [2,3,4].

Peningkatan pertahanan tubuh terhadap
serangan penyakit tidak hanya dapat
dilakukan dengan pemberian pakan dengan
komposisi ntrien yang seimbang, melainkan
dapat juga disertai pemberian imunostimulan
dalam pakan. Imunostimulan berhubungan
langsung dengan sel sistem imun yang
membuat sel tersebut lebih aktif. Pada udang
windu (Penaeus monodonFab.) dengan
pemberian imunostimula bacterin vibriodan
glucan dari yeast dapat meningkatkan
aktifitas sistem prephenoloxidase (préO)
pada udang [5]. Pemberian pakan alami
diatomae Chaetoceros ceratosporunjuga
dapat meningkatkan daya tahan larva udang
windu terhadap paparan bakteriVibrio
harveyi [6,7], namun perardiatomae ini
sebagai imunostimulan masih perlu diteliti
lebih lanjut. Diduga C. ceratosporum
u vP v pvPt(1-3)glucan yang dapat
berperan sebagai imunostimularStorshetet
al. [8,9] telah membuktikan adanya struktur
t-D-(1-3)-glucan padaChaetoceros mulleri
Selanjutnya Storshet et al. [10] juga
uu pls]l v <3 E pbDE1+IA-6)glucan
pada Chaetoceros debilis. Penelitian
penelitian tersebut membuktikan bahwa
berbagai jenis diatomae mengandung glucan
dengan struktur yan@perbeda, dimana glukan
ini dapat berperan sebagai imunostimulan
Oleh karena pengukuran respon imun dapat
dilakukan dengan mengambil hemolim udang,
dimana padapenelitian ini dilakukan pada
tingkat pasca larva.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh dan dosis yang terbaik pemanfaatan
diatomae Chaetoceros ceratosporurdalam
formula pakan terhadap peningkatan respon
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imun seluler pada udang winduPé€naeus
monodonFab.).

METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain:udang windu Penaeus monodon
Fabricuy, bahan untuk formula pakan,
Chaetoceros ceratosporunkering bakteri
Vibrio harveyidanair laut bersalinitas 30 ppt
untuk media pembudidayaanBahanbahan
kimia untuk kuiur pakan alami, kultur bakteri
analisis prokisnat bahan pakan dan bahan
kimia untuk analisis respon imun.

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini adalahbak kultur makanan
alami, bak pemeliharaan udang beserta
perlengkapan pemeliharaan (aerasi),
peralatan kultur bakteri, peralatan analisis
proksimat bahan pakan, pembuatan pakan, uji
kualitas air.

Sesuai dengan tujuan penelitian yang ingin
dicapai maka penelitian ini dilaksanakan
dalam 2 tahap, yaituTahap |: Evaluasi
komposisi kimia bahan pakan standar (tepung
rebon dan tepung tapioka) da@haebceros
seratosporum kering Tahap ini meliputi
penentuan Kadar air denganoven, Protein
dengan metode Kjedhal lemak dengan
metode soxhlet, abu dengan metode
pengabuan sampai suhu 6@D.

Formulasi pakan untuk udang windu
(Penaeus monodonFab.) memanfaatkan
Chaetoceros  seratosporumyang telah
diketahui  komposisi  kimianya dengan
berbagai dosis.Tahap lladalah uji formula
pakan skala Laboratorium untuk respon imun
(Penaeus monodonFab.) dengan metode
eksperimen dengan rangcangan acak lengkap.

Tahap |

Membuat formula pakan dengan kadar
protein 39.02% dan kadar energi 3.5&alg"
pakan sesuai hasil penelitian terdahulu [11]
sebagai formula pakan dasar dan
memanfaatkan Chaetoceros ceratosporum
sebagai salah satu bahan dalam formula
pakan dengan jumlah yang bextta (Tabel 1
dan 2. Analisis proksimat ulang pakan
membuat ukuran pakan sesuai ukuran udang
(crumble.
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Tabel 1. Komposisi bahan pakan percobaan

Analisis Tepung Rebon Tepung Plankton Tepung Tapioka
Kadar Kering (%)* 86,34 85,38 89,4
Protein (%)* 62,98 3,99 -
Lemak (%)* 1,59 0,29 -
Kadar Abu (%)* 17,05 66,84 0,59
Serat Kasar (%)* 3,01 2,61 -
BETN ** 15,37 26,26 99,41
Energi (kkal/gr) ** 327,69 123,65 397,64
Keterangan .

*

* : BETN = 100Protein t Lemak- Kadar Abu Serat Kasar.
ok Energi = (4 x Protein) + (9 x Lemak) + (4 x BETN).

: Hasil Analisis Laboratorium Pengujian Mutu dan Keamanan PdragaritasTeknologi Pertanian, Universitas Brawijaya

Tabel 2.Formula pakan pakan percobaan udang windernaeus monodoRab.)

Bahan

Perlakian

A (0%) B (3,04%) C (6,08) D (9,12%)

Tepung rebon 61,96 61,96 61,96 61,96
Tepung tapioka 15,77 14,38 13,88 12,93
TepungC.ceratosporum - 3,04 6,08 9,12
Minyak ikan 3,75 3,75 3,75 3,75
Minyak jagung 6,50 6,50 6,50 6,50
Vitamin miks 2,70 2,70 2,70 2,70
Mineral miks 2,00 2,00 2,00 2,00
CMC 7,32 5,22 3,13 1,02
Total 100 100 100 100

Tahap Il
Uji invivopakan percobaan

Udang windu (rataata 21.51 + 0.95
g/ekor) diperoleh dari petani tambak dusun
Kepperan, Desa Pecinan, Kecamatan
Mangaran Kabupaten Situbondo dan dipilih
udang yang sehat. Udang windlipelihara
pada akuarium berukuran 4% 45 x 45 cth
yang diisi air bersalinitas 30 ppt setinggi 30
cm. Masingmasing akuarium diisi 4 ekor
udang.

Pada percobaan ini menggunakan metode
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
perlakuan formula pakan yang memanfaatkan
Chaetoceros seratosporum dalam formula
pakan dengan jumlah yang berbeda (Tabel 2).
Perlakuan A =%; B = 3.0 C = 6.080; D =
9.12%. Masingmasing perlakuan diulang 3
kali. Jumlah permberian pakar8% berat
badan per hari yang diberikan pada pukul
08.00 WIiB 1600 WIB dan 21.00 WIB,
masingmasing sebanyak 30%, 30% dan 40%
dari jumlah pemberian per hari. Lama
pemeliharaan 30 hari. Penempatan akuarium
percobaan dapat dilihat pada Gambar 1.
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DIA|C|B|A|B|C|D|B|C|A|D
2131|3123 |3|1]2]2]|1

Gambar 1.Penempatan akuarium percobaan
Keterangan: A, B, C, D=perlakuan
123 = ulangan

SetelahP. monodondipeliharaselama 30
hari, dilakukan pemaparaW¥. harveyi yaitu
dengan cara menginjeksikan 1Gel mi*
bakteri sebanyak 50 pl secara intramuscular
/IM pada bagian ventral dantara abdomen
ke 2 dan 3.Pada akhir percobaan pada
masingmasing perlakuan sebelum dan
sesudah infeksi Vibrio harveyi dilakukan
dilakukan pengambilan hemolim udang
menggunakan spet (1ml#26) yang telah berisi
antikoagulan 10% sodium citrat, pH 7.2
dengan  grbandingan  hemolim  dan
antikoagulan 1:1 di bagian kaki jalan ketiga.
Selanjutnya hemolim ini digunakan untuk
pengamatan terhadap Total HemositTotal
Haemocyte Count/THC), Differential
Haemocyte Count (DH@ang terdiri dari sel
hyalin (H), sel semi gratar (SG) dan sel
granular (G); dan Aktivitagibriocidal
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Kultur Bakteri Vibrio harveyi

Sterilsasi  ose lengkung dengan
pemanasan diatas bunsen hingga pijar
Setelah ose dipastikan dingdiambil bakteri
Vibrio dari stock dengan cara menyentuhkan
ujung osepada stockGoreskan dpermukaan
media TCBSA, dengan metodstreaking
kuadran untuk mendapatkan koloni terpisah
Inkubasikan media 3C selama 24 jam.
Koloni murni yang tumbuh diidentifikasi ulang
untuk memastikan spesies baktersetelah
terbukti spesis Vibrio harveyi dilakukan
kultur pengkayaan untuk memproduksi dalam
jumlah yang besar.

Prosedur Pengkayaan

Dengan ose steril ambil koloni murni,
masukkan ke dalam erlemeyer yang berisi
media cair TSB+Tutup erlemeyer kembali
dengan kapas steril, makkan ke dalam
shaker waterbath Inkubasikan pada suhu
30°C dengan kecepatarshaking 100 rpm
selama 2 x 24 jamAmati hasil kultur pastikan
tidak ada kontaminasi dengan pewarnaan
gram dan dilihat di bawah mikroskop.
Kemudian kepadatan bakteri kultur diter
dengan Mc FarlandDari hasil pengukuran OD

(Optical Dencity dilakukan pengenceran
sesuai dengan kepadatan bakteri yang
diinginkan.

Persiapan Plasma Supernatant (PS) dan
Haemocyte Lysate Supernatant (HLS)

Untuk mendapatkan HLS dilakukan
menggunakan mede Sahoo et al. [12].
Hemolim sebanyak 200 .L.  diambil
menggunakan  mikropipet kemudian

masukkan ke tabung eppendorf 1,5 ml.
Hemolim selanjutnya disentrifuse pada 2.300
rpm suhu 4C selama 10 menit. Supernatan
diambil sebagai plasmasupernatant (PS),
kemudian pelet ditambahkan 0,01 M Phosfat
Buffer Saline (PBS) pH 7,0 sebanyak 100
dan disentrifuse kembali pada 2.300 rpm
selama 10 menitSupernatan dibuang, pelet
yang didapatkan diresuspensi dengan 0,01 M
PBS pH 7,0 sebanyak 1 ml dilanjutkan dengan
homogenisasi dan sentrifuse pada 4.000 rpm
suhu4°C selama 30 menit. PS dan HLS yang

JEXp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

didapatkan disimpan pada suhuCl sebelum
digunakan untuk uji aktivitas vibriocidal.

Hemosit

Total Haemocyte Coun{THC) dihitung
menggunakan haemocytometer dengan
bantuan mikroskop  cahaya  dengan
pembesaran 400 gebagai berikut:

Pengamatan jumlah sel differensial
hemosit (hyalin, semi granular dan granular)
dalam persentase berdasarkan kriteria
morfologi dengan menggunakan mikroskop
cahaya perbesaran 1.000 X [2].

Aktivitas Vibriocidal
Aktifitas  vibriocidal diukur menurut
prosedur modifikasi [13]. Vibrio harveyi

dikultur pada Tryptic Soy BrotHTSB) pada
suhu 30C selama 24 jam. Bakteri disentrifuse
kecepatan 4.000 rpm, selama 20 menit pada
suhu 4£C dan dicuci dengan PBS dan
diresuspensi sampai volume ggio X i
*U*%o Vel IS ] ]S u ZzZl v |
atau HLS udang kemudian diinkubasi selama
1 jam.Selanjutnyadiencerkan sampai 10kali
dengan PBS dan dikultur pada media raga
(TSA) setelah 24 jam pada°B0Q koloni yang
tumbuh dihitung. Persenase penghambatan
dihitung dengan rumus:

Data total Hemosit, sel hyalin, sel semi
granular, sel granuladan aktivitasvibriocidal
dianaliss menggunakan sidik ragam.
Responnya diuji dengan uj[H].

HASIL DAN PEMBAHASAN
Total Hemosit (Total Haemocyte Count/THC)
Berdasarkan hasil pengamatan Total
Hemosit udang windu Renaeus monodon
Fab.) setelah dipelihara selama 30 hari
dengan pakn percobaan sebelum dan
sesudah diinfeksV. harveyi adalah seperti
yang tertera pada Tabel 3.
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Tabel 3.Total hemosit udang windiPénaeus monodoRab.) pasca diberi pakan percobaan sebelum dan
sesudah diinfeksy. harveyi
Total Hemosit 10° sel mI')

Perlakuan Sebelum infeksV. harveyi Sesudah infeksV. harveyi
A 35,40 £ 4,15a 20,93 £ 2,03a
B 60,75 * 3,030c 48,37 £ 2,36¢C
C 66,85 + 0,30d 59,03 + 0,20d
D 50,98 + 2,30b 39,88 + 2,39b

Keterangan:Notasi yang sama menunjukkan tidak ada perl@@dasedangkan notasi yang berbeda menunjukkan ada perbedaan antar

perlakuaan pada taraf kepercayaan 95%.

Dari Tabel 3terlihat bahwa perlakuan
jumlah C. ceratosporundalam formula pakan
memberikan  pengaruh terhadap total
hemosit udang windu yang dipkéra selama
30 hari dengan pakan percobaan, sebelum
diinfeksi dan sesudah diinfeksi. harveyi
Masingmasing antar perlakuan A, B,C, dan D
berbeda .

Hubungan antara jumlalk. ceratosporum
dalam formula pakan (X) dengan total
hemosit udang windu (Ygebdum diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan:

Y =-1,115X%+ 11,90 X+ 35,26; R=0,95

Dari persamaan tersebut diperoleh bahwa
jumlah C. ceratosporumyang menghasilkan
total hemosit tertinggi sebesar 67,05 x°10
sel/ml pada wudang windu adalah 8%
dalam formula pakan.

Hubungan antara jumlak. ceratgporum
dalam formula pakan (X) dengan total
hemosit udang windu (Y) sesudah diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan:

Y =-1.260 X + 13.71 X +20.28; R=0,90

Dari persamaan tersebut dipgleh bahwa
jumlah C.ceratosporundalam formula pakan
yang menghasilkan total hemosit tertinggi
sebesar 57,59 x £@el/ml pada udang windu
adalah 5.44%.

Total Hemosit Differensial
Haemocyte Count/DHC)

Berdasarkan hasil pengamatan Total
Hemosit Differensial (sel hyalin, semi granular
dan granular) pada udang windi®dnhaeus
monodonFab.) setelah dipelihara selama 30
hari dengan pakan percobaan sebelum dan
sesudah diinfeksV. harveyiadalah seperti
yang tertera pada Tabel 4.

Dari Talkl 4 terlihat bahwa perlakuan
jumlah C. ceratosporundalam formula pakan
tidak memberikan pengarulterhadap total
sel hyalin udang windu yang dipelihara selama
30 hari dengan pakan percobaan, sebelum
diinfeksi dan sesudah diinfekgi harveyi

(Differential

Tabel4. Total sel Hyalin (H), Semi Granular(SG) dan Granular (G) udang Rémzies monodoRab.) pasca
diberi pakan percobaan sebelum dan sesudah diinfékbarveyi

Hemosit Perlakuan
Differensial A B C D

Sebelum diinfeksi

Total sel H (%) 30+5a 26,33 + 3,21a 23+1,73a 26,67+1,15a
Total sel SG (%) 26,33+4,16¢ 13,3345,69a 11,00+£2,00a 20,00+1,73b
Total sel G (%) 43,67+3,51a 60,33%+2,52a 66,00+1,00b 53,33+2,89a
Sesudah diinfeksi

Total sel H (%) 28,67+5,03a 35,00+3,00a 32,67+2,52a 30,00+2,00a
Taal sel SG (%) 35,33+5,13c 10,00+45,00a 3,00+2,65a 19,67+0,58b
Total sel G (%) 36.00+1.73a 55.00+£2.00b 64,33+0,58¢c 50,67+1,15b
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Total sel semi granular udang windu sebelum
iinfeksi V. harveyi padaperlakuan A berbeda
dengan B, C, dan D, namun B dan C ktida
berbeda

Hubungan antara jumlahC. ceratgporum
dalam formula pakan (X) dengan total sel semi
granular udang windu (Y) sebelum diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan

Y =0,595 X- 6,129 X + 26,36; R=0,76

Dari persamaan tersebut diperolebahwa
jumlah C. ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan total sel semi granular
terendah sebesar 10,58% pada udang windu
adalah 5,15%.

Hubungan antara jumlahC. ceratgporum
dalam formula pakan (X) dengan total sel semi
granular udang windu(Y) sesudah diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan:

Y =1,136 X- 12,13 X + 35,60; R=0,76

Dari persamaan tersebut diperoleh bahwa
jumlah C.ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan total sel semi granular
terendah sebesar3,18 % pda udang windu
adalah 5,34%.

Total sel granular udang windu sebelum
diinfeksi V. harveyi padaperlakuan C berbeda

dengan B, C, dan D, sedangkan A, B dan D tidak

berbeda

Hubungan antara jumlahC. ceratosporum
dalam formula pakan (X) dengan total sel
granular udang windu (Y) sebelum diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan:

Y =-0,793 X+ 8,377 X +43,3; R=0,99

Dari persamaan tersebut diperoleh bahwa
jumlah C. ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan total sel granular tertinggi
sebesar 65,41% padadang windu adalah 5,28%.

