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Akuakultur di Indonesia dilakukan di perairan air tawar, payau dan laut dengan 

produksi terbatas pada sejumlah spesies ikan seperti ikan nila. Meskipun  ikan nila 

mudah beradaptasi dengan lingkungan akan tetapi dapat terserang infeksi bakteri 

Aeromonas hydrophila. Salah satu upaya untuk pengobatan terhadap bakteri 

tersebut adalah dengan menggunakan kitosan yang merupakan turunan kitin yang 

berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat antimikroba karena 

mengandung enzim lisozim dan gugus aminopolisakarida yang dapat menghambat 

pertumbuhan mikroba. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui kemampuan 

aktivitas kitosan limbah cangkang kerang bulu (Anadara antiquata) dalam 

menghambat Aeromonas hydrophila secara in vitro dan in vivo pada ikan nila. 

Metode yang digunakan untuk pembuatan kitosan meliputi deproteinasi, 

demineralisasi, depigmentasi, dan deasetilasi. Pengujian secara invitro dilakukan 

uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram (Tes Kirby-Bauer). 

Pengujian secara invivo dilakukan dengan metode perendaman. Hasil penelitian 

menunjukkan rendemen kitosan sebesar 77,2%. Aktivitas antibakteri kitosan 

terhadap Aeromonas hydrophila konsentrasi yang paling efektif yaitu pada 7% 

dengan nilai zona hambat sebesar 6,85 mm. Hasil analisis data didapatkan bahwa 

terdapat signifikan antara perlakuan uji. Adapun Pengujian secara in vivo pada 

ikan nila didapatkan hasil pesentase kelangsungan tertinggi terdapat pada 

perlakuan konsentrasi optimal (kitosan 7%) dengan nilai 68.74%. Hasil analisis 

data didapatkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara perlakuan 

kosentrasi optimal dan kontrol positif. 

 

Kata kunci :  Kitosan, Aeromanas hydrophila, ikan nila, aktivitas antimikroba, 

kelangsungan hidup ikan 
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Aquaculture in Indonesia is carried out in fresh, brackish and marine waters with 

limited production of a number of fish species such as tilapia. Even though tilapia 

fish adapt easily to the environment, they can be attacked by Aeromonas 

hydrophila bacterial infections. One effort to treat these bacteria is to use 

chitosan, which is a chitin derivative that has the potential to be developed as an 

antimicrobial candidate because it contains the enzyme lysozyme and 

aminopolysaccharide groups which can inhibit microbial growth. The aim of this 

research was to determine the ability of chitosan activity from feather clam shell 

waste (Anadara antiquata) to inhibit Aeromonas hydrophila in vitro and in vivo in 

tilapia. The methods used to make chitosan include deproteination, 

demineralization, depigmentation and deacetylation. In vitro testing was carried 

out for antibacterial activity using the disc diffusion method (Kirby-Bauer test). In 

vivo testing was carried out using the immersion method. The research results 

showed that the chitosan yield was 77.2%. The most effective antibacterial 

activity of chitosan against Aeromonas hydrophila was 7% with an inhibition 

zone value of 6.85 mm. The results of data analysis showed that there was a 

significant difference between the test treatments. As for in vivo testing on tilapia 

fish, the highest survival percentage results were found in the optimal 

concentration treatment (7% chitosan) with a value of 68.74%. The results of data 

analysis showed that there was no significant difference between the optimal 

concentration treatment and the positive control. 

 

Keyword : Chitosan, Aromanas hydrophila, tilapia, activity  antimicrobial, fish    

      survival 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

I.1.  Latar Belakang  

 Indonesia memiliki industri perikanan dengan peluang yang besar, baik dari 

segi sumber daya industri tangkap maupun industri akuakultur (Sunardi et al., 

2020). Akuakultur di Indonesia dilakukan di perairan tawar, payau dan laut 

dengan produksi terbatas pada sejumlah spesies ikan (Tran et al., 2017). Menurut 

Pusat Data Statistik dan Informasi Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP) RI 

(2017), terdapat sepuluh spesies produksi akuakultur pada tahun 2019 yaitu ikan 

nila, lele, bandeng, ikan mas, gurame, kakap, kerapu, udang, ikan patin dan 

rumput laut.  Adapun budidaya ikan nila sudah banyak dikembangkan karena ikan 

tersebut salah satu ikan demersal yang menguntungkan dengan harga jual relatif 

tinggi dan banyak dikosumsi oleh masyarakat karena memilik rasa enak dan gurih 

(Salsabila, 2019).  

Tahun 2015 Indonesia termasuk 3 produsen teratas produksi global dari ikan 

nila dengan jumlah 1,12 juta metrik ton (MMT) (Jansen & Mohan, 2017). 

Menurut Pusat Data Statistik dan Informasi Kementerian Kelautan dan Perikanan 

(KKP) RI (2017), hasil produksi ikan nila di Indonesia terus bertambah sejak 

tahun 2011 mencapai 567,81 ribu ton dan terus meningkat hingga mencapai 1,337 

juta ton pada tahun 2019.  Adapun jumlah produksi ikan nila di Provinsi Aceh 

dari tahun 2011 hingga 2017 mengalami peningkatan yang relatif tinggi dari 4,281 

ribu ton hingga 35,354 ribu ton, namun pada tahun 2018-2019 mengalami 

penurunan mencapai  16,293 – 16,67 ribu ton. Salah satu tempat budidaya ikan 

nila yaitu balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Ujung Bate, Aceh Besar. 

Ikan nila (Oreochromis niloticus) yaitu sejenis ikan air tawar yang 

didatangkan dari Afrika Timur ke Indonesia pada tahun 1969. Budidaya pada 

kolam renang air tawar ikan ini sangat populer (Koesharyani et al., 2018). Ikan 

nila mudah menyesuaikan diri dengan keadaan lingkungan yang baru sehingga 

habitatnya cukup beragam yaitu pada air payau, kolam, sungai, sawah, rawa, 

danau, tambak dan waduk. Ikan tersebut dapat bertahan hidup pada suhu 14
o
C - 

38
 o

C, pH 7 (netral) dan kisaran salinitas air di bawah 30 ppm ikan nila masih 

dapat mentoleransi (Rahmawati & Dailami, 2021). Meskipun ikan nila mudah 
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beradaptasi pada kondisi lingkungan, namun serangan hama dan penyakit pada 

budidaya ikan dapat terinfeksi sehingga merugikan para pembudidaya (Amrijed, 

2019).  

Penyakit ikan dibedakan menjadi dua jenis yaitu penyakit infeksi (bakteri, 

parasit, jamur, protozoa dan virus) dan penyakit non infeksi (stress, trauma, 

tumor, gangguan gizi pakan dan kanker) (Azhar & Junaidi, 2018). Beberapa 

penyakit infeksi bakteri yang sering menyerang pada ikan yaitu Aeromonas, 

Mycobacterium, Flavobacterium, Streptococcus, Pseudomonas dan Vibrio. 

Contohnya penyakit vibriosis yang disebabkan oleh bakteri Vibrio sp. (Novriadi et 

al., 2014). Penyakit Streptococcosis disebabkan oleh bakteri Streptococcus 

agalactiae (Azhar & Junaidi, 2018) Myxobolus sp, Vorticella sp, Dactylogyrus sp 

salah satu parasit penyebab penyakit pada ikan (Agustinus & Gusliany, 2020). 

Serta Viral Nervous Necrosis (VVN) (Susilowati, 2020) dan Tilapia Lake Virus 

(TiLV) penyebab penyakit ikan akibat virus (Koesharyani et al., 2018). 

Penyakit ikan merupakan kondisi tidak normal ikan akibat terjadinya 

perubahan suatu keadaan fisik, fungsi dan morfologinya yang disebabkan oleh 

dirinya sendiri (internal) ataupun pengaruh lingkungan disekitarnya (eksternal) 

(Wirawan et al., 2018). Penyebab penyakit internal yaitu akibat keturunan 

(genetik), imunodefisiensi, sekresi internal, kelainan saraf atau gangguan 

metabolit. Sedangkan penyebab penyakit eksternal yaitu serangan patogen, hama, 

pakan (malnutrisi) dan akibat lingkungan (Afrianto et al., 2015). Dalam 

pengembangan budidaya perikanan, penyakit ikan menjadi kendala yang serius 

karena mengakibatkan kerugian seperti kegagalan produksi, penurunan 

produktivitas, efisiensi, kualitas, penolakan pasar, menghambat intensifikasi serta 

kematian pada ikan. 

Menurut Hasan et al., (2020), infeksi penyakit pada budidaya  ikan dapat 

disebabkan oleh beberapa faktor seperti teknik budidaya, lingkungan budidaya, 

interaksi patogen, cara penanganan  panen dan setelah dipanen yang kurang 

efesien serta ukuran dan jenis bahan yang digunakan dalam wadah tidak sesuai 

sehingga menyebabkan ikan terluka. Salah satu infeksi penyakit yang menyerang 

ikan nila yaitu bakteri patogen Aeromonas hydrophila (Dawan et al., 2021). 

Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan bakteri Gram negatif yang secara alami 
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dapat hidup pada lingkungan akuatik yaitu pada air tawar dan pada mikrobiota 

usus hewan air dan darat (Vaz Farias et al., 2020). 

Bakteri A. hydrophila menyebabkan salah satu penyakit yaitu Motile 

Aeromonas Septicemia (MAS), penyakit ini dapat mengakibatkan angka kematian 

yang tinggi pada ikan yaitu 80-100% pada waktu yang singkat 1-2 minggu. 