Total sel granular udang windu sesudah
diinfeksi V. harveyi padaperlakuan C berbeda
dengan B, C, dan D, namun B dan D tidak
berbeda

Hubungan antara jumlahC. ceratorporum
dalam formula pakan (X) dengan tbtasel
granular udang windu (Y) sesudah diinfeksi
berpola kuadratik dengan persamaan:

Y =-0,833 X+ 9,813 X + 35,33, R=0,92

JEXxp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

Dari persamaan tersebut diperoleh bahwa
jumlah C.ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan total sel granular teggi
sebesar 62,58% padalang windu adalah 5,55%.

Aktivitas Vibriocidal

Berdasarkan hagilji aktivitasvibriocidd pada
Plasma SupernataiP§ dan Haemocyte Lysate
Supernatant (HL$ udang windu PRenaeus
monodonFab.) setelah dipelihara selama Bari
dengan pakan percobaan dapat dilihat pada
Tabel 5.

Dari Tabel 5 terlihat bahwa perlakuan jumlah
C. ceratosporum dalam formula pakan
memberikan  pengaruh terhadap aktivitas
vibriocidal pada PS dan HL&lang windu yang
dipelihara selama 30 hari denga pakan
percobaan.

Tabel 5. AktivitasVibriocidalpada PS dan HLS udang
windu (Penaeus monodoRab.)

Aktivitas Vibriocidal (%)
PS HLS
A (0 %) Oa Oa
B (3,04 %) 68,12 + 0,96b 77,71+5,79b
C (6,08 %) 84,85+ 3,11c 88,35+1,19¢c
D (9,12% 69,39 +1,47c 84,14+0,72b
Keterangan:Notasi yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan,

sedangkan notasi yang berbeda menunjukkan ada perbedaan antar
perlakuaan pada taraf kepercayaan 95%.

Perlakuan

Aktivitas vibriocidal pada PS udang windu
menunjukkan bahwa grlakuan C berbeda
dengan A dan B tetapi tidak berbeda dengan D,
sedangkan pada HLS perlakuan C berbeda
dengan A, B dan D, namun B dan D tidak
berbeda.

Hubungan antara jumlahC. ceratorporum
dalam formula pakan (X) dengan aktivitas
vibriocidal pada PS whg windu (Y) berpola
kuadratik dengan persamaan:

Y =-2,263 X+ 28,04 X +0,956; R=0,99

Dari persamaan tersebut diperoleh bahwa
jumlah C.ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan aktivitagbriocidal tertinggi
sebesar 87,8 pada PSidang windu adalah
6,20%.

Hubungan antara jumlahC. ceratorporum
dalam formula pakan (X) dengan aktivitas
vibriocidal pada HLS udang windu (Y) berpola
kuadratik dengan persamaan:

Y =-2,216 X+ 28,86 X +2.610; R=0,97
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Dari persamaan tersebut pBroleh bahwa
jumlah C.ceratosporumdalam formula pakan
yang menghasilkan aktivitasbriocidal tertinggi
sebesar 96,6 pada HLS udang windu adalah
6,51 %.

Pembahasan

Total hemosit udang windu  (Tabel 4)
menunjukkan bahwa perlakuan pemanfaatén
ceratosporumdalam formula pakan lebih tinggi
daripada tanpaC. ceratosporum. Berdasarkan
hasil penelitian hemosit udang windu tertinggi
sebesar 67,05 X i0sel/ml diperoleh pada
perlakuan pemanfaatarC. ceratosporundalam
formula pakan sebesar 5,34 %otal hemosit
yang diperoleh pada penelitian ini sesuai dengan
yang diperolehvan de Braaket al. [15] yaitu
sebesar 500 10+17,%10° sel/ml. Hasil ini
sejalan dengan penelitiaryeh et al. [16] yang
menunjukkan bahwa terjadi peningkatan jumlah
hemosit pada udang putih Litopenaeus
vanname) pasca pemberian ekstraRargassum
duplicatum baik melalui perendaman maupun

injeksi.
Hemosit disintesis oleh oleh jaringan
hematopoietic yang merupakan sepasang

epigastric nodule Produksi tersebut dilakukan
untuk mencapai keadaan homsiatis pasca
introduksi  imunostimulan. Jaringan tersebut
terletak tepat di bagian dorsal pada lambung
bagian depan gnterior stomach, merupakan
tempat sintesa hemocyanin. Bila imunostimulan
dapat meningkatkan hemocyanin, maka secara
langsung akan terjadiula peningkatan hemosit
[17].

Setelah uji tantang dengan bakteNibrio
harveyiselama 24 jam, terjadi penurunan jumlah
hemosit pada semua perlakuan dengan rerata
untuk perlakuan pemanfaataiC. ceratosporum
dalam formula pakan lebih tinggi daripadanpa
C. ceratosporumNilai tertinggi diperoleh pada
perlakuan5,44% dengan total hemosit sebesar
57,59 x 18sel mi*. Hal ini sesuai dengaran de
Braak[2] bahwa total hemosit menurun setelah
diinfeksi bakteri Vibrio anguillarum Selama
periode pembesihan bakteri dari sirkulasi, THC
lebih  rendah hal ini menandakan adanya
aktivitas pertahanan.

Jumlah hemosit udang dapat menurun
apabila kondisi lingkungan memburukiisalnya
rendahnya kandungan oksigen terlarut, suhu dan
salinitas, atau terdapatrey serangan patogefi].
Selanjutnya hemosit baru perlu pengganti dan
diproduksi secara proporsionaban diyakini
bahwa hemosit dikeluarkan secara kontinyu,
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walau pada laju yang beariasi, dari jaringan
hematopoeietik. Jaringan tersebut telah
diidentifikasi pada beberapa spesies krustase.

Saat terjadinya serangan patogen, sel hemosit
akan melakukan proses degranulasytotoxicity
dan lisis terhadap material tersebut. Dengan
demikian jumlah sel hemosit yang beredar dalam
hemolim akan terlihat menurunHasil proses
degranulasi adalah pelepasaeroxinectinyang
akan memicu munculnya fagositofly].

Lectin atau agglutinin adalah protein pada
hemolim yang memiliki peranan penting saat
terdapatnya antigen yang masuk ke dalam tubuh.
Komponen ini akan bi&atan dengan karbohidrat
yang terdapat pada dinding sel patogen atau
benda asing yang disebut sebagaglutinasi
Reaksi akan diikuti dengan eliminasi benda asing
tersebut melalui proses fagositosis, melanisasi
oleh enzim phenoloksidase dan lonjakan resgi
(respiratory bursk [1].

Hemosit memiliki peran yang penting pada
sistem pertahanan imunitas. Pertama, hemosit
menghancurkan partikel/benda asing dalam
haemacoel melalui fagositosis, enkapsulasi,
agregat nodulasimelanisasi, cytotoksisitas dan
komunkasi antar sel [3, 4,18Kedua, hemosit
memiliki andil dalam penanganan luka lewat
reaksi seluler dan yang mengawali proses
koagulasi dengan membawa dan melepaskan
sistem prophenoloksidase (proPO). Ketiga,
hemosit terlibat dalam pembentukan dan
peromb&an molekumolekul penting dalam
hemolim seperti DB-macroglobulin (BM),
agglutinin dan peptide antimicrobial.

Pada kasus ini, udang yang diberi pakan yang
mengandung C. ceratosporum terbukti
meningkatkan jumlah THC udang windu. Seiring
dengan peningkatatotal hemosit udang, sistem
kekebalan tubuh udang juga akan meningkat
sehingga tingkat serangan infeksi baktevi
harveyidapat tereduksi. Namun demikian, ketika
pemberian pakan yang mengandungC.
ceratosporummelebihi batas kemampuan tubuh
untuk meresponya justru akan menjadi
imunostresor yang dapat menurunkan sistem
kekebalan tubuh udang.

Berdasarkan pengamatan total differensial
hemosit  (Tabel 5) terlihat bahwa secara
keseluruhan nilai paling tinggi adalah sel
granular, diikutiSel hyalin dan sekemi granular.
Total sel Hyalin untuk semua perlakuan tidak
berbeda. Total sel semi granular terendah
sebesar 10,58% pada perlakuan pemanfaatan
ceratosporum sebesar 5,15%, sedangkan total
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sel granular tertinggi sebesar 65%ldiperoleh
pada perlakuan pemanfaatanC. ceratosporum
sebesar 5,34%.

Setelah 24 jam diinfeksi dengah harveyi
sejalan dengan penurunan total hemosit, total
differensial hemosit juga mengalami penurunan.
Seperti halnya sebelum diinfeksi, total sel Hyalin
untuk semua perlakua tidak berbeda. Total sel
semi granular terendah sebesar 3,18 % pada
perlakuan pemanfaataf.ceratosporumsebesar
5,34 %, sedangkan total sel granular tertinggi
sebesar 62,58 %diperoleh pada perlakuan
pemanfaatanC.ceratosporunsebesar 5,55%.

Hal tesebut menandakan bahwa yang
banyak  berperan adalah sel granular
dibandingkan sel hyalin dan sel semigranular. Sel
semi granular merupakan pematangan dari sel
hyalin yang ketika terjadi serangan patogen maka
yang berperan pertama adalah sel hyalin,
sehing@ sel ini tidak berkembang menjadi sel
semi granular dan terlihat penurunan jumlah sel
semi granular yang terdapat dalam hemof.

Sel semigranular berperan utama dalam proses
enkapsulasi dan sedikit dalam proses fagositosis.
Sel semi granular dikareistikkan dengan

terdapatnya granula pada sitoplasm&el ini
mampu merespon polisakarida dari dinding sel

IS (E] 4Dlycan yang berasal dari jam@&el
semi granular ini dapat melakukan proses
enkapsulasi dan sedikit berperan dalam proses
fagosibsis [3]. Enkapsulasi adalah merupakan
reaksi pertahanan melawan partikel dalam
jumlah yang besar dan tidak mampu difagosit
oleh sel hemosif19].

Fungsi sel granular
menghasilkan  enzim
memiliki peranan penting dalam istem
pertahanan non spesifik. Summattaya [1]
menjelaskangranula pada sel granular hemosit
terdiri dari propenoloksidase. Dalam aktivasi
prophenoloksidase (proPO) akan membebaskan
suatu enzim dari sel granular. Sistem ini juga
dipacu oleh adanya komponen mikrobiaperti
t-glucan.

Proses prophenoloksidase bertanggung jawab
terhadap produksi dan sekresi metabolit toksik
seperti quinon  Produk akhir dari sistem ini
adalah munculnya blackish nodules yang
biasanya berada di sekitar insang atau
eksoskeletonSaat terpdinya serangan patogen,
sel granular dan semi granular akan melakukan
proses degranulastytotoxicitydan lisis terhadap
material tersebut dengan demikian jumlah sel
granular yang beredar dalam hemolim akan
mengalami penurunan. Hasil proses degranulasi

lebih pada proses
phenoloksidase yang

JEXxp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

adalah pelepasaperoxinectingyang akan memicu
munculnya fagositosis.

Sejalan dengan tingginya total hemosit pada
udang windu diikuti dengan tingginya Aktivitas
vibriocidalpada PS dan HLS udang windu (Tabel
5). Nilai tertinggi sebesar 87,85 % pada &&hg
windu diperoleh pada perlakuan pemanfaat&n
ceratosporum sebesar 6,20%, sedangkan Nilai
tertinggi sebesar 96,60% pada HLS udang windu
diperoleh pada perlakuan pemanfaatarC.
ceratosporum sebesar 6,51%. Hal ini
menunjukkan bahwa dengan semakin
meningkatnya total hemosit maka aktivitas
vibriosidal juga meninggkat. Hasil ini sesuai
dengan hasil penelitianDevaraja [5] yang
membuktikan bawa pemanfaatan 0,2% glucan
dari yeast + 10%acterin melalui pakan dapat
meningkatkan aktivitasvibriocidal pada udang
windu, namun pada dosis yang melebihi nilai
tersebut hasilnya menurunPada penelitian lain

]% E}o Z Jv(}EuU ] ZA
glukan dariSaccharomyces cerevisiat&STR 5088
dan ditambahkan ke dalam pakan dapat
meningkatkan total hemosit (THC), alitis
vibriocidal dan ketahanan terhadap serangan
bakteri[20].

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa pemanfaatan diatomae

Chaetoceros ceratosporudalam formula pakan
dapat meningkatkan respon imun seluler, dan
dosis terbaik bedisar 5,15%%,51% dalam
formula pakan.
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Abstrak
Interaksi auksirsitokinin danggap penting untuk mengatur pertumbuhan dan perkembangan dalam jaringan
tanaman Peneitian ini bertujuan untuk renentukan komposisi auksin dan sitokinin yang tepat untuk
regenerasi filamen kalus rumput lalt. alvarezii Kultur filamen kalus dilakukan pada media cair dengan
formulasi ZPT indole acetic acid (IAA) : kinetin : zeatin, deriganposisi konsentrasi sebagai berikut : A
(0,4:0:1) ppm; B (0,4:0,25:0,75) ppm; C (0,4:0,5:0,5) ppm; D (0,4:0,75:0,25) ppm; E (0,4:1:0) ppm; kontrol (tanpa
ZPT). Penelitiamenggunakarrancangan acak lengkap dengan pengulangan masagjng perlakuan 3 kal
Parameter yang diamati adalah laju pertumbuhan harian, sintasan, kecepatan regenerasi, panjang tunas dan
perkembangan morfologi. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa formula ZPT terbaik adalah formula A
dengan laju pertumbuhan hariah,92%6/hari, sinhsan83,33% kecepatan regenerasi 41,67% dan redta
panjang tunagl4,59um. Tunas mulai terbentuk pada 15 hari masa kultur.

Kata kunci: formula zat pengatur tumbutauksinsitokinin,K. alvarezjimikropropagasi

Abstract
Interaction of auxircytokinin was important for regulation of growth and development in tissue culture. This
research airadto determine the suitable formula of plant growth regulators on callus filament regeneration of
seaweedK. alvarezii The callus filament was cultured on lidumedia with PGR formulation of indole acetic
acid (IAA): kinetin: zeatin, with formulation: A (0,4:0:1) ppm; B (0,4:0,25:0,75) ppm; C (0,4:0,5:0,5) ppm D
(0,4:0,75:0,25) ppm; E (0,4:1:0) ppm,; control (without PGR). Research was designed with completely
randomized design with 3 replications of each treatment. Observed parameters were daily growth rate, survival
rate, regeneration rate, length of shoots regenerated and morphology. The results showed that the best PGR
formula was formula A with daily growttate of 1.929%/day, survival rate of 83.33%,6¥26 of regeneration
E3S v AEP o0VPSZ }( +Z}}8 }( 80XAB ..uX dZ +Z}}8+ PV E} EPvV ES ]v

Key words: auxin, cytokinesplant growth regulatorsk. alvareziimicropropagdion

PENDAHULWA

Rumput lautK. alvarezimerupakansalah satu
komoditas prioritas karena memiliki beberapa
keunggulan Keunggulannya yaitu teknologi
budidayanya mudah dilakukan, modal yang
diperlukan dalam budidaya rumput laut relatif
kecil, usia panen singkat sehingga merupakan
komoditas yang cepat untukengatasi kemiskinan
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Email: titut_suryanto@yahoo.com

Alamat : Fakultas Perikanan dan Kelautan, Universitas
Brawijaya, Malang
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serta kegiatan budidaya rumput laut hingga proses
pengolahan pasca panen merupakan kegiatan yang
padat karya. Sehingga rumput laut sering disebut
komoditas yang memenuhi kritertaple track: pro

job, pro poodanpro growth Padaaspek budidaya
mampu menjadi kunci pemberdayaan masyarakat
pesisir, selain itu permintaan pasar dunia masih
sangat tinggj1].

Salah satu kendala dalam pengembangan
budidaya rumput laut adalah keterbatasan benih
yang kontinyu dan berkuighs. Apalagi untuk
mendukung program strategi minapolitan dimana
produksi perikanan sebesar 8 juta ton pada 2009
akan dipacu hingga 353% pada 2014 sehingga
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ketersediaan benih rumput laut secara kontinyu
dan berkualitas mutlak diperlukan.

Perkembangan mikpropagasi  tanaman
melalui teknik kultur organ, kultur jaringan dan
kultur sel memberikan prospek yang menjanjikan
bagi pengembangan bioteknologi tanaman, dan
peluang yang besar pada manipulasi genetik,
propagasi tanaman dan produksi tanaman
komersil. Kegksesan tekniteknik mikropropagasi
pada tumbuhan tingkat tinggi mendorong
pengembangannya pada rumput laut yang secara
umum bertujuan untuk meningkatan ekonomi
dengan peningkatan produksi rumput laut. Kultur
jaringan rumput laut dengan menggunakan teknik
induksi kalus banyak digunakan untuk propagasi
klon dan perbaikan mutu genetik untuk
mendukung ketersediaan benih yang kontinyu dan
berkualitag[2].