(Christy et al., 2019). Serangan bakteri A. hydrophila bersifat patogen pada ikan 

nila, sehingga gejala klinis yang ditimbulkan yaitu bercak merah pada permukaan 

tubuh ikan (haemoraghic), mata ikan menonjol (exopthalmia) dan perut buncit 

serta warna tubuh ikan menjadi gelap (dropsy) ujung sirip terputus-putus serta 

pada bagian sirip punggung terdapat bintik putih dan geripis (Rosidah et al., 

2018). Menurut Kurniawan et al., (2019), gejala klinis lain pada ikan nila akibat 

infeksi A. hydrophila terjadinya perubahan tingkah laku ikan berupa respon pakan 

ikan lambat, pergerakan berenang ikan pasif, tidak stabil serta mengambil oksigen 

dipermukaan air atau di dasar perairan. 

Upaya pengendalian penyakit pada budidaya ikan biasanya mengandalkan 

penggunaan bahan kimia, obat-obatan atau antibiotik. Pemakaian bahan kimia 

selama ini belum memperoleh hasil yang tepat (Syafitri et al., 2020). Selain itu, 

antibiotik memungkinkan terjadinya perkembangan bakteri resisten terhadap ikan 

karena penggunaan yang dilakukan tidak terkontrol atau dipakai secara terus 

menerus (Azhar & Junaidi, 2018). Berdasarkan hal tersebut, untuk menggantikan 

penggunaan antibiotik diperlukan alternatif lain dalam mengendalikan hama dan 

bakteri patogen pada ikan salah satunya yaitu menggunakan bahan-bahan alami 

dari alam berupa kitosan dari limbah cangkang kerang. 

Limbah menjadi salah satu masalah terbesar diberbagai negara di dunia 

seperti limbah hasil dari laut yaitu kerang (Sulistiyoningrum et al., 2013). Daerah 

Aceh penghasil komoditif laut sehingga sebagian besar masyarakatnya berprofesi 

sebagai nelayan. Kerang meningkatkan nilai ekonomi bagi masyarakat Aceh 

namun juga menimbulkan masalah sebab kerang dapat menghasilkan limbah. 

Limbah cangkang kerang berasal dari masyarakat sekitar yang bekerja sebagai 

pedagang yang menjual sebagian dagingnya saja. Sisa-sisa cangkang kerang 

menumpuk di sepanjang pinggiran sungai sehingga merusak pemandangan. 

Pemanfaatan cangkang kerang sebagai kerajinan tangan sudah dilakukan tetapi 
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jumlah yang dihasilkan masih sedikit karena jumlah permintaan yang rendah 

(Fazrina & Yursilla, 2019). 

 Komoditas kerang mengalami peningkatan setiap tahunnya, tingginya 

konsumsi kerang sebanding dengan jumlah limbah yang dihasilkan (Hastuti & 

Tulus, 2015). Apabila limbah tersebut dibuang terus menurus tanpa dilakukan 

pengelohan yang tepat maka dapat merusak lingkungan (Sudarmawan et al., 

2020). Oleh karena itu perlunya pemanfaatan lebih lanjut dengan menggunakan 

cangkang kerang.  

Salah satu cangkang kerang yang dapat dimanfaatkan adalah cangkang 

kerang bulu. Cangkang kerang bulu (Anadara antiquata) merupakan limbah yang 

belum banyak digunakan dan masih banyak kita lihat dibuang berserakan begitu 

saja pada daerah penjualan kerang, restoran ataupun di rumah-rumah (Masruriati 

et al., 2020). Seperti diolah sebagai makanan sehingga cangkang kerang bulu 

yang menjadi bahan sisa produksi makanan dapat menimbulkan limbah (Nikmah, 

2017). 

Cangkang kerang bulu (Anadara antiquata) di dalam tubuhnya mengandung 

kitin, Kitin adalah biopolimer di alam yang melimpah selain selulosa (Fajri & 

Amri, 2018). Kitin dapat dimanfaatkan untuk dikembangkan dan diolah menjadi 

sesuatu yang bernilai ekonomis lebih tinggi.  Kitin memiliki sifat yang tidak 

beracun dan mudah terdegradasi sehingga mendorong berbagai upaya modifikasi 

kitin dengan tujuan mengoptimalkan penggunaan kitin secara luas di berbagai 

bidang. Salah satu senyawa turunan dari kitin yang banyak dikembangkan dalam 

berbagai aplikasi adalah kitosan (Shobib et al., 2015). 

Kitosan merupakan suatu polimer yang bersifat polikationik, kitosan efektif 

mengadsorpsi kation ion logam berat maupun kation dari zat-zat organik (protein 

dan lemak) karena kitosan memiliki gugus hidroksil dan amino sepanjang rantai 

polimer (Baharuddin & Isnaeni, 2020). Polimer pada kitosan dapat berperan 

sebagai antimikroba yang bekerja terhadap antibakteri secara aktif dan pasif. 

Polimer aktif yaitu senyawa menempel pada permukaan polimer yang akibatnya 

dapat membunuh bakteri. Sedangkan polimer pasif yaitu polimer tidak membunuh 

bakteri tetapi bisa menghambat pertumbuhannya karena secara pasif dapat 
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mengurangi penyerapan protein pada permukaan yang berfungsi untuk merusak 

adhesi bakteri (Hosaina et al., 2020).  

Molekul kitosan memiliki kemampuan dengan berinteraksi pada permukaan 

bakteri melalui adsorpsi. Kemampuan kitosan dalam membunuh mikroba 

tergantung dari tingkat acetilasi dan konsentrasinya. Selain itu, potensi kitosan 

untuk dijadikan sebagai antimikroba karena mengandung enzim lisozim dan 

gugus aminopolisakarida yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba (Sari et 

al., 2020).  

Menurut penelitian Yildirim-Aksoy & Beck (2017), aktivitas antibakteri 

kitosan dapat menghambat pertumbuhan Aeromonas hydrophila pada konsentrasi 

0,8 %. Selain itu penelitian Baharuddin & Isnaeni (2020), pemberian kitosan dari 

kerang bulu dengan konsentrasi 7% menggunakan metode Kirby Bauer 

memberikan aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus epidermidis dan 

Escherichia coli. Pada penelitian ini menggunakan kitosan limbah cangkang 

kerang bulu sebagai antibakteri Aeromonas hydrophila kosentrasi kitosan 1%, 

3%, 5% dan 7% dengan mengunakan metode Kirby Bauer pada uji in vitro, 

selanjutnya dari uji in vitro tersebut diperoleh konsentrasi optimum kitosan yang 

efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila, lalu akan 

dijadikan standar dosis kitosan untuk digunakan pada uji in vivo dengan metode 

perendaman pada ikan nila. 

Berdasarkan uraian di atas, maka penulis ingin melakukan penelitian dengan 

judul “Uji Aktivitas Kitosan Limbah Cangkang Kerang Bulu (Anadara 

antiquata) terhadap Aeromonas hydrophila pada Ikan Nila (Oreochromis 

niloticus)” dengan tujuan  untuk mengetahui potensi aktivitas kitosan limbah 

cangkang kerang bulu dalam menghambat bakteri patogen Aeromonas hydrophila 

secara in vitro dan in vivo. 

 

 

 

 



 
 

6 
 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana aktivitas kitosan limbah cangkang kerang bulu (Anadara 

antiquata) dalam menghambat Aeromonas hydrophila secara in vitro? 

2. Bagaimana aktivitas kitosan limbah cangkang kerang bulu (Anadara 

antiquata) dalam menghambat Aeromonas hydrophila pada ikan nila 

secara in vivo? 

 

1.3.  Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui kemampuan aktivitas kitosan limbah cangkang 

kerang bulu (Anadara antiquata) dalam menghambat Aeromonas 

hydrophila secara in vitro. 

2. Untuk mengetahui kemampuan aktivitas kitosan limbah cangkang 

kerang bulu (Anadara antiquata) dalam menghambat Aeromonas 

hydrophila pada ikan nila  secara in vivo. 

 

1.4.  Manfaat Penelitian 

1. Untuk mendapatkan informasi kemampuan aktivitas kitosan limbah 

cangkang kerang bulu (Anadara antiquata) dalam menghambat 

Aeromonas hydrophila pada ikan nila  secara in vitro dan in vivo. 

2. Penambahan wawasan tentang kemampuan aktivitas kitosan limbah 

cangkang kerang bulu (Anadara antiquata) dalam menghambat 

Aeromonas hydrophila pada ikan nila. 

3.  Dapat menerapkan pencegahan bagi diri sendiri terhadap 

permasalahan limbah sehingga dapat diolah menjadi produk yang 

dapat digunakan. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

II.1.    Ikan Nila  

II.1.1. Klasifikasi Ikan Nila  

Ikan nila merupakan jenis ikan yang berasal dari perairan di lembah 

Sungai Nil Afrika (Adriani, 2018). Ikan nila pertama kali didatangkan ke 

Indonesia dari Taiwan ke Bogor pada Balai Penelitian Perikanan Air Tawar pada 

tahun 1969, kemudian satu tahun kemudian ikan nila disebarluaskan ke beberapa 

daerah (Arfiati, 2022). Pada tahun 1975 pemberian nama nila yaitu berdasarkan 

ketetapan Direktorat Jenderal Perikanan. Nama tersebut diambil dari nama spesies 

ikan nila yakni Oreochromis niloticus yang mana nilotica menunjukan tempat 

asalnya yaitu Sungai Nil. 