Pembelahan sel diatur oleh aksi bersama auksin
dan sitokinin, masingmasing mempengaruhfase
berbeda dari siklus sel. Auksin mempengaruhi
replikasi DNA, sedangkan sitokinin tampaknya
mengerahkan beberapa kendali atas kejadian yang
menyebabkan mitosis dan sitokinesi®engan
demikian, tingkat auksin dan sitokinin dalam kultur
perlu seimbangdan secara hathati dikendalikan

[3].

METODEPENELITIAN
Inisiasi dan proliferasi

Tujuan inisiasi dan proliferasi adalah untuk
menyiapkan filamen kalus yang digunakan dalam
penelitian. Induksi kalus dilakukan dengan metode
Reddy et al. [4]. Sampel rumput laut dipotong
dengan ukuran 2 cm. Kemudian mencuci eksplan
dengan air laut steril. Selanjutnya melakukan
sterilisasi eksplan dengan mencuci eksplan dengan
0,1% larutan detergen cair dalam air laut steril
selama 10 menit. Eksplan kemudiapediakukan
dalam larutan iodine (bethadine 0,1%) dalam air
laut steril selama 3 menit untuk menghilangkan
mikroba. Sterilisasi eksplan dilanjutkan dengan
0,1% antibiotik mix spektrum luas kemudian dicuci
air laut steril sampai 3 kaliSelanjutnya eksplan
direndam pada larutan 0,1% antibiotik mix
spektrum luas dalam media Conwy selama 2 hari.

Eksplan steril dikeringkan dengan tissue steril
untuk  mengurangi  kelembaban, kemudian
dipotong-potong sepanjang 4t 5 mm. Eksplan
kemudian diinokulasi dalam cawan petpgada
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media agar 0,8% dalam media Conwy dengan
kepadatan 20 eksplan/cawan petri. Pemeliharaan
dilakukan di lemari kultur dengan suhu B0
dengan penerangan lampu neon 1500 lux dengan
fotoperiod L : D = 12 : 12 selama 60 hari atau
hingga filamen kalus terbéwmk. Inokulum
disubkultur setiap 7 hari dengan media baru yang
sama.

Perkembangan  filamen kalus  diamati
dengammikroskop (Bausch & Lomb)sambaran
kalus yang terbentuk dipotret dengan kamera
digital Optika Microscopes CCD Sernsor

Formulasi auksin danitekinin

Filamen kalus yang dihasilkan dikultur pada
media cair Conwy yang diperkaya dengan ZPT
auksin (IAA) dan sitokinin (kinetin dan zeatin)
dengan formulasi sebagai berikutA: (0,4 : 0 : 1)
ppm; B (0,4 : 0,25 : 0,75) ppm; C (0,4 : 0,5 : 0,5)
ppm; D 0,4 : 0,75 : 0,25) ppm; E (0,4 : 1 : O) ppm;
kontrol (tanpa ZPT).

Kultur dilakukan elama 30 haripada shaker
dengan penerangan lampu nederkekuatan1500
lux, L: D 12 : 12pada suhu 2a. Setiap 15 hari
dilakukan penggantian media dan pengamatan
perkembangan morfologi. Pada akhir kultur
dilakukan pengukuran laju pertumbuhan harian,
sintasan, kecepatan regenerasi dan panjang tunas.
Laju pertumbuhan harian dihitung dengan
menimbang filamen kalus dan dihitung
menggunakan rumus berikut :

dimana :

GR = Laju pertumbuhan harian
W, = berat akhir filamen kalus
Wy = berat awal filamenkalus
t = lama kultur

Sintasan diperoleh dengan menghitung filamen
yang hidup.Adapun rumus sintasan adalah sebagai
berikut :

dimana :

SR = Survival rate (sintasan

Nt = Jumlah filamen kalus yang hidup
Nyg = Jumlah filamen kalus awal

Sedangkan laju regenerasi diukur dengan
metode Yokoyaet al. [5] dengan menghitung
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jumlah filamen kalus yang beregenerasi. Rumus
laju regenerasi adalah sebagai berikut:

dimana :

R = Laju regenerasi (%)

Fr =Jumlah filamen kalus yang beregenerasi
R =Jumlah filamen kalus awal

Panjang tunas diukursecara mikroskopis
dengan mikroskop Olympus 1X71. Semua data
yang diperoleh dianalisis dengan analisis ragam
ANOVA, sedangkadata perkembangan morfologi
disajikan secara deskriptif dari hasil pengamatan
secaramikroskops.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Inisiasi dan proliferasi

Hasil inisiasi dan proliferasi memperlihatkan
bahwa induksi kalus dimulai dengan pigmentasi
pada permukaan eplan (kortikal) kemudian
terbentuk kalus pada bagian tengah (medular) dan
lapisan kortikal. Kalus bearna coklat tug dan
terdiri dari filamen yang berasatlari pembelahan
sel yang dihasilkan sebagairespon dari luka di
permukaanrisan

Filamen kalus mai terbentuk pada umur
pemeliharaan 21 hari. Hasil ini sama dengan
penelitian Mundzet al. [6] dan Hayashet al. [7]
yang mendapati terbentuknya kaluk. alvarezii
masingmasing setelah 16 hari dan 15 hari masa
pemeliharaan. Waktu induksi ini lebgingkat dari
waktu induksi rumput laut jenislalymenia sinensis
yang memerlukan waktu 50 hari untuk membentuk
kalus [8]. Filamen berkembang pada sel medular
rumput laut, pada bagian tengah sel medular
terjadi pigmentasi yang merupakan bagi dari
filamen kalus (Gambar 1).

Filamen kalus yang terbentuk berupa filamen
berbentuk kristal dan filamen kalus berpigmen.
Menurut Mun6z et al. [6], eksplanK. alvarezii
memproduksi filamen kalus berbentuk kristal dan
filamen kalus berpigmen. Sedangkamenurut
Kumaret al. [9] pada Turbinaria conoidesidapati
filamen kalus dalam dua bentuk: (B)lamen kalus
berserabut yang terbentuk pada pusat potongan
eksplan, (b) filamen kalus yang berbentuk
gelembunggelembung. Sel filamen kalus yang
dihadlkan dalam penelitian ini berbentuk bulat
(Gambar 2). Pada dasarnya bentuk sel filamen
kalus rumput laut ada dua macam, yaitu filamen
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kalus .0](}@angan bentuk memanjang dan
filamen kalusmoniliformyang berbentuk bulaf9].

Gambarl. Perkembangan kalus selama 60 hari

pemeliharaan
skala bar = 10 pn{a) awal inokulasi; (b) minggu-&e (c) minggu k&; (d)
minggu ke3; (e) minggu k&; (f) minggu kes; (g) minggu ké; (h)
minggu ke7; (i) minggu ke3.

Gambar 2 Sel filamen kalsmoniliformK. alvarezii
(skala bar = 5pm)

Filamen kalus yang embriogenik berwarna
coklat tua karena mengalami pigmentasi,
sedangkan filamen kalus yang tidak embriogenik
berwarna pucat dan berakhir dengan kematian
(Gambar 3).

Gambar 3Filamen kalusumput lautK alvarezii:
embriogenik (a) dan yang tidak embriogenik (b)
(skala bar = 20um)
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Menurut Rorrer dan Cheneft0] pembentukan
kalus dimulai dengan pigmentasi pada daerah
permukaan eksplan (kortikal) kemudian terbentuk
filamen yang tidak terdifrensiasi pada eksplan dan

berkembang menjadi tunas. Penambahan zat
pengatur tumbuh |AA dapat menstimulasi
pembentukan kalus yang akan membentuk

filamen. Hal ini dapat dijelaskan karena zat
pengatur tumbuh golongan auksin berperan dalam
inisiasi pembelahansel, dan organisasi dari
meristem menjadi suatu jaringan tidak terorganisir
tkalus[5,11]

Formulasi auksin dan sitokinin
Laju pertumbuhan harian

Hasil pengamatan pertambahan bobot kalus
rumput laut selama 30 hari pesfiharaan
bervariasi dan semakin meningkat seiring dengan
meningkatnya waktu pemeliharaan untuk semua
perlakuan. Tampak bahwa pertambahan bobot
tertinggi diperoleh pada perlakuan formula A
sebesar 0,0347 g , kemudian disusul perlakuan E
sebesar 0,0254 gelanjutnya formula D, C, dan B
masingmasing sebesar 0,0151 g, 0,0117, 0,0096 g,
dan terendah dalam penelitian ini pada kontrol
tanpa pemberian zat pengatur tumbuh yakni
0,0064 g (Tabel 1).

Kisaran laju pertumbuhan harian adal@#40-
1,929%/hari (Gambar 4). Nilai ini lebih rendah dari
hasil penelitian Huangt al. [12] yang memperoleh
laju pertumbuhan harian mikroplantlekgardhiella
subulatapada kisaran 2 3%/hari.

Tabel 1Rerata pertambahan bobot filamen kalus
selama 30 hari pada setiap foulasi ZPT pemeliharaan

Formula Berat awal Berat akhir Berat mutlak
ZPT
A 0,0466 + 0,0127 0,0813+0,0074 0,0347 + 0,0087
B 0,0408 + 0,0068 0,0504 + 0,0061  0,0096 + 0,0018
C 0,0545+ 0,0087 0,0662+ 0,0042 0,011# 0,0088
D 0,0488+ 0,0142  0,0639+ 0,0064  0,0151+ 0,0044
E 0,0432+ 0,0055 0,0686+ 0,0043 0,0254+ 0,0030
Kontrol ~ 0,0442+ 0,0097 0,0506+ 0,0117 0,0064+ 0,0020

J.Exp. Life Sci. Vol.2 No. 1, 2012

Gambar 4Laju pertumbuhan harian filamen kalus pada
berbagai formula ZPT

Sintasan

Uji keragaman (ANOVA) memperlihatkan
bahwa penambahan zat pengatur tumbuh tidak
memiliki efek yang signifikan terhadap sintasan
(P>0,05) filamen kalusSintasan tertinggi pada
formula A 83,33%) kemudian disusul formula E
dengan sintasan sebesar (75%) sedangkan formula
B, C dan D memiliki $asan yang sama dengan
kontrol (66,67%) (Gambar 5).

Kematian mulai terjadi pada minggu pertama
kultur. Menurut Huanget al. [12], kematian dapat
diakibatkan oleh kondisi filamen yang yang stres
akibat pemindahan dari media padat ke media cair.
Selain it kematian juga bisa diakibatkan karena
adanya guncangarshaker yang terus menerus
selama kultur.

Gambar 5Sintasan filamen kalus selama 30 hari
pemeliharaan

Laju regenerasi

Laju regenerasi tertinggi dihasilkan pada
formula A. Besarnya laju regeneramtuk masing
masing formula adalah sebagai berikut : A
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(41,67%); C (33,33%); E (33,33%); B(25%); D(25%) dengan pendapat Yokoya dan Handfd5] yang

sedangkan kontrol tidak mengalami regenerasi

(0%). Antara perlakuan A, B, C, D dan E tidak
berbeda nyata namun semua perlakuan berbeda

nyata dengan katrol (Tabel 2).

Kisaran persentasi regenerasi filamen yang
dihasilkan pada penelitian ini hampir sama dengan
penelitan  Mussio and Russig [13] yang
memperoleh  persentasi regenerasi filamen
Laminaria digitatapada kisaran 2/50% dengan
penambahan zat pegatur tumbuh 2,4
Dichlorophenoxyacetic acid (2[3).

Hal ini memperlihatkan bahwa kombinasi zat
pengatur tumbuh golongan auksin dan sitokinin
dapat menstimulasi proses regenerasi filamen
kalus rumput laut K.alvarezii Terlihat bahwa
golongan sitokinin jeis zeatin memiliki efek
stimulasi lebih baik dibandingkan kinetin. Bradley
and Cheney[14] berpendapat bahwa kombinasi
auksin dengan zeatin memiliki efek regenerasi yang
lebih tinggi dibandingkan kombinasi auksin dan
kinetin. Perbedaan ini sangat dipenghrukarakter
dari zat pengatur tumbubh.

Tabel 2.Laju regenerasi filamen kalus rumput laut
alvareziipada berbagai formula ZPT

Formula ZPT Laju regenerasi (%

A 41,67a
B 25,00a
C 33,33a
D 25,00a
E 33,33a
Kontrol Ob

KeteranganNilai dalam barisang sama diikuti oleh huruf yang sama
menunjukkan berbeda tidak nyata (P > 0,05)

Panjang tunas

Semua perlakuan formula zat pengatur tumbuh
memiliki panjang tunas yang berbeda nyata dengan
kontrol. Panjang tunas tertinggi diperoleh pada
formula A (44,59 #,68 um) yang berbeda nyata
dengan formula E30,50 + 4,44um); C (7,33 *
501um) ; D @5,67 + 6,03um); B (14,33 + 6,66
pm), dan kontrol (0). Formula E berbeda nyata
dengan formula B, C, D dan kontrol. Sedangkan
formula B, C dan D maskmgasing tid& berbeda
nyata (Gambar 6).

Dari hasil aalisis keragaman (ANOVA)
menunjukkan bahwa penggunaan formulasi zat
pengatur tumbuh yang berbeda berpengaruh nyata
antar perlakuan (P<0,0%asil penelitian ini sesuai
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menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh dapat
mengontrol pertumbuhan, proses morfogenesis
dan mikropropagasi alga merah.

Gambar 6 Panjang rataata tunas rumput lauk.
alvareziipada berbagai formula ZPT

Perkembangan morfologi

Semua formula zat pengattmmbuh kombinasi
auksin dan sitokinin dalam penelitian ini
memberikan efek regenerasi dan berpengaruh
terhadap pertumbuhan rumput laut. Hal ini
berbeda dengan kontrol yang tidak mengalami
regenerasi Konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi
daripada auksindapat menstimulasi pembelahan
sel dengan meningkatkan sintesis protein dan
aktivitas metabolisme yang meningkatkan proses
diferensiasi sel. Kombinasi auksin dan sitokinin
mampu menstimulasi regenerasi filamen rumput
laut menjadi tunas pada media cair semnemiliki
peran regulasi dalam pertumbuhan dan
morfogenesig§4,5,15].

Berdasarkan suatu hipotesis yang disebut
hipotesis  pertumbuhan asamadid growth
hypothesi¥, golongan auksin berpema dalam
pembesaran selZat pengatur tumbuh golongan
auksin dapat memicu pompa proton untuk
meningkatkan jumlah tke dalam sel sehingga
sitoplasma sel menjadi lebih asam kemudian
menyebabkan melonggarnya ikatan polisakarida
pada dinding seDengan demikian air dengan
mudah berosmosis ke dalam sel dan menyebabkan
sel mengalami pembesaranerRbentukan tunas
ditandai dengan memadatnya filamen dan
kemudian beregenerasi membentuk tunas. Hal ini
bisa teramati secara mikroskops, filamen kals
yang memadat akan membentuk tunas. Sedangkan
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pada kontrol tidak terjadi pemadatan filamen kalus
sehingga tidak terbentuk tung&ambar 7]3,12].

Tunas mulai terbentuk pada  umur
pemeliharaan 15 hari. Menurut Gaspar al. [11]
interaksi auksirsitokinin danggap penting untuk
mengatur pertumbuhan dan perkembangan dalam
jaringan tanaman dan kultur organ, karena kedua
kelas hormon tersebut umumnya diperlukan oleh
tumbuhan. Aiksin dan sitokinin eksogen yang
ditambahkan akan bamteraksi denganhormon
endogen tanamanSelain itu, jaringan yantidak
responsif akan menanggapi aplikasi hormon
eksogen tersebut. Auksin memiliki pengaruh yang
kuat pada proseproses seperti ekspansi
pertumbuhan sel, pengasaman dinding sel, dan
mempercegat diferensiasi vaskular. Banyak aspek
pertumbuhan  sel, diferensiasi sel, dan
organogenesis dalam kultur jaringan dan organ
tubuh ditemukan dikontrol oleh interaksi antara
sitokinin dan auksin. Konsentrasi setiap zat
pengatur tumbuh sangat bervariasi seswengan
jenis tanaman yang dikultur, kondisi kultur, dan
bentuk zat pengatur tumbuh yang digunakan.
Kombinasi auksin dan sitokinin memiliki efek
stimulasi pada pembentukan kalus, pertumbuhan
dan regenerad].

Gambar 7Morfologi tunas rumput lauK. alvarezii
(a) Filamen kalus yang membentuk tunas (tanda pang)ilamen kalus
yang tidak membentuk tunas.

KESIMPULAN DAN SARAN

Perbandingan zat pengatur tumbuh auksin dan
sitokinin yang tepat dapat meningkatkan
morfogenesis filmen kalus rumput laut K.
alvarezii Komposisi auksin dan sitokinin yang
optimum bagi regenerasi filamen kalus rumput laut

J.Exp. Life Sci. Vol.2 No. 1, 2012

K.alvareziadalah I1AA: zeatin dengan perbandingan
0,4 : 1. Perlu dilakukan kombinasi formula ZPT
optimum dengan beberapa media kulturntuk
meningkatkan laju regenerasi.

UCAPAN TERIMA KASIH

Terima kasih yang sebedagsarnya
disampaikan kepada Ibu Dra. Emma Suryati, MSi
dan saudari Siti Fadilla,.S$ atas bantuannya
selama pelaksanaan penelitian.

DAFTAR PUSTAKA

[1] Anggadiredja. 2007. Ryut Laut. Penebar
Swadaya. Jakarta0-53.

[2] Reddy C.R.K.,Jha B. and Fujita Y. 2008
Seaweed micropropagation techniques and
their potentials : an overviewl. Appl Phycal,
20: 609617.

[3] Dewi ILR 2008. Peranan danfungsi
fitohormon bagi pertumbuhan tanaman
Fakultas Pertanian Universitas Padjadjaran
Bandung. 36 hal.

[4] ReddyCRK.,RK Kumar SiddhantaAK.and
Tewari A. 2003. In vitro somatic
embryogenesis and regeneration of somatic
embryos from pigmented callus of
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty
(Rhodophyta, Gigarales). J. Phycol. 39:
610t616.

[5] YokoyaN.S.,West JA. and Luchi AE. 2004.
Effects of plant growth regulators on callus
formation, growth and regeneration in axenic
tissue cultures of Gracilaria tenuistipitata
and Gracilaria perplexa (Gracilariales,
Rhodophyta)Phycol Res, 52: 244t254.

[6] MundzJ.,LopezA.C.C.PatifioR.and Robledo
D. 2006. Use of plant plant growth regulators
in micropropagation of kappaphycus alvarezii
(Doty) in airlift bioreactors.J. Appl Phycol,
18: 209218.

[7] HayashiL., YokoyaN.S, Kikuchi DM. and
Oliveira E.C 2008. Callus Induction and
Micropropagation Improved By Colchicine and
Phytoregulators in Kappaphycus alvarezii
(Rhodophyta, Solieriaceae)d. Appl. Phycol

20: 653 t 659.
[8] WangA., LiS and Duan D. 2006. Filament
induction in Halymenia sinensis

(Halymeniaceae, RhodophytaRot. Marina,
49: 352 t354.

ISSN. 20872852



Regenerasi Filamen Kalus K. alvarezii pada Berbagai ZPT Auksin dan Sitokinin

(Mulyaningrum, et al.)

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Kumar G.R.,Reddy C.R.K.and Jha B. 2007.
Callus induction and thallus regeneration
from callus of phycocolloid yielding seaweeds
from the Indian coastJ. Appl. Phycoll9: 15
t25.

RorrerGL. andCheneyD.P 2004 Bioprocess
engineering of cell and tissue culturder
marine seaweedsAquacultural Engineering
32 11t41

GasparT., KeversC, Penel C, Greppin H,,
Reid DM. and Thorpe TA. 1996. Plant
Hormones and Plant Growth Reguet In
Plant Tissue Culturdn Vitro Cell Dev. Biol.
Plant 32: 272t 289.

HuangY.,Maliakal S, CheneyD.P.and Rorrer
G.L.1998. Comparison of development and
photosynthetic growth for filament clump and
regenerated  microplantlet  culture  of
Agardhiella subulata (Rhodoypta,
Gigartinales)J. Phycol34: 893 t 901.

Mussio I. and Rusig AM. 2009.
Morphogenetic responses from praplasts
and tissue culture of Laminaria digitata
(Linnaeus) J. V. Lamouroux (Laminariales,
Phaeophyta): callus and thalleiike
structures regenerationd Appl Phycol, 21:
2551264

Bradley P.M. and CheneyD.P. 1990. Some
effects of plant growth regulators on tissue
cultures of the marine red algagardhiella
subulata (Gigartinales, Rhodophyta)
Hydrobiologia204/205 353360.

YokoyaN.S andHandro W. 1996. Effect of
auxins and cytokinins on tissue culture of
Grateloupia dichotoma (Gigartinales,
Rhodophyta).Hydrobiologia 326/327 393 t
400.

JEXxp. Life Sci. Vol.2 No.1,2012

ISSN. 20872852



Histologi Organ Hepatopankreas Kepiting Bakau pada Konsentrasi Sublethal Fenol
(Sari dkk.)

Histologi Organ Hepatopankreas Kepiting Bak&cylla seratapada
Konsentrasi Sublethal Feneébagai Peringatan DinEarly warning
Toksisitas Fendlli Estuaria

Alfi Hermawati Waskit&art*, Yenny RisjahiAgung Pramana WarMarhendr&

FakultasPerikanan dan limu Kelautabiniversitas Brawijaya
ZJurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu pengetahuan,Alaiaersitas Brawijaya

Abstrak

Fenol dan senyawa fenolik merupakan sadaktu xenobiotik yang menjadi salah satu faktor stres lingkungan pada
biota yang terpapar dan telah menjadi masalah lingkungan akibat dampak antropogenik lingkkingaantrasfenol
yang melebihi batas ambang ke dalam ekosistem perairan dapat mest@dior kimia bagi organisme akuatik,
termasuk kepiting bakauSgylla serata Teknik histologi juga merupakan salah satu metode umum yang dapat
digunakan untuk mengetahui efek sublethal polutan. Sebelum menetapkan konsentrasi sublethal, terlebih dahulu
dilakukan penentuan konsentrakiG, (96 jam). Berdasarkan data mortalitas daasil uji toksisitas akutGg (96 jam)
fenol terhadap kepiting bakais€ylla seratpyang danalisisdengan analisis probitiperolehkonsentrasiLG (96 jam)
sebesar 26 md™. Dari hasil tersebut kemudian ditentukan perlakuan konsentrasi subletvadl f(96 jam) yang
dilakukan, yakni perlakuan @,62 mg.L?"), B (6,5 mgL?), C(13 mgL?) serta kontrol. Hasil pengamatan pada akhir
perlakuandiketahuiterdapat perbedaan yang signifikan terhadap histologi organ insang dan hepatopankreas pada tiap
perlakuan dimana pada konsentrasi yang semakin tinggi menunjukkan kerusakan jaringan yang semakin terlihat jelas
pada hepatopankreas juga terlihgerubahanyang signifikanyang terlihat padaubulus hepatopankreatikkepiting
bakau §.seratg) yaitu vakuola lebih terbentukepitel tampak tidak teraturhilangnya bentuk bintang pada lumen

Kata Kunci fenol, hepatopankreassepiting bakau.

Abstract

Phenols and phenolic compounds is one of xenobiotics which became one of the environmental stress factors on
biota exposed and have become environmental problems due to anthropogenic environmental impacts. Phenol
concentrations that exceed the thresholdanthe aquatic ecosystem can be a chemical stressors to aquatic organisms,
including also for the mud crafScylla serata)Histological technique is also one of the common methods used to
determine the sublethal effects of pollutantsBefore setting subklal concentrations, first performed the
determination of the concentratioh G, (96 hours). Based on mortality data from the tessults of acute toxicity. Gy
(96 hours) phenol of mangrove craB §eratg are processed using probit analysis, obtained by concentraiigy(96
hours) at 26"ng.l_'1. From the results of treatment are then determined sublethal concentrations of phenol (96 hours) is
performed, ie, treatment A (1.6mg.l_'1), B (6.Emg.l_'1), C (B mg.l_'l) and control. Observations in the end of treatment
showed a significant difference to hepatopankreas organ histology in each treatment which at the higher
concentrations indicates that the more tissue damage visible on hepatopankreas also sefoasigchanges seen in
the tubules hepatopankreatik mangrove craB 6eratd the vacuole is more established, the epithelium appears
irregular, loss of star shape in the lumen

Keywords:Phenol, hepatopancreas, mangrove crab

PENDAHULUAN

Fenol dan senyawgenol dapat menjadi salah
satu bahan pencemar air yang masuk ke alam
dan masuk ke dalam perairanelalui limbah cair

fenol juga dapat berasal darpestisida non
spesifik, herbisida, bakterisida dan fungisi@i
maupun berasaldari berbagai proses industri
yang digunakan pada gasifikasi batubara dan

dari berbagai industri antara lain industri
batubara, manufaktur fenol, farmasi, resin, cat,
tekstil, kulit, petrokimia, pulpmill [1], limbah
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kilang minyal1]. Baku mutu yang sesuai dengan
ketentuan PP 82/2001, Sungai Kelasbikarnya
konsentrasi fenol maksimum yang diperbolehkan
adalah 0,001 mg'l [3]. Hadirnya fenolyang
melebihi batas ambang dalam ekosistem
perairan dapat menjadistresor kimia bagi
organisme akuatik, termasuk juga bagi kepiting
bakau yang hidup di ekosistem mudrd, oleh
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karena muara (estuaria) merupakandaerah
pertemuanantara air tawardari perairan sungai
dan air laut sehingga berpotensimengandung
bahan kimiaantropogenik. Hal tersebut dapat
terjadi dikarenakan fenol yang terdapat pada
limbah sungai padaakhirnya akan mengalir
menujumuara sebagakhirpembuangar5].
Kepiting bakau (Scylla spp.) merupakan
invertebratayang umumdigunakandalam studi
ekotoksisitas polutan dengan berbaganlasan
berikut (1) memilikidistribusiluas dilingkungan
muara yang dimanfaatkan sebagai daerah
pembibitan untuk pakan pertumbuhan dan
perkembangan(2) bersifatsemi pelagikdi alam
(3) sensitif terhadap polutan, (4) tersedia
sepanjang tahun sehingga meminimalkan
kesulitan yang terlibat dalam lokasi dan
pengambilan sampeldi lapangan (5) dapat
diaklimatisasikan pada kondisi laboratorium

dengan mudah [4]. Berdasarkan respon
organisme, terbagi dalam efek lethal dan
sublethal. Efek letal akan secara langsung

berdampak pada kematian individu dalam waktu
singkat pada satu kali kesempatan. Sedangkan
efek sublethal merupakan pengaruh bahan tkks
akibat perlakuan yang belum mematikan dalam
selang waktu yang cukup lanjé]. Konsentrasi
sublethal telah banyak digunakan untuk
mengevaluasi toksisitas polutan dalam air
berbagai organisme Untuk mengetahui efek
sublethal dari paparan bahan toksigerubahan
histologi pada organisme akuatik tersebut juga
merupakanbiomarkeryang sangat baik terhadap
toxican karena merupakan gambaran hasil
biokimia dan perubahan fisiologis Tanggapan
histositologi relatif mudah untuk menentukan
dan bisa berkaitan dergn kesehatanindividu
yang memungkinkan pengembangan monitoring
lebih lanjut[7].

Hepatopankreas yang merupakan organ
pencernaanpada kepitingyang juga memiliki
fungsi penting termasuk fungsi absorpsi yang
ditandai oleh sel mikrovili menunjukkan sebuah
penyerapan [8], sekresi enzim [9,10],
penyimpanan nutrisi, metabolisme tempat
sintesis  vitellogenin selain ovarium serta
detoksifikasi [8, 10]. Sebagai organ utama
detoksifikasi xenobiotik pada kelaskrustasea,
hepatopankreas sangat sensitif terhadap
perubahan fisiologis dan lingkungan [8].
Perubahan histologi pada organisme akuatik
tersebut merupakarbiomarkeryang sangat baik
terhadap toxican karena merupakan gambaran
hasil biokimia dan perubahan fisiologis Oleh
karena ity penelitian inibertujuan untukmenilai
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sejauh  mana konsentrasi sublethal fenol
terhadap perubahan histologi insang dan
hepatopankreas kepiting bakawS¢ylla seratp
sehingga diharapkan informasi inidapat
diintegrasikan sebagai salah satu sistem
peringatan dini(early warning) untuk memantau
sejauh manapencemaranfenol dalam perairan
dalam upaya untuk menghindari dampalang
lebih jauh padaekosistem perairan terutama
estuaria dan terlebih lagi terhadap populasi
manusia

METODE PENELITIAN
Aklimasi

Aklimasi Sebelum uji toksisitas, kepiting
bakau 6. seratg terlebih dahulu diaklimatisasi
kan dalamkondisilaboratorium selama €8 hari.
Kepithg uji yang berukuran panjang 9+0,5 cm
dan lebar 68,5 cm dengan berat rateata 65-75
gram dipelihara dalam aquariunkaca 40x2520

cm dengan volume 10 liter air laut o]Jv]sS ¢ ifA:U

kepadatan 10 ekor kepiting per akuariuni4].
Aklimatisasi tersebut dikondisi laboratorium
yang terkendali dengan aerasi konstan [12].
Kepitingbakaudiberi pakandenganmoluska dan
udang sekali sehari Pengisian air dilakukan
secara rutinsetiap 24 jam untuk menghindari
residu toksisitas Suhu, salinitasdan derajat
keasaman (pHylimonitor secara rutindemikian
juga dengan oksigen terlarut (D@Jotoperiodik
12 jam gelap dan 12 jam terargga diberikan.
Kondisi pasang surut disimulasikan di
laboratorium  dengan  meningkatkan  dan
menurunkan tingkatan air di dalam setiap durasi
12 jam[11].

Uji Toksisitag-enoldi Laboratorium

Setelah aklimsi dengan kondisi laboratorium,
uji toksisitas dilakukan untuk menentukan
konsentrasimedian (L¢y) fenol pada kepiting
bakau & serratgd. Penentuan L{ dilakukan
untuk mendapatkan nilai ambang batas
konsentrasi median toksisitas fenol pada kepiting
bakau. Masingmasing kepiting bakau dibagi
menjadi beberapa kelompok dan setiap
kelompokberisi 10 kepiting dalam ka@kuarium
berisi air laut salinitas 22 U ou §]P
replikasi. Larutan stok, dibuat konsentrasi fenol
yang diinginkanuntuk menentukan toksisitas
kepiting bakau. Selama uji toksisitas berlangsung,
tidak dilakukan pemberian pakaf]. Kepiting
secara rutin diperiksa mortalitasnya. Kepiting
yang mengalami kematian langsung dibuang
untuk menghindari toksisitas tambahan dan
kualitas air yang jeleKL2]. Data mortalitadiolah
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dengan regresi linier (Y=B)  untuk

mendapatkan nilai LGy (96 jam). Selama

perlakuan percobaan, wadah uji ditutupi oleh
tutup untuk mencegah pengeringan lewat
atmosfer[12].

Histologi OrgarHepatopankreas

Adapun pembuatan preparat histologi dan
histopatologi meliputi tahap parafinasi atau
embedding dengan langkah pertama adalah
pengirisanjaringandengan ukuran 0,35 cnf,
perendaman dalam larutan fiksf, yaitu
formalin 10% selama 24 jasampai tak terbatas,
diikuti denganperendaman dalam alkohol 70%,
80%, 90%95%, alkohol absolut I, bylol I, xylol
Il, masingmasing 2jam. Kemudian erendaman
dengan menggunakan parafin I, parafin Il selama
1 jam.Lalu proseeembeddingatau pemblokkan
dilakukan dengan cara memasukkan jaringan
dalam cetakan berisi parafin cair menggunakan
embedding machine "> / '
Pendinginan hingga mengeras dengan
menggunakarembedding machine.EICA 1150C
selanjutnya disimpan dalam suhu kamaasna
24 jam.

Tahap kedua adalah tahapaparafinasiyakni
pemotongan tok parafin yang berisi jaringan
dipotong dengan menggunakan mikrotom
dengan ketebalan 5 mikron. Lalu jaringan yang
terpotong diletakkan pada air hangat dalam
Tissue Float Bathuntuk mencegah hasil
pemotongan melengkung. Selanjutnya diletakkan
diatas gelas obyek lalu dikeringkan hingga
jaringan menempel sempurna pada permukaan
gelas obyek Kemudian dilakukan gncelupan
secara berturutturut pada larutanxylol I dan II;
alkohol @solut | dan II; alkohol 99%, 90%, 80%,
70% masingnasing selama 3 menit. Lalu
dilakukanpencelupan dalam aquadest selama 5
menit. Sedangkan tahapan ketiga adalagthap
pewarnaan tahapan ini dimulai dengan
pencelupandalam larutan pewarn&aematoxilin
sampai hasil terbaik, apabila warna terlalu pekat,
rendam beberapa detik dengan 1% HCL dalam
alkohol 70%, kemudian bilas dengan air mengalir
selama 530 menit dilanjutkan dengan proses
pewarnaan 1l dengan eosin selama3® menit
lalu bilas dengan akuadekemudian untuk
pengecatan mengunakawright dengan metode
yang sama denganhaematoxilin Tahapan
selanjutnya adalah ehidrasi yakni pencelupan
kembali secara berturdturut pada larutan
alkohol 70%, 80% selama 30 menit; alkohol 90%,
95% selama 1 menit ditlgutkan alkohol absolut I,

Il selama 1 menijt kemudian diikuti ahapan
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AERID ¢

clearingdengan proses gncelupan dalanxylol |
dan xylol Il selama 2 menitTahapan akhir dari
teknik histologi adalah mounting dimana
preparat di lem dengan menggunakaatbumin
meyer kemudian ditutup dengarcover glass
Hindari terjadinya gelembung. Lalu dibiarkan
dalam suhu ruangan sampai lem mengering,
kemudian diamati di bawah miskroskop

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Toksisitas Akut Lg(96 Jam) Bahan Toksik
Fenol Terhadap Kepiting Bakals 6erata)

Uji toksisitas akut L& (96 jam) fenol
terhadap kepiting bakau § seratd dilakukan
untuk menentukanlethal concentration50 %
digunakan lima perlakuan konsentrasi yang
berbeda yakniperlakuan A (16 mg'l), B (32
mg.L"), C (64mgL?), D (128mg.L") dan kontrol
(tanpa perlakuan). Pada uji toksisitas akut
tersebut, persentase mortalitas kepiting bakau
(S serata tertinggi adalah pada perlakuan D
(100%) kemudian diikuti perlakuan @0%o), B
(50%), A40%), dan K (0%). Berdasarkan
perhitungan dengan analisis probit maka dapat
diketahui nilai L& (96 jam) fenol terhadap
kepiting bakau $ seratd adalah 26mg.l_'l. Data
perhitungan penentuan konsentrasid,@96 jam)
fenol terhadap kepiting bakau S( seratd
berdasarkan analisis probit ditunjukkan pada
Tabell.