Ikan nila telah berganti nama sebanyak 3 kali, pada masa Yunani tahun 

300 SM dinamakan dengan Tilapia niloticus (ikan nil) (Arfiati, 2022) Ikan 

golongan tilapia yaitu tidak mengerami telur dan larva di dalam mulut induknya, 

jika tiba saatnya memijah telurnya diletakkan pada suatu tempat. Kemudian 

Tilapia niloticus berganti nama menjadi Saratharoden niloticus, ikan golongan ini 

yang mengerami telur dan larva oleh jantan. Akan tetapi pada tahun 1982 nama 

ilmiah ikan nila menjadi Oreochromis niloticus perubahan nama tersebut telah 

disetujui dan dipergunakan oleh ilmuan. Ikan golongan oreochromis yaitu 

mengerami telur dan  menjaga bayi-bayinya oleh induk betina (Samsu, 2020). 

Menurut ITIS (Integrated Taxonomic Information System) (2004), 

klasifikasi ikan nila (Oreochromis niloticus) adalah sebagai berikut : 

Kingdom  : Animalia 

Filum  : Chordata  

Subfilum  : Vertebrata  

Kelas   : Actinopterygii 

Ordo   : Perciformes 

Famili   : Cichlidae 

Genus   : Oreochromis  

Spesies  : Oreochromis niloticus 
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II.1.2. Morfologi Ikan Nila  

 Ikan nila (Oreochromis niloticus) memiliki bentuk tubuh cenderung 

memanjang dan ramping dengan sisiknya berukuran besar, matanya besar dan 

menonjol serta memiliki tepi bewarna putih. Warna tubuh ikan nila umumnya 

bewarna putih kehitaman dan merah sehingga dikenal dengan nila hitam dan 

merah. Adapun nila hitam memiliki tubuh bewarna kehitaman dan pada arah 

perutnya akan semakin terang, kemudian terdapat garis vertical sebanyak 9 

sampai 11 bewarna hijau kebiruan, pada sirip ekor terdapat 6 sampai 12 garis 

melintang bewarna kemerahan di ujungnya dan pada punggung ikan terdapat 

garis-garis miring. Selain itu pada ikan nila tubuh, punggung dan siripnya 

bewarna merah khusus pada bagian perutnya bewarna putih kemerahan 

(Rahmawati & Dailami, 2021). pada penelitian ini digunakan ikan nila hitam.   

Ikan nila memiliki sirip perut torasik, jari-jari keras, mulutnya berbentuk 

runcing serta letak mulut subterminal (Aidah & Tim Penerbit KBM Indonesia, 

2020).  Ikan nila mempunyai lima buah sirip yang berada di punggung (dorsal 

fin), dada (pectoral fin), perut (venteral fin), anus (anal fin), dan ekor (caudal fin) 

(Khairuman, 2013).  Menurut Dailami et al., (2021), ikan nila memiliki bagian 

jari-jari lunak dan duri pada sirip punggung (dorsal) bersinambungan, sirip 

punggung memiliki 16-17 duri dan 11-15 jari-jari lunak. Sirip ekor (caudal) 

terpotong. Warna pada musim bertelur, sirip dada, punggung ekor menjadi 

kemerahan, sirip ekor dengan banyak batang hitam. 

 

 

Gambar II.1. Ikan Nila (Rahmawati & Dailami, 2021) 
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II.1.3  Habitat   

Habitat ikan nila adalah air tawar, seperti danau, sungai, waduk dan rawa-

rawa. Tetapi ikan nila juga dapat hidup pada air payau karena toleransi ikan nila 

tersebut sangat luas terhadap salinitas (eury haline). Salinitas yang cocok untuk 

nila adalah 0-35 ppt (part per thousand), secara optimal pertumbuhan ikan nila 

yaitu pada salinitas 0-30 ppt. Nila dapat hidup pada salinitas 31-35 ppt, tetapi 

pertumbuhannya lambat (Rahmawati, 2018). Menurut penelitian Dahril et al., 

(2017), ikan nila dengan nilai salinitas 14 ppt dan 17 ppt terdapat tingkat 

kelulushidupan yaitu 98,75 %. 

Ikan nila juga dapat hidup di perairan dengan kisaran pH yang luas yaitu 

5-11. Namun 6-8,5 adalah pH air yang cocok untuk ikan nila. Bagi pembesaran 

ikan nila pertumbuhan optimal terjadi pada pH 7-8. Ikan nila tidak dapat bertahan 

hidup di perairan dingin dan panas, yang umumnya bersuhu 6°C dan 42°C suhu  

optimal untuk pertumbuhan nila yaitu pada suhu sedang 25-30 °C. Suhu 22°C  

dan 37°C ikan nila masih dapat memijah. Sementara itu pada suhu kurang dari 

14°C atau lebih dari 38°C ikan nila mulai terganggu aktivitasnya (Nugroho et al., 

2017). 

 

II.2.    Kerang Bulu  

II.2.1. Klasifikasi dan Morfologi Kerang Bulu 

Kerang bulu termasuk ke dalam filum Moluska yang berasal dari kata latin 

molluscus yang artinya lunak. Pada umumnya Moluska memiliki cangkang tetapi 

ada juga yang tidak bercangkang. Cangkangnya terbuat dari zat kapur, letak 

cangkang umumnya ada yang di luar tubuh akan tetapi ada juga moluska yang 

bercangkang di dalam tubuh. Molusca memiliki mantel yang merupakan penutup 

tubuh terletak di bawah cangkang yang berfungsi untuk memproduksi zat kapur 

sebagai bahan pembuat cangkang. Adapun struktur tubuh molusca bervariasi 

berdasarkan struktur kaki dan cangkangnya maka filum molusca dikelompokan 

menjadi 5 kelas yaitu Amphineura, Pelecypoda, Gastropoda, Scaphoda dan 

Cephalopoda (Nurjanah, 2021).  

Kerang bulu tergolong kelas Pelecypoda yang merupakan Molusca berkaki 

pipih dan memiliki dua belahan cangkang sehingga disebut juga kelas bivalvia. 

Secara umum kerang-kerangan merupakan kelompok hewan tidak bertulang 
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belakang (invertebrata) dan bentuknya mudah untuk dikenali. Bagian tubuh 

kerang dibagi menjadi lima, yaitu kaki (foot byssus), kepala (head), bagian alat 

pencernaan dan reproduksi (visceral mass), selaput (mantle) dan cangkang (shell). 

Pada bagian kepala terdapat organ-organ syaraf sensorik dan mulut. Kerang 

bersifat simetri bilateral, mempunyai sebuah daun telinga atau kuping dan 

cangkang setangkup biasa disebut mantel (Kurniasih et al., 2017). 

 

Gambar II.2. Morfologi Kerang (Sukarno, 2014) 

 

Menurut ITIS (Integrated Taxonomic Information System) (1998), kerang 

bulu dapat diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom : Animalia  

Filum  : Mollusca 

Kelas  : Bivalvia  

Subkelas : Autobranchia 

Ordo  : Arcida 

Famili  : Arcidae  

Genus  : Anadara  

Spesies : Anadara antiquata 

 

 

Gambar II.3. Kerang Bulu (Anadara antiquata) (Andini, 2016) 
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Kerang bulu memiliki ciri khas yaitu mulutnya terdiri atas palpus - palpus 

dan melimpah pada substrat berlumpur. Kerang bulu jenis Anadara antiquata 

memiliki cangkang tebal, berat, dan berwarna coklat (Pratama et al., 2018), 

umumnya panjang rata-rata 4,00 cm, lebar rata-rata 3,03 cm, tinggi rata-rata 2,59 

cm dan berat rata-rata 18,93 g. Perbedaan ukuran dan berat kerang bulu dapat 

dipengaruhi oleh pertumbuhan. Kerang bulu dijumpai pada bagian permukaan 

substrat hingga kedalaman mencapai 20 cm di dalam substrat (Pratama et al., 

2018). 

Penyebaran kerang bulu (Anadara antiquata) terdapat pada daerah 

subtropis dan tropis yaitu Pasifik dan Samudera Hindia khususnya di daerah 

pasang surut atau zona intertidal di daerah pantai berpasir dan berlumpur 

(Sulistiyaningsih & Arbi, 2020). Kerang bulu saat muda berwarna putih pucat dan 

lebih gelap saat dewasa, bagian dalam kerang berwarna biru cerah. Kerang 

menghasilkan struktur protein dalam cangkang disebut benang bysus untuk 

membantunya menempel pada substrat (Novitasari, 2019). 

Pemanfaatan kerang bulu oleh masyarakat telah banyak digunakan untuk 

kebutuhan konsumsi atau untuk dijual dengan memiliki fungsi baik dari segi 

ekologi ataupun segi ekonomi. Secara ekologi berfungsi sebagai menjaga 

kestabilan ekosistem perairan, dapat dijadikan sebagai indikator pencemaran serta 

sumber pakan alami bagi organisme perairan. Sedangkan secara ekonomi 

berfungsi sebagai sumber protein hewani bagi masyarakat, sebagai bahan baku 

industri (hiasan) dan sebagai bahan campuran bahan bangunan (Simuhu et al., 

2016). 

II.2.2. Cangkang Kerang Bulu  

Cangkang merupakan alat pelindung diri (Nayiroh & Kusairi, 2021) yang 

terdiri dari tiga lapisan berupa lapisan pertama yaitu lapisan luarnya tipis pada 

bagian kulit yang melindungi disebut periostracum. Kemudian pada lapisan kedua 

yaitu tebal terbuat dari kalsium karbonat (Kurniasih et al., 2017) yang terdiri atas 

98% (Novitasari, 2019) dan lapisan ketiga yaitu lapisan dibentuk oleh selaput 

mantel dalam bentuk lapisan tipis. Lapisan tipis ini membuat cangkang menebal 

saat hewannya bertambah tua (Kurniasih et al., 2017).  
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Kerang bulu memiliki bentuk cangkang simetris radial (ukuran bagian 

cangkang kanan dan kiri sama besar, adanya garis yang dikenal sebagai garis 

rusuk pada bibir cangkang (Pratama et al., 2018). Cangkangnya memiliki bulu 

berwarna coklat dan putih (Novitasari, 2019). Bertambahnya ukuran cangkang 

menandakan pertumbuhan Anadara antiquata, ukuran kerang ditandai dengan  

bertambahnya garis pertumbuhan (Aprillia & Sudibyo, 2019). 