Tabell. Perhitungan penentuan konentrasi L& (96
jam) fenol terhadap kepiting baka(S Seratg
berdasarkan analisis probit

Konsentrasi Log Persen Nilai
(ppm) Konsentrasi Kematian (%) probit
16 1,2041 40 4,75

32 1,5051 50 5,00

64 1,8062 70 5,62
128 2,1072 100 8,09

Persamaan regresi yang dipé&eh dari data
diatas adalah % 3,5012X+0,0433 (r=0,8871). Nilai
LGo (96 jam) diperoleh dengan cara memasukan
nilai probit 5,00 (% kematian 50%) sebagai
variabel Y kedalam persamaan regresi tersebut,
sehingga didapatkan median konsentrasi letal
50% (L&) selama 96 jam fenol terhadap
kepiting bakau % seratg) sebesar 26ng.l_'1.

Uji Toksisitas Sublethal Fentérhadap Kepiting
Bakau G serata)

Konsentrasi perlakuan yang digunakan untuk
uji toksisitas sublethal tersebut mengacu pada
nilai LG-96 jam yang telah didapatkan dari uiji
toksisitas akut. Selama penelitian berlangsung
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pergantian media uji sehari sekali. Pemberian
pakan kepiting bakau(seratg dilakukan 2 kali
sehari, yaitu pagi dan sore. Kepadatan kepiting
uji adalah lima ekor kepitg bakau & serata per
unit percobaan, yang diisi 5 liter air payau
dengan salinitas sebesar 22 ppRarameter
kualitas air yang diamati adalah, oksigen terlarut
(DO), suhu dan derajat keasaman (pH) yang
diamati setiap hariPerlakuan pada ujioksisitas
sublethal adalah berdasarkan nilai sublethal atau
setengah nilai Lt96 jam ke seri tingkatan
konsentrasi yang lebih rendah. Konsentrasi fenol
yang digunakan untuk uji toksisitas sublethal
selama 7 hari adalah 1/16, 1/4 dan 1/2 dari-C
96 jam Jadi konsentrasi perlakuan pada uji

a.

toksisitas sblethal adalah sebagai berikut
kontrol (tanpa perlakuan), perlakuan A (1,62
mg.L"), perlakuan B (6,5ng.L"), perlakuan C (13
mgL"). Pengamatan yang dilakukan pada uii
toksisitas sublethal adalah hidtmi organ
hepatopankreas kepiting baka& geratg).
Histologi Organ Hepatopankreas setelah
Pemaparan Konsentrasi Sublethal Fenol

Berdasarkan pengamatan  di bawah
mikroskop cahaya tampak struktuumum dari
tubulus hepatopancreatik kepiting bakau $%
seratd) pada tiap perlakuan ditunjukkan oleh
Gambarl.

Gambarl. Gambaran histologi hepatopankreas kepiting bak8usératg setelah akhir perlakuan pemapar&onsentrasi
sublethal fenal Keterangan:a,b. Kontrol;c. Perlakuandengan fenol konsentrasi konsentrasi 1,6&L% d.
Perlakuandengan fenol konsentrasi konsentrasi 6f.L"; e. Perlakuandengan fenol konsentrasi konsentrasi 13

mgL’; Skala EW. i1 ...

Berdasarkan hasil pengamatan, terdapat
perubahan yang signifikanyang terlihat pada
tubulus hepatopankreatik kepiting bakau $.
seratg yang terpapar konsentrasi sublethal fenol
yang berbeda selama tujuh haribila
dibandingkan dengan kontrol (tanpa perlakuan)
Disamping itu jugaterlihat perbedaan pada
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masingmasing perlakuan. Perubahahistologi

yang terlihat pada organ hepatopankreas
kepiting bakau % seratg adalah membran

hepatopankreas tampak kusut dan vakuola lebih
terbentuk.  Selain  itu, epitel tampak
bergelombang, bahkan seperti tidak beraturan
dan pada konsentrasi sublethal fenol yang
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semakin tinggi, yakni perlakuan C (m@.I_'l) dan
bentuk bintang paddumen sudah tidak terlihat
jelas dan vakuola semakin terlihat jelas

Pembahasan

Hepatopankreas merupakan organ yang
sangatsensitif terhadap pengaruh pencemaran,
sehingga organ ini sering digunakan untuk
memonitor efek darberbagaitoksikan Efek dari
paparan beberapa perlakuan konsentrasi
sublethal fenol melalui teknikhistologis untuk
mengetahui perubahangaringanhepatopankreas
dari kepiting bakau § serata) di amati pada
penelitian ini. Teknikhistopatologi merupakan
teknik yang cepat, sensitif, handal dan relatif
murah sebagaialat penilaianterhadap respon
stres dari bahan toksikxenobiotik Perubahan

dan evaluasi manifestasi histopatologis
memberikan wawasan informasi terhadap
tingkat stres, kerentanan dan adaptif

kemampuan organisme menghadapi stres.
Perubahan histopatologis memberikegvaluasi
tingkat stres, kerentanan dan kemampuan
adaptif organisme terhadap stres, seperti halnya
pada organ hepatopankreas kepiting bakées (
seratd). Hal tersebutmenunjukkan bahwargan
tersebut sangatbereaksi terhadap perubahan
lingkungan13].

Sebagian besar toksikan masuk melaui darah
kedalam tubuh organime melalui alat
pencernaan yang kemudian diabsorpsi dan
dibawa ke hepar. Organ tersebut berfungsi
sebagai organ utama yang penting dalam
regulasi, metabodime dan detoksifikasi racun
oleh xenoliotik yang bersifat tksik Xenobiotik
atau senyawa asing didalam hepar dapat
mengalami  detoksifikasi tetapi juga dapat
dibioaktifkan menjadi lebih toksik. Fungsi hepar
tersebut dapat terganggu apabila ada gangguan
proses metabolisme karena adanya senyawa
bersifat racun, termasuk fenol yangecara
kuantitatif mempengaruhi  aktivitas enzim
metabolisme di zona heparUntuk itu hepar
memiliki peranan pentingsebagai penjelasan
profil metabolik fenol [14]. Pada organisme
kepiting, xenobiotik masuknelalui air, sedimen
ataupun makanan melalui insang kemudian
menumpuk pada organ kaya lemak yakni
hepatopankreas Hepatopankreas crustacea
memiliki banyak fungsi yang terkait seperti
halnya organ hati  maupun pankreas pada
vertebrata yang meliputi sintesisglan sekresi
enzim pencernaapn penyerapan nutrisi, dan
akumulasi gizi cadangan[15]. Hepatopankreas
tidak hanyamerupakanorgan pencernaanyang
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memiliki kemampuanpenyerapan pencernaan,
penyimpanangdan sekresitetapi juga besarsitus

di manabiotransformasidan detoksifikasalami
pada kelas krustasea. Rute toksik selama
metabolismemerupakan hal penting yang harus
diperhatikan menentukanpilihan organ untuk
mengamatiefek dari pengaruhxenobiotik serta
menunjukkan umum dan tanggapan khusus
untuk tertentu stres Hepatopankreas pada
dasarnyaterdiri tubulusbercabangdan berbagai
jenis lapisan sekepitel tubulus Oleh karena itu,
kemungkinan bahwa paparan bahan kimia
berbahaya (xenobiotik) akan tercermin dalam
perubahan struktur tubulus sel epitel [16].
Sehingga diharapkan informasi gambaran lesi
akibat efek toksik tersebut dapat menjadi
biomarker histopatologishistologicalbiomarkel)
sebagai upaya peringatan dineafly warning
pencemaran fenol yang mengancam estuaria.
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Penampilan Kandungan Protein Dan Kadar Lemak Susu Pada Sapi Perah
Mastitis Friesian Holstein

Puguh Suryowardojo

Jurusan Teknologi Hasil Peternakan, Fakultas PeterndkérersitaBrawijaya

Abstrak

Penelitian ini dilaksanakan di peternakan wilayah kerja Proyek Peternakan Sapi Perah GKSI Jawa Timur di Desa
Sawiran, Kecamatan Purwodadi, Kabupaten Pasuruan dan di Laboratorium Ternak Perah Fakultas Perternakan
Universitas Brawijayd ujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui penampilan kadar protein dan kadar lemak susu
Hasil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai
informasi tentang pentingnya melakukan pencegahanyakit mastitis sebagai salah satu faktor penyebab perubahan
kadar protein dan kadar lemak susu yang dihasilkéateri penelitian adalah sampel susu dari kuartir ambing 30 ekor
sapi perah (120 puting) laktasi, dengan bulan laktasi 2 sampai 3 danttiagkesi 2 sampai 3. Metode penelitian yang
digunakan adalah study kasus. Observasi langsung dilapang yang dilakukan untuk mengetahui tingkat mastitis pada sapi
perah berdasarkarCalifornia Mastitis TesCMT). Dan untuk menguji kadar protein dan kadandk dilakukan di
Laboratorium Ternak Perafdasil penelitian menunjukkan bahwa puting sapi perah sampel berada pada tingkat nol
sebanyak 5 ekor (16,67 %) dan yang terkena mastitis sebanyak 25 ekor (83,33 %). Tingkat mastitis dan protein serta

pada tingkat mastitis yang berbeda pada sapi perah.

lemak susu me %o pv G ]
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semakin tinggi tingkat mastitis maka kadar protein dan lemak susu semakin memigsimpulan dari penelitian ini
adalah semakin tinggi nilai mastitis maka &agdrotein dan kadar lemak susu semakin menurun sebesar 53 % dan 33 %.
Dari penelitian ini dapat disarankan agar peternak lebih menjaga kesehatan lingkungan untuk mencegah berjangkitnya

penyakit mastitis pada peternakan tersebut.

Kata Kuncifriesian Hokein, mastitis, lemak susu, protein

Abstract
The study was carried out in the GKSI livestock of dairy cows East Java in Sawiran village, Pasuruan Regency and also
at the Laboratory of Dairy Animal, Faculty of Animal Husbandry Brawijaya University.The objective of the study was to
find out the perfomance of mastitis level in protein and fat content of milk dairy cows in GKSI farm East Java. It was
expected the results of this study could be used as an information on the importance role of preventing mastitis disease
as one of the factor cause of chga of protein and fat content of milk productioithe materials observed were milk
samples from 30 milking cows, with two to third month of lactation and two to third stage of lactation. The method of
research is case study. Field observation have beee tb determind mastitis in cadence based @alifornia Mastitis
Test(CMT). The protein content of milk was determined using formol titration method and fat content of milk was
determited by gerber method at the Laboratory of dairy animal.. The data weatysed using simple Corelation and
Regressionlt was found that 5 cows (16.67%) were in mastitis level zero and 25 cows (83.33 %) infected of mastitis.
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the protein procentages and milk fat can be lower. It was conclude that mastitis level significantly decreased protein
and fat content of milk by 53 % and 33 % respectively. The dairy cows were mastitis infected are F3&® %is
research can be suggested that farmers should be able to keep healthy environment in order to protect mastitis

diseases in their farm.

Keywords:Fat Milk,Frisian HolsteinMastitis, Protein
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pekerjaan kepada petani ternalbewasa ini di

negaranegara yang sudah maju maupun di
negaranegara yang sedang berkembang
(termasuk di Indonesia), sapi perah merupakan
sumber utama penghasil susu yang mempunyai
nilai gizi tinggi. Walaupun ada pula susu yang
dihasilkan oleh ternak lain misalnya kerbau,
kambing, kuda dan domba, akan tetapi
penggunaannya dimasyarakat tidaklah sepiep

susu sapi perah. Sapi perah mempunyai
karakteristik yang lebih baik dari ternak lain
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dalam hal efisiensi mengubah pakan menjadi
protein hewani dan kaloriEfisiensisapi perah
dalam mengubah pakan menjadi protein hewani
dankalori, hingga saat ini belum tertandingi oleh
hewan jenis lainnya. Dengan produksi susu 4.500
liter pertahun, sapi perah mampu menyediakan
zat t zat makanan bagi manusia sama dengan
dua ekor sapi jantan kebiri yang beratnya masing
t masing 500 kg. Denggrertimbangan tersebut
maka dapat dikatakan bahwa sapi perah
merupakan ternak unggul dan efektif mempunyai
peran dalam mencukupi kebutuhan protein
hewani bagi masyarak#t].

Faktor penghambat produksi susu pada usaha
peternakan sapi perah adalah timbulnya kssu
penyakit pada ternak. Penyakit yang paling sering
muncul dalam usaha ternak perah adalah
Mastitis. Mastitis atau radang kelenjar susu
merupakan kasus yang sering terjadi pada
peternakan sapi perah. Mastitis sangat
merugikan peternak, karena sapi perahnga
terkena mastitis akan mengalami penurunan
produksi susu, dan kualitas susu yang dihasilkan
juga rendah. Selain itu adanya penyakit mastitis
akan menambah biaya perawatan dan biaya
pengobatan untuk kelangsungan produksinya.
Tingginya kasus mastitis seginterjadi akibat
manajemen pemeliharaan yang kurang baik.

Mastitis adalah suatu peradangan pada
tenunan ambing yang dapat disebabkan oleh
mikroorganisme, zat kimia, luka termis ataupun
luka karena mekanis. Peradangan ini dapat
mempengarti komposisi susu antara lain dapat
menyebabkan bertambahnya protein dalam
darah dan sel darah putih di dalam tenunan
ambing, serta menyebabkan penurunan produksi
susu[2]. Umumnyaradang ambing disebabkan
oleh bakteri Staphybcoccus aureus dan
Streptococcus agalactiaedan bakteri tersebut
dapat berpindah dari kuartir yang terinfeksi ke
kuartir yang sehat dengan melalui tangan
pemerah atau kain pembersih ambing serta alat
alat lainnyd3].

Mastitis pada sapi perah ada dua magam
yakni mastitis subklinis dan klinjs]. Selama ini
pengetahuan peternak hanya terbatas pada
mastitis klinis, karena perubahan susu yang
dihasilkan dapat diamati secara langsung, yaitu
susu terlihat menggumpal atau cair, dan terdapat
darah atau nanah. Sengkan mastitis subklinis
tidak dapat dilihat perubahannya secara
langsung, sehingga perlu pengujian khusus, salah
satunya dengan metod€alifornia Mastitis Test
(CMT).
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Mastitis pada sapi perah telah mengakibatkan
kerugian yang sangat besar bagi peternekrena
disamping jaringan ambing ternak yang
bersangkutan rusak juga susu yang diproduksi
tidak dapat dijual, karena telah rusak dan
tercemar oleh  mirkoorganisme. Keadaan
resistensi sapi perah terhadap mastitis ini sangat
bervariasi, sehingga masih  dingkinkan
dilakukan seleksi terhadap indukduk yang
resisten[4].

Penelitian ini dilakukan di Proyek Sapi Perah
FH GKSI Jawa Timur berada di Desa Sawiran
Kecamatan Purwodadi Kabupaten Pasuruan
merupakan proyek pengembangan sapi perah
sebagai percontohandgerasi Persusuan di Jawa
Timur yang berdiri sejak tahun 2000. Lokasi
tersebut terletak kirakira 12 km sebelah Timur
dari jalan raya.

Ratarata suhu kandang di peternakan ini
adalah sekitar 19,3°C pada pagi hari, 25,9°C pada
siang hari, dan 22,9°C pada sore hdmumnya
sapi perah yang dipelihara di Indonesia adalah
bangsa sapi FH. Sapi tersebut berasal dari
Bdanda yang memiliki lingkungan hidup dengan
temperatur antara 13° C sampai 23[5¢

Ratarata kelembaban relatif kandang adalah
sekitar 61,37% pada pagi hari, 76,17% pada siang
hari, dan 58,30% pada sore hari. Kelembaban
udara tersebut termasuk cukup ideal ad
pemeliharaan sapi perah laktemilalah 60t 80%.
Kelembaban yang tinggi dapat merangsang
tumbuhnya mikroorganisme penyebab penyakit
ternak. Ternak yang terserang penyakit akan

mengalami  penurunan nafsu makan dan
berakibat pada menurunnya  kecepatan
pertumbuhan([6].

Luas areal peternakan secara keseluruhan
adalah 1,5 Ha. Jarak kandang dengan rumah
penduduk terdekat sekitar 50 meter. Jarak ini
cukup ideal untuk sebuah peternakan karena
tidak begitu mengganggu lingkungan sekitar.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
perorman kandungan protein dan kadar lemak
susu pada sapi perah yan terinfeksi mastitis. Hasil
penelitian diharapkan dapat dimdaatkan
khususnya sebagai bahan informasi kepada
petani peternak sapi peraltentang performan
kandungan protein dan kadar lemak susu pada
sapi perah yang terinfeksi mastitis.

METODE PENELITIAN
Lokasi Penelitian

Penelitian lapang dilakukan di Proyek Sapi
Perah FH GKSI Jawa Timur Desa Sawiran
Kecamatan Purwodadi Kabupaten Pasuruan.
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Pengukuran kandungan protein dan kadar lemak
susu dilaksanakan di Laboratorium Ternak Perah,
Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya

Metode dan Materi Penelitian

Metode penelitian menggunakan metode
studi kasus dan penentuan sampel sapi perah
secara purposive sample. Purposive sample
adalah semua sapi perah yang termasuk dalam
kriteria yang telah ditentukan, yaitu sapi perah
dengan ingkat laktasi 2t 3, dan bulan laktasi 2
3 yang dapat dipakai sebagai anggota sampel
sebanayak 30 ekor.

Pengambilan sampel susu diambil pada waktu
pemerahan pagi dan sore hari. Pengujian CMT
dilaksanakan secara langsung di lapangan,
sehingga apabila dikukan pada sore hari dengan
cahaya yang cukup terang akan didapat hasil
yang akurat. Untuk uji mastitis, sebanyak dua
pancaran pertama dibuang, pancaran kedua dan
pancaran ketiga dari masingasing puting
ditampung pada paddl&emudian ditambahkan
reagenyang kirakira sama jumlahnyaReagen
tersebut terdiri dari alkyl aryl sulfonate 3 %,
NaOH 1,5 % dan indicator Broom Kresol Purple.
Setelah ditambahkan reagen, paddle dan isinya
diputar perlahanlahan secara horizontal selama
10 detik.

Pengambilan sampeslusu dari masingnasing
sapi perah dimasukkan ke dalam botol sampel,
selanjutnya di bawa ke laboratorium untuk uji
kualitas susu, salah satunya uji kandungan
protein dan kadar lemak susu.

Penentuan Kandungan Protein dan lemak Susu

Penentuan kandungan prein dilakukan
dengan cara formol titration, menurut
Anonimous [7] dan  Prawesthirinidkk. [8].
Penentuan kadar lemak susu dengan metode
gerber menurut SNB].

Penentuan Tingkat Mastitis
Penentuan  tingkat mastitis  menurut
pendapatSubronto[10] sepertipada Tabel 1.

Analisis Data

Metode yangdigunakan untuk mengetahui
keeratan hubungan antara nilai mastitis
berdasarkan CMT dengan kadar protein dan
lemak susu adalah dengan menggunakan analisis
korelasi dan regresi sederhana dan untuk
mengetahui  besar  pengaruhnya  dengan
koefisien determinasiRz) [11] dan analisis ragam
[12].
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Tabel 1.Interpretasi berdasarkan CMT

Estimasi
Simbol Arti Reaksi jumlah sel
per ml susu
- Negatif Tidak ada tanda <10.000
tanda presipitasi 200.000
Sedikit terjadi
T Trace presipitasi 150.000
Presipitasi tampak 500.000
1 Positif nyata, tetapi belum 400.000
lemah terbentuk gel 1.500.000
Campuran
mengental,
2 Positif  terbentuk gel 800.000
nyata Gel yang 5.000.000
menyebabkan
3 Positif permukaan lebih
Kuat menjadi cembung  5.000.000

HASIL DAN PEMBAHASAN
Mastitis pada Sapi Perah

Sapi perah yang mempunyai kemampuan
mempertahankan  produksi  susu  setelah
mencapai puncak laktasi lebih baik dari pada sapi
yang cepat turun produksi susunya, karena
produksi susu sapi perah setiap harinya
berangsurangsur meningkat sampai puncak
dalam wakt kurang lebih dua bulan setelah
beranak, kemudian konstan sampai bulan laktasi
ketiga, setelah itu produksi susu akan berangsur
angsur turun sampai akhir laktd4i].

Hasil pengujian mastitis dengan meto@&T
pada susu sapi perah diperoleh bahwa sapipe
yang terkena mastitis sebanyak 25 ekor, lihat
Tabel 2.

Tabel 2 Ratarata nilai mastitis berdasarkan uji CMT pada
susu sapi perah
Ratarata nilaiMastitis  Jumlah Sapi (%)

0 5 16.67
0,25 1 3.33
0,5 1 3.33
0,75 2 6.66

1 4 13.33
1,25 2 6.66
15 4 13.33
1,75 1 3.33

2 4 13.33
2,25 3 10.00
2,5 2 6.66
3,75 1 3.33

Terjangkitnya mastitis pada sapi perah dapat
disebabkan oleh beberapa hal, antara lain:

1. Kebersihan  tempat, peralatan dan
kebersihan sapi yang biasanya kurang
mendapat perhatian, hal ini terlihat dari sisa
pakan yang masih tercecer dan kotoran sapi
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yang masih
kandang.

2. Kebersihan sapi sebelum diperah yang belum
dibersihlan atau dimandikan. Hal ini tidak
sesuai dengan pendapat Anonim[§ yang
menyatakan bahwa sapi perah yang akan
diperah harus dalam keadaan bersih, semua
sapi yang akan diperah harus dimandikan
terlebih dahulu seperti bagiahagian lipatan
paha, ambing dn puting.

3. Setelah pemerahan selesai, ambing dan
puting tidak dibersihkan. Menurut Siregi
sebelum dan sesudah pemerahan ambing
dan puting harus dicuci dengan air hangat
hangat kuku, khusus puting setelah
dibersihkan harus sebaiknya dicelupkan ke
dalam air yang telah dicampur dengan
biocid.

4. Pemerahan puting yang tidak terinfeksi dan
yang terinfeksi tidak dibedakan, puting yang
terinfeksi terkadang dilakukan pemerahan
terlebih dahulu, sehingga dapat menjadi
penyebab tertularnya mastitis ke ternak
yang sehat melalui tangan pemerah.

menempel pada dinding

Mastitis dikenal sebagai infeksi atau
peradangan pada ambing. Mastitis adalah suatu
peradangan pada tenunan ambing yang dapat
disebabkan oleh mikroorganisme, zat kimia, luka
termis ataupun luka karena mekari#.

Mastitis pada sapi perah telah mengakibatkan
kerugian yang sangat besar bagi peternak, karena
disamping jaringan ambing ternak yang
bersangkutan rusak juga susu yang diproduksi
tidak dapat dijual karena telah rusak dan
tercemar oleh  mirkoorganisme. Keadaan
resistensi sapi perah terhadap mastitis ini sangat
bervariasi, sehingga masih  dimungkinkan
dilakukan seleksi terhadap indikduk yang
resisten [4]. Sesuai dengan pendapat diatas,
Dinas Peternakan Jakarta Baja4] berpendapat
bahwa pencegahan mastitis apat dilakukan
melalui penerapan kebersihan kandang, badan
sapi, peralatan, tukang perah dan penggunaan
bahanbahan antiseptik sebagai pencuci ambing
pada saat sebelum maupun setelah pemerahan,
pemerahan dilakukan secara tuntas, mengisolasi
sapi yang terjagkit mastitis untuk segera
dilakukan pengobatan. Selain itu perlu dilakukan
pencelupan puting susu setelah pemerahan
kedalam antiseptik selama kurang lebih 1 menit.

Hasil penelitian diperoleh bahwa adanya
tingkat nol hasil pemeriksaan mastitis pada sapi
perah menunjukkan adanya upaya pencegahan
penyakit mastitis oleh pihak GKSI Jawa Timur.
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Salah satu pencegahan penyakit ini adalah
dengan melaksanakan tatalaksana yabaik
pada kandang dan pemerahan serta sanitasialat
alat perah dan sekitar kandang, hal ini sesuai
dengan pendapabinas Peternakan Jakarta Barat
[14].

Terjadinya mastitis sapi perah sebanyak 25
ekor merupakan salah satu indikator manajemen
pemerahan g@ng kurang baik. Menurut
Sarwiyono dkk[15], di Indonesia ada tiga cara
pemerahan yang dapat dilakukan secara manual,
yaitu : Whole hand, Kneveledan Strippingatau
Strippen  Proses pemerahan dapat diakhiri
apabila susu sudah tidak dapat keluar lagiidar
ambing atau jika kecepatan susu sudah sangat
lambat, yaitu : 0,5 liter per menit.

Di karenakan mastitis pada tingkabub
Clinical tandattanda keabnormalan susu tidak
dapat dilihat secara kasat mata, maka pada
setiap ternak sapi perah perlu dilakukani uj
secara rutin untuk mendeteksi kemungkinan
terjangkitnya mastitis.

Menurut  Hidayat dkk. [16] bahwa
berdasarkan gejalanya dapat dibedakan antara
mastitis Kklinis dan subklinisMastitis klinis
meliputi :

X Akut, ditandai dengan ambing
membengkak,panaskemerahan, nyeri bila
diraba dan perubahan fungsi. Dengan kondisi
umum ternak tidak mau makan. Perubahan
pada susunya yaitu susu memancar tidak
normal, bening atau encer; kental,
menggumpal atau berbentuk seperti mie;
warna berubah menjadi semu kuning,
kewmklatan, kehijauan, kemerahan atau ada
bercakbercak merah.

X Kronis, ditandai dengan ternak terlihat
seperti sehat, ambing teraba keras, peot dan
mengeriput serta puting peot.

Sedangkan mastitisub klinis merupakan
peradangan pada ambing tanpa ditemukasjaga
klinis pada ambing dan air susu :

X Ternak terlihat seperti sehat : nafsu makan
biasa dan suhu tubuh normal

X Ambing normal

X Susu tidak menggumpal dan warna tidak
berubah

Nilai Mastitis Berdasarkan Metode CMT dengan
Kandungan Protein Susu
Hasil perhitungan
kandungan

menunjukkan
perah susu

yang
protein susu sapi
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menurun dengan meningkatnya tingkat mastitis
seperti pada Tabel 3.

Tabel 3.Ratarata kandungan protein susu sapi perah
sampel pada berbagai ratata nilai mastitis berdasarkan

nilai CMT

No Ratarata nilai Banyak  Rata2 kdr protein

mastitis sampel susu (%)
1 0 5 3,80 £ 2,50
2 0,25 1 3,13
3 0,5 1 3,16
4 0,75 2 3,13+ 3,10
5 1 4 2,89+254
6 1,25 2 2,87 + 2,86
7 1,5 4 2,81+2,02
8 1,75 1 2,27
9 2 4 2,94 + 2,03
10 2,25 3 2,57 £2,08
11 2,5 2 2,50+ 2,25
12 3,75 1 1,59

Berdasarkan Tabel 3. diatas ratta kadar
protein yang terendah terdapat pada sampel
susu dengan rataata nilai mastitis 3,75. Susu
yang diperoleh dari sapi perah yang terkena
mastitis akan mengalami penurunan kadar
protein susu. Hal ini dapat disebalvkaoleh
adanya peradangan pada kelenjar susu akibat
adanya pertumbuhan bakteri. Komponen susu
termasuk didalamnya protein susu di bentuk di
kelenjar susu yang terdiri dari alveolus. Setiap
alveolus terdiri dari sel epithel yang merupakan
selsel sekresi sws Setelah mikroorganisme
berhasil masuk ke dalam kelenjar, dalam waktu
singkat akan membentuk koloni dan menyebar
ke lobuli dan alveoli. Oleh karena adanya kerja
mikroorganisme akan menyebabkan perubahan
komposisi susu yang ada di dalam kelenjar susu
hingga susu menjadi rusaklO]. Sesuai juga
dengan pendapat Taylofl7] bahwa infeksi
mastitis dapat menyebabkan kerusakan pada luar
jaringan kelenjar susu, yang dikenal sebagai sel
epitel. Di mana sintesis protein terjadi dalam sel
epitel, dikontrol oleh genyang mengandung
bahan genetik yaitu DNA. Kerusakan ini
meningkatkan ion sodium dan klorid yang dapat
lepas ke dalam kelenjar susu. Peningkatan total
protein dapat menyebabkan meningkatnya
serum protein yang masuk ke dalam susu melalui
darah, seperti halny produksi susu menurun
lebih cepat dibandingkan sintesis proteBintesis
protein terjadi di ribosoma dimana terdapat
mMRNA yang dalam beberapa hal terikat dengan
rRNA. Asam amino dibawa ketempat ikatan ini
oleh tRNA aminoacyRNA makin bertambah
molekuhya. Antikodon dari tRNA mengenal
kodon dan menempatkan asam amino pada
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posisi permulaan. Pada sat ribosom bergerak
melelui kodon, suatu amino acyl tRNA yang baru
bergerak menempati posisinya. Pada saat yang
bersamaan ikatan peptide antara grup karboksil
dari satu asam amino dan grup amino dari asam
amino kedua terbentuk. Sesudah ikatan peptida
terbentuk maka tRNA dibebaskan kedalam
cytoplasma sehingga dapat mengikat asam
amino lainnya. Pada sisi yang lain, kasein yang
merupakan jenis protein yang lain akarenurun
bila produksi susu menurun. Peningkatan serum
protein diharapkan menutupi kekurangan akibat
menurunnya kadar kasein.

Y = 3,210t0,399X
R=0,53

Gambar 1. Pengaruh antara ratsata nilai mastitis
terhadap kadar protein susu

Gambar 1 menunjukkan adanya pengaruh
yang linier negatif antara tingkat mastitis dengan
kadar protein susu yaitu r<=0,726 yang berarti
bahwa semakin tinggi nilai mastitis maka kadar
protein susu semakin rendah. Sedangkan
koefisien determinasi menunjukkan adidaknya
pengaruh mastitis terhadap kadar protein susu.
Nilai R? = 53 % berarti menurunnya kadar protein
susu sapi perah di peternakan dipengaruhi oleh
terjadinya mastitis sebesar 53 %.

Berdasarkan hasil analisis statistik
dengan menggunakan metode korsla dan
regresi serta hasil analisis sidik ragam F hitung > F
tabel menunjukkan bahwa adanya pengaruh
yang sangat nyata antara mastitis dengan kadar
% E}S v epeuX %o UV %o (E* U V
3,210 t 0,399X dapat dijadikan sebagai alat
penduga nilai Y (kad protein susu), bila X (nilai
mastitis) sudah diketahui.

Nilai Mastitis Berdasarkan Metode CMT dengan
Kadar Lemak Susu

Hasil perhitungan menunjukkan bahwa kadar
lemak susu sapi perah menurun dengan
meningkatnya tingkat mastitis. Berdasarkan
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Tabel 4 rata-rata kadar lemak yang terendah
terdapat pada sampel susu dengan ragda nilai
mastitis 1,75. Subrontfil0], menyatakan bahwa
setelah mikroorganisme berhasil masuk ke dalam
kelenjar, mikroorganisme akan membentuk
koloni yang dalam waktu singkat akan myebar

ke lobuli dan alveoli.

Tabel 4. Ratarata kadar lemak susu sapi perah pada
berbagai jumlah tingkat mastitis

No Ratarata Banyaknya Rata2 kdr
nilai mastitis sampel lemak susu (%)

1 0 5 49+28
2 0,25 1 33

3 0,5 1 3

4 0,75 2 32+31
5 1 4 43+2,6
6 1,25 2 27+26
7 15 4 42+25
8 1,75 1 2,1

9 2 4 28+23
10 2,25 3 28+23
11 2,5 2 2,6

12 3,75 1 2,5

Pada saat mikroorganisme sampai ke mukosa
kelenjar, tubuh bereaksi dengan memobilisasikan
leukosit. Karena adanya kerja mikroorganisme
akan menyebabkan perubahan susu yang ada di
dalam kelenjar mammae hingga susu menjadi
rusak. Selanjutnya rusaknya kelanjmammae
akan merangsang timbulnya reaksi jaringan
dalam bentuk peningkatan sel di dalam kelenjar
susu. Oleh karena adanya radang maka produksi
susu akan berkurang dan menyebabkan susunan
susu mengalami penurunan, termasuk adanya
penurunan kadar lemak sus&esuai juga dengan
pendapat Shiddieqy[18] bahwa lemak susu
dikeluarkan dari seépitel ambing dalam bentuk
globula lemak fat globule yang diameternya
bervariasi antara 0,1 15 mikron. Globula lemak
tersusun atas globula trigliserida yang dikelilingi
membran tipis yang dikenal dengadat Globule
Membran (FGM) atau membran globula lemak
susu. Komponen utama dalam FGM adalah
protein dan fosfolipid ghospholipij. FGM salah
satunya berfungsi sebagai stabilisator globula
lemak susu dalam emulsi dengan kaidencer
(aqueou3 dari susu, karena susu sapi
mengandung air sekira 87%. Peradangan
menyebabkan lambatnya sintesis lemak sehingga
konsentrasi lemak turun dan juga berkurangnya
produksi susu.