 

II.2.3. Senyawa Kimia Kerang Bulu  

Komposisi kimia kerang sangat bervariasi tergantung pada spesies, jenis, 

kelamin, umur dan habitat (Novitasari, 2019). Kerang bulu salah satu organisme 

yang memiliki nilai gizi tinggi (Silaban et al., 2021) sehingga menyediakan 

jumlah protein cukup baik, dengan nilai biologis yang tinggi. Oleh karena itu, 

kerang merupakan sumber protein hewani utama dan keberadaannya sangat 

penting (Andini, 2016). Cangkang kerang terdapat kandungan kimia yaitu CaO, 

SiO2, Fe2O3, MgO, Al2O3 (Ariyanti et al., 2019) dan kitin yang berkisar 14-35% 

(Amelia et al., 2021). 

II.3.    Kitin dan Kitosan  

II.3.1. Kitin   

 Kitin dalam bahasa Yunani disebut chitin yang artinya kulit kuku, yang 

mana sebagai komponen utama dari eksoskeleton yaitu kerangka eksternal untuk 

menyokong dan melindung tubuh hewan seperti mollusca, crustacea, insekta, dan 

juga dinding sel fungi sebagai komponen pelindung dan penyongkong diri 

(Amelia et al., 2021). Kitin merupakan salah satu biopolimer yang tergolong ke 

dalam polisakarida alami terbanyak kedua setelah selulosa (Rumengan et al., 

2018). Umumnya cangkang dari hewan laut berkulit keras terdiri dari protein 30-

40%, kalsium karbonat dan kalsium fosfat  30-50%, dan kitin 20-30%  (John et 

al., 2020). Secara alami kitin banyak ditemukan pada kulit crustacea seperti 

udang, kepiting dan lobster, serta jenis mollusca seperti kerang (Syafrudin, 2016). 

Kitin mempunyai rumus molekul ( C8H13O5 )n tersusun atas C 47%, H 6%, 

N 7% dan O 40% yang berupa polimer rantai lurus (Rumengan et al., 2018). 

Senyawa kitin tersusun atas unit poli-N-asetil-D-glukosamin yang terikat oleh 

ikatan β 1-4-glikosidik yang menjadi polimer linier yang terdiri atas 2.000-3.000 
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unit (Sahubawa & Ustadi, 2018) atau secara kimia disebut unit β-(1,4)2-

asetamido-2-deoksi- β-D-glukosa. Struktur kitin dapat dilihat pada gambar di 

bawah ini : 

 

Gambar II.4. Struktur Kitin (Hisham et al., 2021) 

Kitin bersifat mukopolisakarida dan berikatan dengan garam organik, 

seperti kalsium karbonat (CaCO3), lipida dan protein. Sehingga untuk 

memisahkan kitin dari kulit hewan udang, kerang, kepiting harus menggunakan 

proses deproteinasi (pemisahan protein), demineralisasi (pemisahan mineral), 

depigmentasi (pemutihan cangkang kerang). Sedangkan pada proses deasetilasi 

dari kitin dapat diperoleh yaitu kitosan (Setiati et al., 2021). Selain itu kitin mudah 

mendegradasi dan tidak beracun sehingga menjadi lebih mudah dalam memproses 

menjadi kitosan. 

II.3.2.  Kitosan  

 Kitosan merupakan turunan dari kitin yang diperoleh dari deasetilasi 

melalui proses hidrolisis alkali atau metode enzimatis, strukturnya mirip dengan 

glikosaminoglikan pada matriks ekstraselular (He et al., 2016). Kitin dan kitosan 

memiliki dua gugus pada rantai polimer seperti gugus amido dan gugus 

asetamido. Komponen nitrogen pada kitin dan kitosan berbeda karena apabila 

suatu molekul dikatakan kitin bila mempunyai derajat deasetilasi (DD) mencapai 

10% dan kandungan nirogennya kurang dari 7% dan dikatakan kitosan bila 

nitrogen yang terkandung pada molekulnya lebih besar dari 7% dan derajat 

deasetilasi (DD) lebih dari 70% (Setiati et al., 2021). 

Proses deasetilasi merupakan proses penghilangan gugus asetil (-COCH3) 

dari kitin dengan menggunakan larutan alkali sehingga berubah menjadi gugus 

amina (-NH2) (Fajri & Amri, 2018). Kitosan berupa kopolimer D-glucosamine 
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dan N-acetyl-D-glucosamine dengan ikatan ß-(164) yang tersusun atas monomer 

2-amino-2-deoksi-D-glukosa dengan ikatan glikosida pada posisi β (1,4) sehingga 

kitosan merupakan polimer rantai panjang glukosamin dengan rumus molekul 

(C6H11NO4)n (Rumengan et al., 2018). Berikut struktur kitosan dapat dilihat pada 

Gambar II.5. 

 

Gambar II.5. Struktur Kitosan (Hisham et al., 2021) 

              Menurut Fabiyani (2018), reaktivitas kitosan lebih tinggi dari pada kitin 

karena memiliki gugus amina bebas yang bersifat nukleofil kuat. Gugus amina 

tersebut mudah terprotonasi pada pH yang kurang dari 6,5 sehingga kitosan 

bersifat kationik yang dapat berikatan dengan material bermuatan negatif seperti 

sel, polisakarida, asam nukleat, enzim, rambut, serta kulit. Adapun senyawa 

kitosan yaitu  larutan basa kuat, tidak larut dalam air, sedikit larut dalam HCl, 

HNO3 dan H3PO4 serta tidak larut dalam H2SO4.  

Kitosan banyak dimanfaatkan dalam berbagai bidang industri seperti 

bidang farmasi, bidang pangan, mikrobiologi, kosmetik, pertanian dan sebagainya 

(Artiningsih, 2017). Pada bidang pangan kitosan dapat dijadikan alternatif 

pengawet alami pada ikan karena memiliki sifat antibakteri yang mampu 

menghambat laju pertumbuhan bakteri (Sombo et al., 2020). Kitosan secara nyata 

menghambat pertumbuhan sebagian besar bakteri dan jamur yang diuji, meskipun 

efek penghambatannya bergantung pada jenis mikroorganisme dan kitosan 

(Younes et al., 2014). Menurut Yudhasasmita et al., (2017), nanopartikel kitosan 

dapat menurunkan kandungan Cd dalam medium cair dengan penambahan 

optimum sebesar 0,4 gr/50mL serta sebagai antibakteri dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Salmonella typhimurium dan Escherichia coli.  
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II.3.3.  Kitosan Sebagai Anti Bakteri 

Kitosan memiliki keunggulan yaitu mempunyai muatan positif kuat yang 

dapat mengikat muatan negatif dari senyawa lain sehingga dapat berperan sebagai 

menghambat pertumbuhan bakteri, detoksifikasi, tidak beracun serta mudah 

mengalami degradasi secara biologi (Wittriansyah et al., 2019). Antimikroba pada 

kitosan dapat menghambat mikroorganisme pembusuk, termasuk jamur serta 

bakteri patogen yaitu bakteri Gram-positif dan bakteri Gram negatif (Jalil et al., 

2024). Menurut Killay (2013), kitosan dapat menghambat pertumbuhan mikroba 

salah satunya penyebab penyakit tifus yang resisten terhadap antibiotik.  

Gugus fungsional amina (–NH
2
) pada kitosan bermuatan positif dan sangat 

reaktif sehingga mampu berikatan dengan dinding sel bakteri yang bermuatan 

negatif. Ikatan tersebut terjadi pada situs elektronegatif di permukaan dinding sel 

bakteri (Rumengan et al., 2018). menyebabkan membran mikroba mengalami 

tekanan permiable seperti tekanan osmotik di dalam sel tidak seimbang sehingga 

menghambat pertumbuhan dari mikroba. Selain itu, pasangan elektron bebas juga 

dimiliki oleh -NH
2
, sehingga mineral Ca

2+  
yang terdapat pada dinding sel bakteri 

dapat ditarik oleh gugus -NH
2
 dengan membentuk ikatan kovalen koordinasi. 

Adapun lipopolisakarida dengan lapisan luar pada bakteri Gram negatif memiliki 

kutub negatif yang sangat sensitif terhadap (Wittriansyah et al., 2019).  

Adapun nilai derajat deasetilasi (DD) Standar kategori kitosan adalah 40 – 

100% (Setiati et al., 2021). Nilai derajat deasetilasi kitosan ≥70% dapat 

diaplikasikan pada bidang pangan, nilai derajat deasetilasi menunjukkan 

kemurnian dari kitosan yang dihasilkan. Hal ini berkaitan dengan penghilangan 

gugus asetil (COCH3) pada saat proses deasetilasi kitin menjadi kitosan. Derajat 

deasetilasi mempengaruhi kemampuan kitosan dalam menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme, semakin tinggi derajat deasetilasi maka semakin bagus 

(Ardiansya, 2019). 
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II.3.4.  Aplikasi Kitosan pada Ikan 

 Penggunaan kitosan sebagai anti bakteri menjadi alternatif bahan alami 

dalam pencegahan penyakit. Beberapa aplikasi telah dilakukan yaitu melalui 

perendaman dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk 

sehingga dapat digunakan sebagai bahan alternatif pengawet pada ikan belanak. 