Gambar 2 menunjukkan adanya pengaruh yang
linier negatif antaa tingkat mastitis dengan
kadar lemak susu yaitu r-=0,576 yang berarti
bahwa semakin tinggi nilai mastitis maka kadar
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lemak susu semakin rendah. Sedangkan
koefisien determinasi menunjukkan ada tidaknya
pengaruh mastitis terhadap kadar protein susu.
Nilai R2 = 33 % berarti menurunnya kadar lemak
susu sapi perah di peternakan wilayah kerja
Proyek Sapi Perah GKSI Jawa Timur dipengaruhi
oleh terjadinya mastitis sebesar 33 %.

Y = 3,484t 0,398X
R=0,33

Gambar 2. Pengaruh antara rateata nilai mastitis
terhadap kadar lemak susu

Berdasarkan hasil analisis statistik dengan
menggunakan metode Kkorelasi dan regresi serta
hasil analisis sidik ragam F hitung > F tabel
menunjukkan bahwa adanya pengaruh yang
sangat ngpta antara mastitis dengan kadar
% E}S ]Jv espeuX %o UV %o Ee U V
3,484 t 0,398X dapat dijadikan sebagai alat
penduga nilai Y (kadar lemak susu), bila X (nilai
mastitis) sudah diketahui.

KESIMPULARAN SARAN

Hasil persentase sapi perah sampéng sehat dan
terkena mastitis di peternakan sebesar 16,67 % (5
ekor) dan 83,33 % (25 ekoiYlastitis mempengaruhi
penurunan kadar protein susu sebesar 53% serta kadar
lemak susu sebesar 33 Milai mastitis mempunyai
pengaruh yang linier negatif deng&adar protein dan
lemak susu, yaitu semakin tinggi nilai mastitis maka
kadar protein dan lemak susu semakin menurun.

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa mastitis
dapat menurunkan kadar protein dan lemak susu,
sehingga disarankan kepada petani terrsapi perah
untuk menjaga kondisi lingkungan ternak perah, agar
tidak mudah terinfeksi penyakit mastitis.
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Analisis Titer AntibodBovineZona Pellusida 3 (AnbZP3) Hasil Induksi
BovineZona Pellusida 3o¢ZP3)pada KergdMacaca fascicularis

Maris Kurniawatfi Sutiman B. Sumitfo po vv]{ u

1Program Pasca Sarjana Universitas Brawijaya Malang
2 Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang

Abstrak

Zona pellusida 3 merupakan molekul glikoprotein yang berfungsi sebagai reseptor primer spermatozoa dalam
proses fertilisasi.Bovine zona pellusida 3 bZP3) dapat dikembangkan sebagai target antigen untuk vaksin
imunokontrasepsi. Efektivitas kerja antibodi sangat dipengaruhi oleh titer antibodi. Tujuan dilakukan penelitian ini
adalah mengetahui profil titer antibodiovinezona pellugla 3 (antibZP3) hasil induk&iovinezona pellusida 3bZP3)
pada kera Kacaca fascicular)s ImunisasibZP3 pada keraMacaca fascicular)sdilakukan secara sub kutan (SC)
menggunakan CFA Ju% 0 § & @E uv [) untik Anundsasi pertama dan IFAV Ju% 0 & &@E pv Je
untuk imunisasibooster 1 dan booster 2. Serum dipanen sebanyak 4 kali setetadoster 1 dan 2.Hasil analisa
menunjukkan berat molekul anbZP3 dari kera adalah 160 kDa. Titer naik mulai minggu ketiga hingga kelima dan turun
lagi setelah minggu keenam setelah imunisasi pertama (minggu pertama hingga keempabgasteapertama) dan
titer naik kembali pada minggu ke tujuh hingga kesembilan serta turun pada minggu ke sepuluh setelah imunisasi
pertama (minggu pertama hingga kampat pascabooster kedua). Titer antibodi tertinggi dicapai pada minggu
kesembilan pasca imunisasi pertama atau minggu ketiga feszsterkedua.

iuA v

Kata kunci:bZP3 imunokontrasepsiViacaca fascicularigona pellusida

Abstract

Pellicida Zone 3 is a glycoprotein molecule that funcédnas the primary receptor of spermatozoa in the
fertilization process Bovine zora pellucida 3 (©ZP3) can be developed aan antigen target for vaccine
immunocontraception. Effectiveness of the antibody strongly influenced by the antibody titer. The purpose of this study
was to determine the profile of bovinanti-bZP3titers from the induction ofbZP3in monkeys Macaca fascicular)s
Immunizationof bZP3 in monkeysonductedvia sub-cutaneous (SC) using CR2oifhplete Freund's Adjuvdnfor the
first immunizaion and IFAlacomplete Freund's Adjuvagrfor immunizatiorbooster landbooster 2 Serum harvested 4
times after theboosterl and 2 . The analysis shoti® molecular weightof monkeyf anti-bZP3is 160 kDa Titer rise
beganat the third until the fifth week and decreaseagain after the sixth week after the first immunization (first to
fourth week after the firsboostel) and titers rose back iseverih to ninth weekanddecreasdan tenth weeks after the
first immunization (firsto four weekafter the secondooste)). The highest antibody titers achieved in the ninth week
after the first immunization or three weeks after the secdmbster

Keywords bZP3 immunocontraception, Macaca fascicularigonapellucida

PENDAHULUAN

Fertilisasi merupakan proses biologi dasar
yang melibatkan interaksi sekl sperma dan sel
sel telur. Metode kontrasepsi dapat dilakukan

Rekayasa penghambatan fertilisasi dapat
dilakukan dengan cara mengganggu fungsi
reseptor sperma yang ada pada permukaan zona
pellusida. ZP dari spesies yang heterolog

dengan cara mencegah fertilisasi. Fertilisasi pada
mamalia melibatkan bagian oosit yang disebut
zona pellusida (ZP) vyaitu suatu matrik
ekstravaskuler yang menyelubungi oosit dan
mempunyai fungsi penting dalam proses
fertilisasi dan tahap awal perkembangan
embrionik[1].

Alamat korespondensi:

Aulanni pm

Email : aulanibiochem@yahoo.com

Alamat : Program Pasca Sarjana Universitas Brawijaya
Malang
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menimbulkan reaksi imun yang kuat dan antibodi
zona pellusida (anZP) dapat menghambat
fertilisasi [2]. Hal ini merupakan dasar
pendekatan imonologi untuk menghasilkan
vaksin kontrasepsi yang aman, ekonomis dan
reversibel[3]. Hanya ada dua jenis glikoprotein
yang berperan dalam proses fertilisasi yaitu ZP2
dan ZP3. ZP3 s@h berperan serta sebagai
reseptor primer spermatozoa juga dapat
menginduksi reaksi akrosom, sedangkan ZP2
berperan sebagai reseptor sekunder untuk
menjaga terikatnya spermid].
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Menurut Bagavantet al. [5] hasil studi
menggunakan ZP sebagai imunogen ternyata
menimbulkan antibodi dan dapat mencegah
fertilisasi secarain vivq tetapi diikuti oleh
kerusakan ovarium mulai dari primordial volikel
sampai volikel yang telah berkembang. Namun
hal ini dapat diminimbsasi dengan pemberian
imunisasi ZP3 murni. Penelitigrang dilakukan
AHUlSE} v po[6y wdlihumenetapkan
bahwabovineZP3 pZP3) sebagai antigen spesifik
yang diisolasi dari oosit sapi dapat menghambat
fertilisasi yang bersifat reversibel dan kfié
dalam merangsang terbentuknya antibobZzP3
(anti-bZP3). Titer antibodi sangat dipengaruhi
oleh konsentrasi antigen serta spesies hewan.

Bagavanet al. [5] melaporkan bahwa antigen
zona pellusida efektif digunakan untuk
imunokontrasepsi dalam berbaggenis hewan.
Bovinezona pellusida digunakan sebagai antigen
karena antibodi yang dihasilkan mempunyai
kemampuan yang cukup besar bereaksi silang
dengan zona pellusida spesies mamalia seperti
tikus dan kelinci. Efek anti fertilitas dari imunisasi
aktif dengan antigerbZP3 telah ditunjukkan pada
beberapa model hewan. Dalam penelitian ini
akan dilakukan induksbZP3 berbasis vaksin
imunokontrasepsi pada hewan coba dari spesies
anggota ordo primata yaitu kelompok kera
(Macaca fascicular)s yang diperkirakanlebih
mendekati manusia.Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui profil titer antibodibovine
zona pellusida 3 (anbiZP3) hasil indukdiovine
zona pellusida 3 bgP3) pada keraMacaca
fascicularis.

METODOLOGI
Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium Biologi
Molekuler dan Laboratorium Biokimia, Jurusan
Kimia  Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, serta
Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokteran,
Universitas Brawijaya, Malang

Bahandan Alat Penelitian

Bahanbahan yang dipakai dalam penelitian
ini meliputi NaCl fisiologis 0,9%treptomycin
pinicilin, phosphate buffer salingPBS),phenil
metil sulfonil fluoride(PMSF)puffer trisCl, SAS
50%,buffer fosfat PBSween 20, blockingbuffer,
buffer karbonatbikarbonat, tris buffer saline
(TBS) dan NaOH 3 M.

Alatalat penelitian yang digunakan dalam
penelitian adalah disposable siringe tabung
reaksi, pipet pasteur, cawang petri, mikroskop
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stereo, eppendorf sentrifus, freezer elektro
foresis, bunsen, gelas bekewater bath vortex
pH meter, selofan, stirer, mikropipet, seker.

Koleksi Ovarium

Ovarium dicuci dengan NacCl fisiologis (0,9%),
kemudian dimasukkan botol yang telah berisi
NaCl fisiologis yang sudah diteah pinisilin
0,006 gram/100 niL dan streptomycin 0,001
gram/100 ni dan sudah dihangatkan dengan
suhu +38C. Botol berisi ovarium dimasukkan
kedalam termos pendingin kemudian dibawa ke
laboratorium paling lambat 5 jam setelah
pemotongan. Ovarium dibersihkan dari jaringan
lemak dan jaringan ikat kemudian disimpan
dalam freezer-0°) maksimum 3 hari.

Isolasi Oosit

Oosit didapatkan dengan metode aspirasi.
Oosit sapi direndam dalam Nacl fisiologis (0,9%),
ovarium diambil dengan pinset. Ovarium
diaspirasi dengan menggunakardisposibel
siringe5 mL dengan ukuran jarum 226ki_ C vP
telah diisi dengan PBS dingimdZC steril kurang
lebih 1 mL Hasil aspirasi berupa cairan folikel
yang sudah dicampur dengan PBS dimasukkan
kelubang tabung reaksi steril, kemudian
didiamkan selam&urang lebih 20 menit untuk
diendapkan.Dua pertiga larutan folikel bagian
atas dibuang dengan menggunakan pipet
pasteur. Sisanya dicuci dengan PBS dingin steril,
caranya dengan menyemprotkan PBS dengan
kuat ke dasar tabung selanjutnya diendapkan +
20 ment, perlakuan ini dilakukan sebanyak tiga
kali.

Cairan folikel yang sudah dicuci tersebut
dimasukkan ke dalam cawan petri steril
berdiameter 10 cm. Cairan folikel diamati
dibawah mikroskop stereo, oosit dipilih yang
gundul (kualitas KO) dan dipindahkan dala
cawan petri steril berisi PBS. Oosit dicuci dengan
PBS sebanyak 3 kali dengan cara memindahkan
oosit dengan pipet pasteur ke dalam cawang
petri steril yang telah berisi PBS.

IsolasiBovineZona Pellusida

Oosit yang sudah dikumpulkan dipecah
dengan cara disedot dan ditiup menggunakan
pipet pasteur yang berdiameter 8 um di dalam
larutan PBS yang telah ditambah 0,05 mM PMSF.
Setelah itubZP dicuci dengan PBS dingim{2)
steril, dengan caranemindahkanbZP ke dalam
cawan petri steril yang sudah berisi PBS.
SelanjutnyabZP dipindah ke dalam larutan PBS.
bZP dimasukkan kedalagppendorf yang berisi
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PBS dengan pipet pasteur sambil dihitung
jumlahnya, kemudian disentrifus dengan
kecepatan 3000 rpm °€ selama @ menit.
Supernatan dibuang, dikeringkan kemudian
ditambah 20 mM TriCl 20 pl.bZP disimpan
dalam freezer suhu10°C dan siap digunakan
sebagai bahan isol&ZP3.

Isolasi Zona Pellusida 3

Bahan isolat bZP ditambah RSB 1.
kemudian dipanaskan pada sul@C®°C selama 3
menit. Sampel selanjutnya dimasukkan sumuran
gel yang sebelumnya telah disiapkaRunning
dilakukan pada tegangan 200 V dan arus 40 mA
dengan konstan arus. Gel hasil elektroforesis
kemudian dipotong pada daerah 77 kDa dan
dilanjutkan dengarlektroelusi.

Gel yang telah dipotong dimasukkan dalam
selofan yang telah beridbuffer fosfat 0,05 M
sebanyak 1 mLElektroelusi dilakukan pada suhu
4°C semalam dengan tegangan 250 V dan arus 20
mA konstan arus. Setelah dielektroelusi semalam
buffer fosfd diambil dan dimasukkan ependorf.
Etanol dingin dimasukkan dengan perbandingan
1:1 dan dihomogenkan. Selanjutnya, homogenat
disentrifuge dengan kecepatan 6000 rpm selama
5 menit. Etanol dibuang dan didapatkan
presipitat bZP3. Prespitat dilarutkan padauffer
tris-Cl 20mM sebanyak 600 mikroliter. Sampel
bZP3 disimpan pada freezer suht@0°C dan siap
digunakan untuk imunisasi.

Imunisasi dengaiZP3

Imunisasi pertama dilakukan pada kelompok
hewan coba dengan menambah 300h#P3 ke
dalam }u% 0 3 & E pV [*. InjekA v
dilakukan dibagian subkutan pada beberapa sisi.
Imunisasi kedua dilakukan dengan menambah
300 pL bzP3 ke dalam/v }u% o0 $§
Adjuvant yang disebut booster 1. Kemudian
dilakukan pengambilan darah dahooster II.
Kemudian dilakukan pengambilan darah lagi.

Isolasi Serum dari Hewan Coba

Darah yang telah didapat sesuai masa
inkubasinya didiamkan selama 10 menit pada
suhu ruang darah disentrifugasi dengan
kecepatan 1500 rpm pada suhu ruang selama 20
menit. Supenatan sebagai serum dipindahkan
ke dalameppendofdan disimpan pada suh2'C
untuk selanjutnya dilakukan purifikasi.

Purifikasi AntibZP3dari Serum

Serum ditambah dengan SAS 50% dengan
pertandingan 1:1 kemudian dihomogenkan
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denganvortex Selanjutnya diinkubasi pada suhu
4°C selama beberapa menit. Supernatan dibuang,
presipitat ditambah dengan SAS 50% (10 kali
volume pelet), kemudian dihomogenkan dengan
menggunakanvortex Selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm padahsu 4°C
selama 30 menit. Presipitat ditambah dengan
0,05 Mbuffer fosfatpH 7 dan didialisis semalam
pada suhu 4C.

Pengukuran TiteAnti-bZP3

Anti-bZP3 vyang dihasilkan dikarakterisasi
berdasarkan nilai titer antiboddengan teknik
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbant A3say
dengan metode indirect ELISA.

Antigen ZP3 dengan kadar 1 pg/ml dilarutkan
dalam carbonat bicarbonate (coating buffe}
dimasukkan dalam mikroplate sebanyak 50 pl
tiap well. Selanjutnya diinkubasi paddC selama
semalam kemudian mikroplate dicuci dengan
PBStween 20 empat kali. AntbZP3 (antibodi
primer) dilarutkan dalanblocking buffeBSA 1%
dengan seri pengeceran 1/50, 1/100, 1/200,
1/400 kemudian dimasukkan mikroplate masing
masing 50 ul tiapvell. Kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama 2 jam. Mikroplate dicuci lagi
dengan PB®&een 20 empat kali. Selanjutnya

anti-human 1gG berlabel alkaline fosfatase
dilarutkan dalam PBSfeen 20 dengan
pengeceran 1/1000 dimasukkan mikroplate

sebanyak 50 pl &ip well, kemudian diinkubasi
pada suhu ruang 1 jam. Mikroplate dicuci dengan
PBS/tween 20 sebanyak empat kali kemudian
substrat pNPP dalam etanolamin  10%
dimasukkan dalam mikroplate maskngasing
sebanyak 50 pl tiapvell. Selanjutnya diinkubasi
pada suhuruang 30 menit dalam ruang gelap,
ditambah dengan NaOH 3M sebanyak 50 pl/well.

& (E pvTiter diukur dengan ELISA reader dengan panjang

gelombang 405 nm.

Analisa Antibodi Zona Pellusida
Elektroforesis SDBAGE

Antibodizona pellusida ditambatienganRSB
(2:1) kemudian dipanaskan pada suhu ADO0
selama 3 menit. Sampel selanjutnya dimasukkan
sumuran gel yang sebelumnya telah disiapkan.
Running dilakukan pada tegangan 150 V dan arus
30 mA dengan konstan arus. Selajutnya gel
dikeluarkan dan dilakukan pewsan hingga
terlihat bandband yang berwarna ungu.

Dot Blotting
Antigen dienerkan dalam PBS natrium azida

1% (14). Antigen yang telah diencerkan,
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diteteskan pada membran nitrosellulose yang
telah dibashi dengan PBS (terangkai pada alat
dot blotter) dan di degas selama 30 menit.
Membran yang telah mengikat antigen
dibloking dengan PBS skim milk 5% selama 1 jam
sambil digoyang. PBS skim milk dibuang
kemudian dicuci dengan PB8éen 20 sebanyak
3 kali. Kemudian diinkubasi dalam serum
(antibodi primer)yang telah diencerkan dengan
PBS skim milk 1% selama 2 jam sambil digoyang.
Membran + antigen + antibodi primer dicuci
dengan PBS/tween 20 sebanyak 3 kali. Kemudian
di inkubasi dalam dithuman IgG Alkaline
Phosphatase (AP) Conjugated yang telah
diencerkan dalam PBS selama 1 jam sambil
digoyang. Kemudian membran dicuci dengan
PBStween 20 sebanyak 3 kali, dan di inkubasi
dalam Subtract Western Bluselama 3 menit
dalam ruang gelap. Reaksihentikan dengan
menambah akuades dan membran dikeringkan.
Pada membran akan tampak noda berwarna
ungu.

Western Blotting

Western blottingmerupakan kelanjutan dari
elektroforesis. Gel hasil elektroforesisicdci
dengan akuades kemudian direndam pada
blotting buffer. Kertas saring juga direndam
dalam blotting buffer Selanjutnya disusun
sandwich dengan urutan: Kkertas saring
membran PVDF, gel hasil elektroforedkertas
saring dan dilakukan transfer dengan tegangan
konstan 15 V dan arus kurang dari 0,35 A
semalam. Membran diblok dengan 5% nonfat
milk pada PBST selama 1 jam dan diseker.
Kemudian dicai dengan PBST 3x menit.
Inkubasi antibodi primer semalam. 1Sgjutnya
dicuci dengan TBS Bxmenit. Inkubasi antibodi
sekunder selama 1 jam pada temperatur ruang.
Setelah itu dicuci dengan PBST 3x5 menit.
Ditambahkan substrat untuklotting pada ruang
gelap dengan temperatur ruang dan dibiarkan
semalam hingga terlihat waa band.

SpektrofotometriUV-Vis

Masingmasing serum antibodi yang telah
dipurifikasi dilarutkan dalambuffer phosphat
0,05 M kemudian dianalisis dengan spektro
fotometer U\AVis pada panjang gelombang 260
nm dan 270 nm. Selanjutnya profil spektra dari
setiap serum dianalisis.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
ImunisasiBovineZona Pellusida 3 Pada Kera

Anti-bZP3 diperoleh dengan caraniinisasi
bZP3 pada kelompok kera. Imunisasi dilakukan
dengan penambahan Complete & E pv [
Adjuvant (CFA) pada 300 pl ZP3 dengan
perbandingan 1:1 dilanjutkan dengarooster 1
dan booster 2 menggunakan 300 pl ZP3 dan
Iv Ju%o & &E pv [« (IFA) pdengén
perbandngan 11. Kadar protein yang digunakan
imunisasi sebesar 728g/ 200 .l.pelarutnya.
Persyaratan yang harus dimiliki oleh antigen
adalah melebihi kadar protein 300g/ 200 .l.
pelarutnya.bZP3 yang telah diinduksikan dalam
kera telah memenuhi syarat sebagai antigen.
Bagavant et al [5] telah melakukan imunisasi
pada kera dari spesieBlacaca radiatadengan
menggunakarporcinezona pellusida 3 sebanyak
100 .g pZP3 dan mampu menginduksi sintesis
anti-pZP3.

Penentuan Berat Molekul AntiboddZP3

Penentuan berat molekul dilakukan dengan
menggunakan metode Sodium Dodesil Sulfat
Poliakrilamid Gel ElektroforefSDSPAGIE

Hasil elektroforesis serum kera menunjukkan
bahwa ada pola pita yang berbeda antara serum
kontrol dan serum kera perlakuan. Perbedaan
tersebut dapat dilihat dari pita pada 1581%2,4
kDa yang tidak terdapat pada kontrétatatrata
berat molekul dari antbZP3 dari serum kera
adalah 160 kDa. Pita dengan berat molekul
tersebut diduga sebagai IgG karena IgG
merupakan imunoglobulin yang dominan pada
serum darah. Pengambilan darah hingga dalam
kurun waktu yang lama {80 minggu) hanya
mungkin dari Ig G. Ilg A henur 6 hari, Ig D
berumur 3 hari, Ig E berumu? hari dan Ig M

berumur 5 hari
Serum minggu ke

Gambar 1. Elektroforegram dari serum kera pasca
imunisasi 1Keterangan | : anti-bZP3

Pita hasil elektroforesis mempunyai ketebalan
yang berbeda. Hal itumenunjukkan adanya
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perbedaan konsentrasi antiZP3. Pita paling
tebal terdapat pada minggu ke lima (minggu ke 3
setelahboosterl) dan minggu ke 9 (minggu ke 3
setelah booster 2) setelah imunisasi pertama.
Pita yang ditunjukkan setelalibooster kedua
relatif lebih tebal dibanding setelatbooster
pertama. Hal ini disebabkan respon imun setelah
booster kedua lebih tinggi dari pada setelah
booster pertama.

Uji Spesifisitas AntiboddZP3 dengamzZP3

Untuk mengetahui spesifisitas antibodi
(imunoglobulin) sebadgarespon dari imunisasi
bzP3 dilakukan dengan menggunakan metode
dot blotting dan western blotting yang bersifat
semi kuantitatif.Hasildot blotting memperlihat
kan adanya reaksi antigds¥P3 dengan antibodi
terhadapbzP3

Pada kontrol tidak menunjukkan adanya
reaksi antigen dengan antibodi. Hal ini berarti
kera yang telah diimunisasi dengahzZP3
memberikan respon dengan menghasilkan
antibodi terhadapbZP3 dan sifat spesifitas anti
bZP3 terhadapzZP3.

Gambar 2. Uji keberadaan dan pesifisitd&@P3 terhadap
anti-bZP3 menggunakan metedot blotting.

Warna ungu dari hasil pengujian menunjuk
kan bahwa antigeZP3 dapat dikenali oleh anti
bZP3. Warna itu menunjukkan telah terjadi reaksi
spesifik antarabZP3 dengananti-bZP3 yang
difisualisasi dengan penambahan antibodi
sekunder yang terlabel oledlkaline phosphatase
(AP) dengan substravestern blue Pada kontrol
tidak menimbulkan warna ungu karena dalam
serum hewan kontrol tidak terdapat arizP3.

Pengenceran anbZP3 sampai 1/50 masih
menunjukkan intensitas yang berbeda pada
pemanenan serum yang berbeda. Intensitas
warna ungu tertinggi terdapat pada minggu ke
lima setelah imunisasi pertama dan minggu ke
sembilan setelah imunisasi pertama. Minggu ke
lima berarti minggu ke tiga setelahbooster
pertama dan minggu kesembilan berarti minggu
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ketiga setelahbooster kedua. Selanjutnya pada
minggu ketiga setelah imunisasi pertama atau
minggu pertama setelaboosterpertama warna
ungu yang dihasilkan lebih tipis dibandiag
pada minggu keempat dan kelima.

Uji western blottingdipakai untuk melakukan
konfirmasi terhadap datadot blotting seperti
Gambar 3 dan 4Intensitas warna ungu hasil
western blottingpada Gambar 3 hasil pewarnaan
anti-bZP3 minggu ketiga hingga kelinpmsca
imunisasi pertama terjadi peningkatan intensitas
warna ungu tetapi melemah pada minggu ke
enam pasca imunisasi pertama. Hal ini juga
terjadi pada pewarnaan anbiZP3 pada minggu
7, 8, 9 pasca imunisasi pertama. Intensitas warna
ungu bertambah dari miggu ke 7 hingga ke 9
dan mulai melemah pada minggu 10, sehingga
data profil titer antibodi secara kualitatif dapat
diketahui. Hasilwestern blotting menunjukkan
perbedaan intensitas warna sebanding dengan
konsentrasi antbZP3 dimana peningkatan
konsentrasi titer terjadi ketika intensitas warna
bertambah karena peningkatan intensitas warna
menunjukkan komplek antigeantibodi yang
terbentuk semakin banyak.

Gambar 3. Uji keberadaan dan SpesifitasbZP3 dari
serum kera (Western Blotting setelah
imunisasi pertama

Gambar 4.Uji Keberadaan dan SpesifithZP3 terhadap
anti -bZP3 dari serum kera menggunakan
metode western blotting setelah imunisasi
pertama

Keterangani(M) marker, (1) minggu 7; (2) minggu 8 (3)
minggu9; (4) minggul0; A: PosisbzZP3yang
dikenalianti-bZP3dari kera
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KemampuanbZP3 dalam menginduksi anti
bZP3 padaMacaca fasciculariglapat diartikan
bahwa apabila dibentuk padanacaca betina
dapat menghambat proses fertilisasi

Analisa Kuantitatif AntibZP3 dari Serum Kera
dengan Metode ELISA

Titer antibZP3 pada langkah kerja ini diukur
berdasarkan nilai absorbansi pada panjang
gelombang 405 nm pada ELISA reader dengan
metode Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay
(ELISA).

Gambar5. AnalisaProfil Titer anti-bZP3 dariSerumkera
hasil Induksi bZP3 menggunakan Metode
ELISAKeterangan Pi preimun; IFA2 booster
keduabzP3

Gambar 5 menunjukkan bahwa profil titer
anti-bZP3 yang diperoleh dari serum kera yang
diinduksi oleh bZP3 meningkat dari minggu
ketiga hingga minggu kelima dan menurun pada
minggu keenam pasca imunisasi pertama. Titer
tertinggi terjadi pada minggu kelima. Hasil
pengukuran titer antbZP3 yang dipanen pada
mingguminggu pascaoosterkedua menunjuk
kan titer yang lebih tinggi.

Induksi bZP3 akan memberikan
dengan dihaskannya antibZP3. Tiga
mikroliter bZP3 yang diinduksikan ternyata
mampu menginduksi antZP3 yang terus
meningkat dari minggu ke 3 hingga ke 5 pasca
imunisasi pertama, artinya selama tiga minggu
bZP3 mampu menginduksi terbentuknya anti
bzP3. Setelah minggu ke 6 titer mengalami
penurunan. Booster imunisasi antigen perlu
diberikan pada saat titer antibodi yang
ditimbulkan sudah rendah. Apabilebooster
diberikan pada saat titer tinggi maka pemberian
boster tidak dapat menginduksi terbentukay

respon
ratus

antibodi karena antigen yang masuk akan
ditangkap oleh antibodi yang adaBooster
diberikan pada saat titer rendah untuk

menginduksi terbentuknya antibodi kembali dan
tidak ditangkap oleh antibodi yang diinduksi pada
imunisasi sebelumnya. Minggu ke 3 makan
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perhitungan dari pemberian imunisasi pertama.
Sedangkan dari pemberiatbooster berselang
seminggu. Hal ini dapat diartikan bahwa
pemberianboosterkembali diperlukan setelah 4
minggu daribooster sebelumnya. Minggu ke 7
hingga minggu 9 titer mengahi peningkatan
dan menurun setelah minggke 10. Profil ini
sama dengan profil minggminggu sebelumnya,
dimana puncak tertinggi pada minggu 9 atau
minggu ke 3 setelahoosterke 2.

Hasil pengukuran absorbansi ELISA dengan
pengenceran antbZP3 1/50,1/100, 1/200 dan
1/400 menunjukkan pola profil titer dari anti
bZP3 dari serum kera sebanding dengan besarnya
pengenceran.Pengukuran titer dengan pengen
ceran sampai dengan 1/400 masih dapat dibaca
profil titernya. Berbagai pengenceran yang telah
dilakukan dimaksudkan untuk mengetahui
tingkat sensitifitas dari pengukuran titer anti
bZP3 dengan menggunakan metode ELISA.
Sensitifitas tertinggi adalah pengukuran antibodi
dengan pengenceran tertinggi.

Hasil ELISA didukung dengan data hasil
pengukuran absorbansi dengan spektrofoto
meter UMVis pada panjang gelombang 260 nm
dan 270 nm. IgG dapat diukur dengan
spektrofotometer UWis pada  panjang
gelombang 26270 nm sehingga pada penelitian
ini pengukuran dengan metode spektrofotometri
merupakan data pedukung dari data yang
diperoleh dari metode ELISA. Profil titer hasil
pengukuran dengan metode spektrofotometri
dapat dilihat pada gambar 6. Hal ini sesuai
dengan pendapaf7] yang menyatakan bahwa
protein yang mempunyai gugus karboksilat dan
gugus aminamempunyai serapan maksimum
pada panjang gelombang 260 nm.

Gambar 6 Penentuanabsorbansianti-bZP3 dariserum
kera dengan spektrofotometer UVtVis
dengan , 260 nm dan 270 nmKeterangan
Pi preimun

Hasil pengukuran antiZP3 dengan metode
ELISA mempunyai kesamaan dengan hasil
pembacaan dengan spektrofotometri. Titer
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tertinggi terdapat pada minggu kelima setelah
imunisasi pertama dan minggu ke sembilan
setelah imunisasi kedua. Namun puncak tertinggi
titer anti-bZP3 terjadi pada minggu kesbitan
pasca imunisasi pertama.

Adapun induksi anbZP3 diduga melalui jalur
yaitu antigen ditangkap oleh APC (sel dendrit),
dan dipresentasikan bersama MHC kelas Il yang
mengadakan komplek dengan dendrite sel. Sinyal
dibawa oleh T helper menyebabkan atsi T
helper untuk membentuk reseptor T, selanjutnya
disekresikan soluble molekul sitokin (l2) yang
mengaktivasi setel yang lain seperti aktivasi
pada sel B. Dalam plasma limfosit B
mensekresikan Ig G sebagai diP3 dan pada
mamalia betina antbZP3 akan menuju pada
target sel yaitu sel ovariuii®].

Molekul ZP3 dari satu spesies dengan spesies
yang lain terdapat bagian yang bersifat homolog.
Menurut Carinoet al. [8] ZP3 babi mempunyai
homologi dengan manusia sebesar 74 %.
Homologi ini juga tgadi pada mamalia yang lain.
Antara sapi dengan kera juga ada sifat homologi
tersebut maka pada saat dilakukan imunisasi
pada kera maka antibodi yang dihasilkan akan
mengenali bZP3 pada kera. Selanjutnya akan
terjadi interaksi dari ZP3 hewan yang diinduksi
dengan antibZP3 hasil induk&izP3.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
induksibovinezona pellusida 3bZP3) pada kera
(Macaca fasciculari3 mampu mensintesis anti
bovinezona pellusida 3 (anbZP3). Karakteristik
anti-bZP3 hasil induksi bZP3 pada kera
mempunyai  berat molekul sebesar 160 kDa.
Data imunobloting menunjukkan bahwa profil
titer antibodi bZP3 menunjukkan peningkatan
dari minggu 3 hingga minggu ke 5 setelah
imunisasi pertama dan menurun setelah minggu
ke 6 (minggu pertama hingga ke 4 setelah
booster 1). Titer kembali meningkat setelah
booster2 dan mencapai puncak pada minggu ke
9 dan turun kembali pada minggu ke 1&edah
imunisasi pertama (minggu pertama hingga ke 4
setelahbooster?). Titer pada minggu ke 5 rata
rata sebesar 0,15 dan pada minggu ke 9 Jrata
sebesar 0,17 dengan metode ELISA pada
pengeceran antbZP3 1/100.

Saran

Masih perlu dilakukan penelitialebih lanjut
tentang perananbZP3 sebagai calon imuno
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kontrasepsi

pada kelompok keraMécaca

fasciculari¥.
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