Pada penelitian hasil terbaik uji TPC (Total Plate Count) adalah kitosan Emerita 

sp. 2% dengan perendaman selama 60 menit. Semakin  besar kosentrasi dan 

semakin lama perendaman, kemampuan kitosan Emerita sp. dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri semakin baik (Wittriansyah et al., 2019). Waktu perendaman 

terbaik kitosan yaitu pada konsentrasi 2% selama 45 menit yang berasal dari 

limbah udang dapat digunakan sebagai bahan pengawet daging ayam agar 

menghambat terjadinya pembusukan oleh bakteri, tanpa mengubah rasa dan 

aroma khas daging ayam (Harjanti, 2014). 

II.4. Aeromonas hydrophila 

 Klasifikasi Aeromonas hydrophila menurut ITIS (Integrated Taxonomic  

Information System) (2012), adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria  

Phylum : Proteobacteria  

Class  : Gammaproteobacteria  

Order  : Aeromonadales   

Family  : Aeromonadaceae   

Genus  : Aeromonas  

Species : Aeromonas hydrophila  

Aeromonas hydrophila termasuk famili Aeromonadaceae, bakteri yang secara 

normal ditemukan dalam habitat seperti air, tanah, patogen pada hewan berdarah 

dingin dan berdarah panas kolam air tawar, kolam air payau dan gastrointestinal 

ikan (Murwani, 2017). Bakteri ini bersifat patogen yang menyebabkan penyakit 

sistemik serta mengakibatkan kematian secara masal pada ikan. Penyakit yang 

ditimbulkan dari bakteri ini berupa MAS (Motile Aeromonas Septisemia) atau  

hemorrhagic septicemia, ulcer disease atau Red-Sore Disease (Murwani, 2017).  
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Aeromonas hydrophila adalah bakteri uniseluler heterotrofik, diklasifikasi 

sebagai protista prokariotik ditandai terdapat membran yang membagi antara inti 

dengan sitoplasmanya (Yanuhar, 2019). Bakteri ini berbentuk batang pendek 

ujungnya bulat (Rahmaningsih, 2018) dengan ukuran yaitu 0,7-1,8 × 1,0-1,5 µm.. 

Bewarna putih, opak, mengkilat dan konveks (Murwani, 2017). Bersifat aerob dan 

anaerob fakultatif, tidak berspora, motil, bergerak dibantu dengan menggunakan 

satu flagel dan hidup pada kisaran suhu mesofil yaitu 25-30
O
C (Rahmaningsih, 

2018). 

Bakteri Aeromonas hydrophila tergolong bakteri Gram negatif yang 

beroksidasi positif dan katalase positif. Kemampuanya dapat memfermentasikan 

beberapa gula seperti fruktosa, glukosa, maltose dan trehalosa. Hasil fermentasi 

menghasilkan senyawa asam atau asam dengan gas, setelah 24 jam pada nutrient 

agar dapat diamati koloni bakteri dengan diameter 1-3 mm yang berbentuk 

cembung, halus dan terang (Yanuhar, 2019). 

  

(a)                                          (b) 

Gambar II.6. (a) Bakteri Aeromonas hydrophila (Rahmaningsih, 2018) 

      (b) Pewarnaan Gram Bakteri Aeromonas hydrophila  dengan 

                           Perbesaran 1000x (Abda’u, 2018) 

 

Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan patogen oportunistik yang terdapat 

di air menyebabkan kematian tinggi pada ikan-ikan budidaya. Karena sifat 

virulennya yang diakibatkan oleh ekstraselulernya seperti sitotoksin, endotoksin, 

protease dan hemolisin. Bakteri Aeromonas hydrophila dapat menginfeksi ikan 

akibat perubahan kondisi lingkungan, perubahan temperatur, air yang 
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terkontaminasi, stress, sistem imun tubuh ikan berkurang dan kontak dengan 

peralatan yang tercemar (Amrijed, 2019). Gejala akibat bakteri tersebut berupa 

mata menonjol (exophthalmus), sirip rusak, kulit kering dan kasar, warna kulit 

menjadi gelap, terkadang perut menggembung berisi cairan kemerahan (Maryani 

et al., 2024).  

Menurut penelitian Reynalta et al., (2019) tanda lainnya perubahan tingkah 

laku renang yang muncul pada ikan nila yang terinfeksi bakteri Aeromonas 

hydrophila yaitu ikan cenderung agresif dengan sirip punggung yang 

mengembang dan juga ditemui ikan yang lemah dan diam di dasar akuarium 

selain itu pergerakan renang lambat, pergerakan ikan tidak seimbang. Mudah 

stress dan berenang di sekitar aerasi dikarenakan keseimbangan tubuh ikan 

menurun akibat infeksi bakteri Aeromonas hydrophila. Berikut contoh di bawah 

ini gambar gejala klinis ikan nila pasca infeksi Aeromonas hydrophila. 

Gambar II.7.(a) Pendarahan pada Bekas Infeksi Aeromonas hydrophila, 

      (b) Pendarahan pada Sirip Punggung (c) Mata Membesar  

                 (Exopthalmia) (d) Dropsy (Indriani et al., 2014). 

 

II.5.  Uji Aktivitas Antibakteri 

Antibakteri adalah zat yang dihasilkan oleh suatu mikroba yang dapat 

menghambat pertumbuhan atau dapat menghilangkan jenis mikroba lain. 

Antibakteri terbagi atas dua berdasarkan mekanisme kerjanya yaitu bakterisida 

bersifat membunuh bakteri sedangkan bakteriostatika bersifat menghambat 

pertumbuhan bakteri. Adapun target mekanisme antibakteri yaitu perusak dinding 

sel, penghambatan kerja enzim, pengubahan permeabilitas sel, pengubahan 

molekul protein dan asam nukleat dan penghambatan sintesis asam nukleat dan 

protein (Rollando, 2019). Pada penelitian ini uji aktivitas antibakteri secara invitro 

menggunakan metode Kirby-Bauer dan uji invivo menggunakan metode 

perendaman. 
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II.5.1.  Metode Kirby Bauer  

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode Kirby-Bauer yaitu 

menggunakan difusi cakram (disk diffusion method). Metode difusi kertas cakram 

agar atau Kirby Bauer test (diskd Diffusion) merupakan cara untuk menentukan 

sensitivitas antibiotika untuk bakteri dengan melihat diameter zona hambat yang 

terbentuk. Cara ini dilakukan dengan meletakkan piringan (disk) yang terkandung 

senyawa antimikroba pada permukaan media agar yang terinokulasi mikroba uji 

kemudian diinkubasi. Selama masa inkubasi senyawa antimikroba akan berdifusi 

ke dalam media agar (Rollando, 2019). 

Aktivitas  antibakteri dapat dilihat dengan mengamati zona hambatan yang 

terbentuk di sekeliling paper disc. Antibakteri dikatakan positif jika terbentuk 

zona hambatan berupa zona bening di sekeliling paper disc dan antibakteri negatif 

ditandai dengan tidak terbentuknya zona bening (Komariah et al., 2012). Menurut 

Allo (2016), zona hambat yang terbentuk di sekeliling cakram setelah inkubasi, 

apabila diameternya semakin besar maka semakin terhambat pula pertumbuhan 

bakteri.  

 

II.5.2.  Metode Perendaman 

Penggunaan metode pengobatan untuk mencegah dan mengobati ikan 

yang terserang bakteri, jamur dan parasit seperti salah satu ikan yang terserang 

dengan bakteri Aeromonas hydrophila. Cara pengobatan terhadap ikan tersebut 

dapat dilakukan dengan berbagai cara yaitu melalui perendaman, penyuntikan, 

pengolesan dan melalui pakan. Pengobatan dengan sistem perendaman merupakan 

cara aplikatif dibanding dengan aplikasi lainnya, karena dapat mempermudah 

proses pengobatan terutama untuk ikan yang berukuran kecil dalam skala banyak 

(Pratiwi et al., 2016).
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

III.1. Tempat dan Waktu 

Penelitian telah dilakukan pada bulan Oktober 2021 sampai Januari 2022 

yang bertempat di Banda Aceh, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Sains dan 

Teknologi, gedung Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry. 

III.2.  Jadwal Pelaksaan Penelitian 

Berdasarkan pelaksanaan penelitian, di bawah ini tabel  rincian waktu 

penelitian: 

Tabel  III.1. Rincian Jadwal Penelitian 

 

 

No Kegiatan 

Bulan 

Okt Nov Des Jan 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

1. Persiapan Alat dan Bahan                 

2. Sterilisasi Alat dan Bahan                  

3. Pengambilan Sampel Cangkang 
Kerang  

                

4. Persiapan  Cangkang Kerang                 

5. Pembuatan Kitossan                  

6. 
Peremajaan Bakteri Aeromonas  

hydrophila 

                

7. Pembuatan Suspensi Bakteri                  

8. 
Pembuatan Konsentrasi Kitosan 

Cangkang Kerang Bulu 

                

9. 
Uji In Vitro Aktivitas Antibakteri 

dengan Metode Kirby Bauer 

                

10. 
Persiapan Wadah dan Adaptasi Ikan 

Uji  

                

11. 
Penginfeksian A. hydrophila pada 

Ikan Nila 

                

12. 
Perendaman Kitosan pada Ikan Nila 

Terinfeksi A. hydrophila 

                

13. Analisa Data                 
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III.3. Objek Penelitian (Sampel) 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu limbah cangkang kerang 

bulu (Anadara antiquata) yang diperoleh dari pembuangan kerang daerah Alue 

Naga, Aceh Besar. Kemudian ikan nila diperoleh dari tempat pembudidaya ikan 

nila daerah Gampong Jawa, Banda Aceh sebanyak 54 ekor dengan panjang  7–10 

cm per ekor dan bobot badan 7- 18 gram. Serta biakan murni Aeromonas 

hydrophila diperoleh dari Balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Ujung 

Batee, Aceh Besar. 

III.4.    Alat dan Bahan Penelitian 

III.4.1. Alat 

 Alat yang digunakan adalah gelas ukur, erlenmeyer, laminar air flow 

(LAF), pipet tetes, pinset, penggaris, cawan petri, pipet volume, labu ukur, beker 

gelas, kertas saring, labu pemanas, pH meter, neraca analitik, hot plate, ember, 

aerator, cawan petri, jangka sorong, bunsen, mortar dan alue, oven, inkubator, 

desikator, alat tulis, blender, labu ukur, pinset, magnetic stirrer, gelas kimia, 

jarum ose, mikropipet 100 μL-1000 μL, jarum suntik (1 mL), DO meter dan 

ayakan.  

III.4.2. Bahan 

 Aeromonas hydrophila, ikan nila, cangkang kerang bulu, TSB (Tripticase 

Soy Broth), TSA (Tripticase Soy Agar), NaOH  1%, HCl 1M, Akuades, NaOH 25                         

%, NaOCl 4%, kertas saring (whatman 42), asam asetat 1%, kloramfenikol 30 

(μg/ml), kertas cakram, larutan Mc. Farland 0.5, larutan NaCl 0,9 %, plastik wrap 

dan kertas label. 

III.5. Rancangan Penelitian  

 Penelitian ini bersifat eksperimen, yaitu penelitian yang dilakukan terhadap 

variabel yang data-datanya belum ada sehingga perlu dilakukan proses manipulasi 

melalui pemberian perlakuan tertentu terhadap subjek penelitian yang kemudian 

diamati/diukur dampaknya. Pada penelitian uji in vitro menggunakan metode 

Kirby Bauer yaitu dengan difusi agar kertas cakram untuk mengetahui aktivitas 

kitosan terhadap Aeromonas hydrophila. 
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Rancangan yang dilakukan pada penelitian ini adalah rancangan acak 

lengkap (RAL). Rancangan acak lengkap pada penelitian uji in vitro terdapat 4 

kelompok perlakuan dan kontrol positif sehingga banyaknya ulangan yang 

diperlukan pada penelitian dihitung dengan menggunakan rumus dari Federer 

(Candrasari et al., 2011). 

(n − 1) (t − 1) ≥ 15 

Keterangan : t  = jumlah kelompok 

          n = jumlah sampel ulangan 

(n - 1) (4 - 1) ≥ 15 → 3 (n - 1) ≥ 15 →  3n ≥ 15 + 3 →  3n ≥ 18 → n = 6 

Maka pada perhitungan di atas dengan menggunakan rumus federer 

menghasilkan 6 kali ulangan. 

 

Berikut rancangan penelitian secara in vitro pada tabel di bawah ini 

Tabel  III.2. Rancangan Penelitian Secara In Vitro 

 

Keterangan : K1 : konsentrasi kitosan cangkang kerang bulu 1% . 

           K2 : konsentrasi kitosan cangkang kerang bulu 3%. 

          K3 : konsentrasi kitosan cangkang kerang bulu 5%. 

          K4 : konsentrasi kitosan cangkang kerang bulu 7%. 

                      (Baharuddin & Isnaeni, 2020)  

 

III.6.    Prosedur Kerja 

III.6.1. Pengambilan Sampel Cangkang Kerang Bulu  

 Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini adalah secara simple 

random sampling (Gunawan et al., 2015).  Sampel yang digunakan berupa limbah 

cangkang kerang bulu yang diperoleh dari tempat pembuangan limbah cangkang 

kerang pada Gampong Alue Naga Kecamatan Syiah Kuala, Kabupaten Aceh 

Sampel 
Perlakuan 

(Konsentrasi)  

Ulangan  

1 2 3 4 5 6 

Kitosan 

cangkang 

kerang 

bulu 

 

K1 K1U1 K1U2 K1U3 K1U4 K1U5 K1U6 

K2 K2U1 K2U2 K2U3 K2U4 K2U5 K2U6 

K3 K3U1 K3U2 K3U3 K3U4 K3U5 K3U6 

K4 k4U1 K4U2 K4U3 K4U4 K4U5 K4U6 
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Besar. Limbah tersebut berasal dari pedagang warung yang berjualan di daerah 

tersebut.  

III.6.2. Persiapan Sampel Cangkang Kerang Bulu 

 Cangkang kerang bulu diambil sebanyak 1 kg kemudian dicuci terlebih 

dahulu dengan air hingga bersih, kemudian dikeringkan di bawah sinar matahari 

selama 8-12 jam atau dalam oven dengan suhu 80°C selama 24 jam sehingga 

diperoleh produk kering dengan kadar air ±10%. Setelah itu dihaluskan dengan 

mortar dan alue dan diblender (Ariyanti et al., 2020) lalu diayak menggunakan 

ayakan dengan ukuran 100 mesh (Baharuddin & Isnaeni, 2020). 

III.6.3. Pembuatan Kitosan  

 Prosedur pembuatan kitosan dari limbah cangkang kerang bulu mencakup 

proses deproteinasi, demineralisasi, depigmentasi dan deasetilasi. 

1. Deproteinasi  

Proses ini dilakukan untuk menghilangkan protein dari cangkang kerang 

bulu, mulanya cangkang kerang yang sudak diayak ditimbang sebanyak 400 gram 

kemudian dicampur dengan 3000 ml NaOH  1%. Lalu dipanaskan pada suhu 60-

80°C selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer di dalam gelas kimia dengan 

kecepatan 50 rpm. Larutan didinginkan dan disaring sehingga didapat padatan, 

dicuci padatan dengan aquades sampai pH netral, kemudian dikeringkan dengan 

oven pada suhu 80
0
C hingga kering ± 3 jam (Hastuti & Tulus, 2015). 

 

2.  Demineralisasi  

 Kitin yang telah dideproteinasi selanjutnya dilakukan proses 

demineralisasi, proses demineralisasi dilakukan untuk menghilangkan mineral 

dari cangkang kerang bulu seperti magnesium, kalsium dan fosfor. Serbuk 

cangkang kerang hasil deproteinasi sebanyak 200 gram ditambahi dengan larutan 

2000 ml HCl 1 M  dicampur dalam gelas kimia kemudian dipanaskan pada suhu 

kamar sambil dilakukan pengadukan dengan kecepatan 50 rpm selama 1 jam. 

Diperoleh padatan dan dicuci menggunakan akuades beberapa kali sampai pH 

netral. Kemudian menyaring dan mengeringkan endapan dalam oven pada 
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temperatur 80
0
C selama 3 jam, hasil endapan proses ini disebut kitin (Hastuti & 

Tulus, 2015). 

  

3. Depigmentasi  

Padatan kitin hasil demineralisasi dilakukan proses depigmentasi 

(pemutihan cangkang kerang) dengan menggunakan NaOCl 4% (1:10). Campuran 

diaduk selama 1 jam pada suhu ruang. kemudian disaring menggunakan kertas 

saring dan dinetralkan dengan akuades. Hasil padatan dikeringkan dalam oven 

dengan suhu 60°C selama 24 jam (Bahri et al., 2015).  

4. Deasetilasi 

Kitin yang diperoleh ditambah NaOH konsentrasi 25% dengan 

perbandingan 1 : 5, dipanaskan pada suhu 70-75°C selama dua jam. Larutan 

kemudian disaring sehingga didapat padatan, lalu dicuci dengan air sampai pH 

netral. Padatan kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C selama 36 jam. 

Kitosan yang diperoleh ditimbang dan disimpan dalam kantong plastik pada suhu 

kamar (Ariyanti et al., 2020) 

III.6.4. Peremajaan Bakteri Aeromonas hydrophila  

 Peremajaan bakteri Aeromonas hydrophila dilakukan dengan cara metode 

gores, mulanya siapkan media agar miring TSA (Tripticase Soy Agar) yang sudah 

dibuat terlebih dahulu. Lalu diambil biakan murni bakteri Aeromonas hydrophila 

dengan menggunakan jarum ose sebanyak 1 kali. Bakteri yang terdapat pada 

jarum ose digoreskan ke dalam media agar miring dengan metode gores secara 

aseptik. Media diinkubasi di dalam inkubator dengan suhu 30°C selama 24 jam 

(Abda’u, 2018). 

III.6.5. Pembuatan Konsentrasi Kitosan Cangkang Kerang Bulu 

 Konsentrasi kitosan yang digunakan pada pengujian aktivitas antibakteri 

mengacu pada penelitian  Baharuddin et al., (2018) ; Baharuddin & Isnaeni (2020) 

dengan konsentrasi efektifnya 1%, 3%, 5%, dan 7%. Konsentrasi 1% ditimbang 

sebanyak 1 gram serbuk kitosan, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 

ml, setelah itu larutan asam asetat 1% ditambahkan sedikit demi sedikit hingga 
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kitosan larut sampai tanda batas volumenya. Pada pembuatan kitosan  konsentrasi 

3%, 5%, dan 7% cara yang sama dilakukan yaitu dengan menimbang serbuk 

kitosan masing-masing sebanyak 3, 5, dan 7 gram lalu dimasukkan ke dalam labu 

ukur 100 ml, ditambahkan larutan asam asetat 1% sedikit demi sedikit hingga 

kitosan larut sampai tanda batas volumenya. Adapun kontrol positif digunakan 

kloramfenikol 30 (μg/ml) (Sinaga et al., 2016). 

III.6.6. Uji In Vitro Aktivitas Antibakteri dengan Metode Kirby Bauer 

 Uji ini dilakukan untuk melihat aktivitas kitosan cangkang kerang bulu 

terhadap Aeromonas hydrophilla dengan menggunakan metode Kirby Bauer, 

suspensi bakteri Aeromonas hydrophila diinokulasi ke dalam cawan petri yang 

telah berisi media TSA sebanyak 0,1 ml lalu diratakan menggunakan batang L 

(spreader) (Agustina, 2018) Kemudian kertas cakram steril diberikan beberapa 

perlakuan kitosan dengan konsentrasi 1%, 3%, 5%, dan 7% (Baharuddin & 

Isnaeni, 2020) dengan cara diteteskan sebanyak 20 μL, kertas cakram dikeringkan 

selama 1 menit (Aisyah et al., 2017). Perlakuan kontrol positif digunakan 

kloramfenikol 30 (μg/ml). Kemudian kertas cakram yang telah mengandung 

kitosan dan kontrol diletakkan pada media agar yang sudah ditanam bakteri 

dengan menggunakan pinset steril, sedikit menekan supaya paper disk benar-

benar menempel pada agar (Komariah et al., 2012). Menurut Suherman et al., 

(2018), diatur jarak kertas cakram dari pinggir cawan petri minimal 20 mm 

kemudian diinkubasi pada suhu 37
0
C dalam inkubator selama 1 x 24 jam.  

 Pengamatan dan pengukuran diameter zona hambatan dilakukan setelah 

masa inkubasi 1 x 24 jam pada suhu 37
0
C. Aktivitas antibakteri dapat dilihat 

dengan mengamati zona hambatan yang terbentuk di sekeliling paper disc. Zona 

hambatan yang terbentuk pada media, diukur dengan menggunakan jangka sorong 

(Suherman et al., 2018). Parameter untuk menilai efektivitas kitosan cangkang 

kerang bulu terhadap Aeromonas hydrophilla yaitu menggunakan rumus berikut.  

 
(DV−DC) + (DH−DC)

2
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Gambar III.1. Pengukuran Diameter Zona Hambat (Pormes et al., 2016). 

Keterangan :  

: Zona hambat 

DV  : Diameter vertikal 

DH  : Diameter horizontal 

DC  : Diameter cakram 

 

Tabel  III.3. Kategori Penghambatan Antimikroba Berdasarkan Diameter Zona 

         Hambat 

Diameter Zona Terang  Respon Hambatan Pertumbuhan 

≤ 5 mm Lemah 

5-10 mm  Sedang 

10-20 mm Kuat  

≥20  Sangat Kuat 

Sumber : (Romadhoni, 2020) 

 

Berdasarkan uji in vitro dapat diperoleh konsentrasi optimum kitosan 

cangkang kerang bulu yang efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri A. 

hydrophila, dosis ini selanjutnya akan dijadikan standar dosis kitosan yang akan 

digunakan pada uji in vivo. 

 

III.6.7. Uji In Vivo Kitosan pada Ikan Nila  

1. Persiapan Wadah  

Ember digunakan sebagai wadah dalam penelitian ini yang berdiameter 

30,5 x 26,5 cm dengan volume 5 liter sebanyak 20 wadah. Sebelum digunakan, 

DC

D

C

D

C 
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dicuci terlebih dahulu ember dengan sabun hingga benar-benar bersih dan steril 

lalu dijemur untuk menghilangkan bibit penyakit. Kemudian ember diisi air dan 

diaerasi menggunakan aerator dan diberi larutan PK untuk menghilangkan bau 

plastik (Adhika et al., 2016). Air yang digunakan sebagai media hidup ikan yaitu 

air sumur. 

 

Menurut Hanief et al., (2014), untuk menjaga kualitas air, dilakukan setiap 

2 hari sekali penyiponan agar kotoran yang terdapat di dasar wadah tidak 

menumpuk. Kemudian pergantian air dilakukan setiap seminggu sekali sebanyak 

1/2 - 1/3 dari volume wadah. Tujuan pergantian air ini untuk mengencerkan zat-

zat beracun yang terlarut dalam air agar mengurangi sifat racun dari zat tersebut 

sehingga kualitas air akan terjaga. Adapun kualitas air diamati setiap seminggu 

sekali pada pagi atau sore hari, parameter kualitas air yang diamati adalah suhu 

air, keasaman (pH) kadar dengan menggunakan pH meter, oksigen terlarut (DO) 

digunakan alat DO meter.  

2. Adaptasi Ikan Uji 

Ikan nila yang digunakan berasal dari pembudidaya di daerah Gampong 

Jawa, kemudian ikan nila diukur panjang dan ditimbang bobot yaitu 7–10 cm per 

ekor dan bobot badan 7-18 gram dengan umur ± 30 hari (Mangunwardoyo et al., 

2010). Pengambilan ikan nila berumur ± 30 hari karena respon tubuhnya terhadap 

lingkungan lebih cepat tangkap dan mudah terserang oleh penyakit karena ikan 

tersebut masih difase ikan muda. Sebelum dilakukan aklimatisasi pada media 

pemeliharaan, ikan terlebih dahulu direndam dalam larutan garam selama kurang 

lebih 2 menit untuk mereduksi patogen eksternal yang melekat pada tubuh ikan 

(Amrijed, 2019). Sebanyak masing-masing 3 ekor ikan dimasukan ke dalam 18 

ember yang telah didesinfeksi. 

Sebelum dilakukan infeksi pada ikan uji, terlebih dahulu dilakukan 

adaptasi selama 1 minggu di dalam wadah. Adaptasi bertujuan untuk mengetahui 

tingkat kesehatan ikan yang akan digunakan dalam penelitian. Apabila selama 

adaptasi terjadi kematian 10%, maka ikan uji tidak layak digunakan dalam 

penelitian. Aklimatisasi dilakukan agar ikan nila nanti benar-benar sudah siap 
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untuk diuji karena ikan tersebut sudah mampu beradaptasi dengan lingkungannya 

(Wahjuningrum et al., 2010) .  

Pemberian pakan selama aklimatisasi berupa pelet apung komersial. 

Jumlah pakan yang diberikan (FR) sebanyak 3% dari biomassa ikan per hari 

dengan frekuensi pemberian 2 kali sehari yaitu pada pagi dan sore hari 

(Wahjuningrum et al., 2010).  Adapun pakan yang diberikan pada ikan selama 

penelitian yaitu secara at satiation dengan pemberian pakan tiga kali sehari 

(Rejeki et al., 2018). 

III.6.8. Desain Bak  

 Penelitian uji in vivo terdiri dari 1 kelompok perlakuan dari hasil optimal 

uji in vitro dilakukan 16 kali ulangan dan 1 kontrol positif dengan 4 kali ulangan. 

Kontrol positif     : ikan disuntik Aeromonas hydrophila  kemudian  

        direndam menggunakan antibiotik kloramfenikol. 

Perlakuan pengobatan   : ikan disuntik Aeromonas hydrophila  pada hari ke 0 dan 

      direndam dengan kitosan cangkang kerang bulu dosis 

      optimal uji in vitro. 

Penempatan wadah perlakuan dan ulangan dapat diperoleh denah 

penelitian pada Gambar III.2. berikut ini:  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar III.2. Penempatan Wadah Penelitian 
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Keterangan : 

KO  : Konsentrasi optimal  

Kp  : Kontrol positif 

U1-U16  : Ulangan 1 – 16 

 

 

III.6.9. Penginfeksian Aeromonas hydrophila pada Ikan Nila 

 Untuk meningkatkan kembali patogenisitas bakteri dilakukan dengan 

menginfeksikan Aeromonas hydrophila  pada ikan uji dengan teknik penyuntikan. 

Suspensi bakteri disiapkan dengan memindahkan koloni Aeromonas hydrophila  

ke dalam 10 mL, kemudian diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer sampai 

homoge n. Suspensi bakteri 1,5 x 10
8 

cfu/ml sebanyak 0,1 mL disuntikkan secara 

intramuskular dengan jarum suntik (1 mL) pada tiga ekor ikan nila yang 

sebelumnya diinaktifkan dengan cara dicelupkan di dalam air suhu 25
o
C selama 

30 detik. Dimasukkan ke dalam ember dan dibiarkan selama 24 jam atau sampai 

tampak gejala klinis pada ikan (Mangunwardoyo et al., 2010). Infeksi yang 

ditimbulkan sirip geripis, sisik rontok, sirip punggung berwarna merah, 

pembengkakan pada perut dan bersifat akut dengan tanda klinis warna kulit 

menjadi lebih gelap (Panigoro et al., 2018). Gejala klinis yang diamati pada 

penelitian ini yaitu pembengkakan perut serta pada bekas suntik, bercak merah 

pada punggung ikan punggung ikan (hemoragi), perubahan warna permukaan 

tubuh menjadi gelap dan sirip dada yang  putus (Afrianto et al., 2015). 

III.6.10. Perendaman Kitosan pada Ikan Nila Terinfeksi Aeromonas  

    hydrophila Secara In Vivo 

   Setelah tampak gejala infeksi Aeromonas hydrophila  pemberian kitosan 

dilakukan dengan cara perendaman pada ikan yaitu dengan dimasukan ke dalam 

wadah ember larutan kitosan sebanyak 200 ml dan kemudian direndam selama 24 

jam pada konsentrasi dari optimum kitosan uji in vitro dan kontrol positif dengan 

menggunakan kloramfenikol. Setelah proses perendaman selesai, air pada wadah 

ember diganti dengan air normal dan dilakukan pengamatan. 
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III.6.11. Parameter yang  Diamati  

1. Kelangsungan hidup  

 Pengamatan dilakukan dengan melihat dan menghitung ikan yang hidup 

pada setiap unit perlakuan. Perhitungan jumlah ikan yang mati dilakukan diakhir 

pengamatan setelah ikan nila diuji tantang sampai hari ke 14 pasca uji tantang 

(Rikawati, 2018). Nilai sintasan dihitung dengan rumus:  

 

SR =   
Nt

No
   × 100% 

Keterangan : 

SR : Tingkat kelangsungan hidup % 

Nt  : Jumlah ikan yang hidup pada akhir penelitian (ekor) 

No : Jumlah ikan yang hidup pada awal penelitian (ekor) 

(Amanda et al., 2016) 

 

III.6.12. Analisis Data  

   Hasil pengamatan data uji in vitro, dilihat secara deskriptif dengan 

melihat zona hambat (zona bening) yang terbentuk untuk menentukan satu 

perlakuan terbaik dari setiap konsentrasi kemudian data dianalisis menggunakan 

one way ANOVA, kemudian dengan bantuan program Microsoft Excel 2010 dan 

SPSS (Statistical Product and Service Solutions) 23 selang kepercayaan 95% 

(Reynalta et al., 2019). Data uji in vivo dengan parameter kelulushidupan ikan 

nila data dianalisis menggunakan uji t indenpendent.. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

IV.1.  Hasil Penelitian 

IV.1.1. Aktivitas Limbah Kitosan Cangkang Kerang Bulu Terhadap      

Aeromonas hidrophila Secara In Vitro 

Senyawa kitosan dari cangkang kerang bulu diperoleh dari beberapa 

tahapan isolasi yaitu tahapan deproteinasi, demineralisasi, depigmentasi dan 

deasetilasi (menghasilkan kitosan). Hasil dari tahapan tersebut beserta 

rendemennya dapat dilihat pada Tabel  IV.1.  

Tabel  IV.1. Hasil Kitosan Cangkang Kerang Bulu 

No Tahapan  Berat 

Awal  (g) 

Berat 

Akhir 

(g) 

Keterangan Rendemen 

% 

1 Deproteinasi 400 374,88 Uji lanjut tahap 2 93,7 

2 Demineralisasi 200 157,55 Uji lanjut tahap 3 78,7 

3 Depigmentasi 100 65,66 Kitin duji lanjut tahap 3 65,6 

4 Deasetilasi  40 30,88 Kitosan  77,2 

 

Berdasarkan hasil pengujian kitosan limbah cangkang kerang bulu 

terhadap  Aeromonas hidrophila secara In-vitro dengan kosentrasi 1%, 3%, 5% 

dan 7% setelah inkubasi 24 jam menunjukkan aktivitas antibakteri tersebut dapat 

dilihat dari terbentuknya zona hambat pada setiap perlakuan (Gambar IV.1). 

Adapun rerata yang dihasilkan berbeda setiap perlakuan konsentrasi kitosan 

seperti pada Tabel  IV.2. Terlihat bahwa rata-rata zona hambat cenderung semakin 

meningkat seiring dengan meningkatnya dosis kitosan yang diberikan. 

 

Tabel  IV.2.  Zona Hambat Kitosan Terhadap Aeromonas hydrophila 

Perlakuan  Diameter Zona Bening (mm) Rerata  

UI UII UIII IV V VI 

konsentrasi 1 % 6,165 2,115 5,1 3,67 5,3 2,165 4,08 

konsentrasi 3 % 7,175 4,65 5,61 4,73 3,02 5,075 5,04 

konsentrasi 5 % 2,205 5,485 7,895 5,335 6,06 5,505 5,41 

konsentrasi 7 % 6,32 6 8,915 7,03 7,01 5,83 6,85 

kontrol positif  

 

25,455 27,605 - - - - 26,3 
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 

Gambar IV.1. Interpretasi Zona Hambat Terhadap Aeromonas hydrophila  

  (a) Konsentrasi Kitosan (b) Kontrol Positif Kloramfenikol 

 

IV.1.1.1. Uji Statistik Zona Hambat  

1. Uji Normalitas  

Salah satu syarat untuk melakukan uji Anova yaitu menggunakan terlebih 

dahulu uji normalitas. Berikut hasil uji normalitas data zona hambat kitosan 

limbah cangkang kerang bulu terhadap Aeromonas hydrophila pada Tabel  IV.3. 

 

Tabel  IV.3. Uji Normalitas Zona Hambat 

Perlakuan Uji Kolmogorov-smirnov 

 Sig. 

Konsentrasi 1% 0,200 

Konsentrasi 3% 0,200 

Konsentrasi 5% 0,064 

Konsentrasi 7% 0,195 

Dari tabel  di atas dapat di ketahui bahwa pada uji  kolmogorov-smirnov 

untuk masing-masing perlakuan konsentrasi 1%, 3%, 5% dan 7% masing-masing 

dengan nilai sig. yaitu 0,200; 0,200; 0,064; 0,195, karena signifikan lebih dari 

0,05 jadi data penelitian terdistribusi normal. 
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2. Uji Homogenitas  

Uji homogenitas dilakukan juga sebelum melakukan uji Anova. Adapun 

hasil uji homogenitas data zona hambat kitosan limbah cangkang kerang bulu 

terhadap Aeromonas hydrophila seperti pada Tabel  IV.4. 

 

Tabel  IV.4. Uji Homogenitas Zona Hambat 

  

Tabel di atas diketahui bahwa nilai signifikansi pada respon Aeromonas 

hydrophila  sebesar 0,867. Karena nilai sig > 0,05 (0,867>0,05), maka data respon 

bakteri terhadap empat perlakuan konsentrasi bersifat homogen, selanjutnya dapat 

dilakukan uji one way anova. 

3. Uji One Way Anova 

Uji anova dilakukan untuk mengetahui apakah ada perbedaan diameter 

zona hambat yang terbentuk pada konsentrasi 1%,  3%,  5%, dan 7%.. Berikut 

hasil uji One Way Anova data zona hambat kitosan limbah cangkang kerang bulu 

terhadap Aeromonas hydrophila dapat dilihat pada Tabel IV.5. 

 

Tabel  IV.5. Uji One Way Anova Zona Hambat 

 

   

  Berdasarkan Tabel  di atas dapat dilihat bahwa respon  Aeromonas 

hydrophila   nilai F hitung >  F Tabel  (93,189 > 2,795), adapun dilihat dari sig. < 

0,05 (0,00<0,05) maka dapat disimpulkan adanya perbedaan antara konsentrasi 

yang ada.  

 

Levene statistic Sig. 

0,311 0,867 

Bakteri Uji  Perlakuan   
Mean 

Square 

F 

Hitung 

 F 

Tabel  

5% 

Sig. 

Aeromonas 

hydrophila 

semua kelompok 

konsentrasi  
212,319 93,189 2,795 0,00 
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IV.1.2. Aktivitas Kitosan Terhadap Aeromonas hidrophila pada Ikan Nila 

Secara In Vivo 

IV.1.2.1. Gejala klinis  

Infeksi ikan nila akibat terserang bakteri Aeromonas hidrophila diamati 

secara visual. Adapun gejala infeksi Aeromonas hidrophila pada ikan nila setelah 

24 jam memperlihatkan gejala klinis yang ditimbulkan berupa pembengkakan 

perut serta pada bekas suntik, pendarahan punggung ikan (hemoragi), perubahan 

warna permukaan tubuh menjadi gelap dan sirip dada mengalami putus (Gambar 

IV.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.2. Gejala Klinis A.hydrophila pada Ikan Nila (a) Pembengkakan Perut 

  Ikan dan Bekas Suntik, (b) Pendarahan Punggung Ikan (c) Sirip 

  Dada Putus (d) Badan Ikan Hitam  
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IV.1.2.2. Kelangsungan Hidup Ikan Nila  

 Berdasarkan gejala klinis yang terjadi pada ikan nila akibat infeksi 

bakteri Aeromonas hidrophila didapatkan kelangsungan hidupnya dapat dilihat 

pada Tabel  IV.6.  

 

Tabel  IV.6. Persentase Kelangsungan Hidup (SR) Ikan Nila Selama Penelitian 

 

Berdasarkan Tabel IV.6. dapat dilihat bahwa kelangsungan hidup ikan 

nila pasca infeksi bakteri Aeromonas hidrophila dan setelah dilakukannya 

perendaman kitosan dengan kosentrasi 7% didapatkan bahwa nilai kelangsungan 

hidupnya lebih besar dari pada nila kelangsungan hidup yang menggunakan 

pengobatan antibiotik kloramfenikol pada uji kontrol positif. 

 

 

 

Perlakuan  Ulangan Ikan Awal Ikan Akhir  SR% 

KO 

7% Kitosan 

1 3 2 66.66 

2 3 2 66.66 

3 3 2 66.66 

4 3 2 66.66 

5 3 3 100.00 

6 3 2 66.66 

7 3 2 66.66 

8 3 1 33.33 

9 3 2 66.66 

10 3 1 33.33 

11 3 2 66.66 

12 3 3 100.00 

13 3 3 100.00 

14 3 2 66.66 

15 3 3 100.00 

16 3 1 33.33 

  Rata-rata 3 2 68.74 

KP 

Kloramfenikol 

1 3 1 33.33 

2 3 3 100.00 

  Rata-rata 3 2 66.66 
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IV.1.2.2.1. Uji Statistik Kelangsungan Hidup Ikan  

1. Uji Normalitas  

Uji t independent sebelumnya harus melakukan uji normalitas. Berikut 

hasil uji normalitas kelangsungan hidup ikan (SR) dapat dilihat pada Tabel IV.7.  

Tabel  IV.7. Uji Normalitas Kelangsungan Hidup Ikan 

 SR 

Kolmogorov-Smirnov Z 1,072 

Asymp. Sig. (2-tailed) 0,200 

Berdasarkan tabel  di atas data output dapat dilihat pada Kolmogorov 

smirnov diketahui bahwa nilai signifikansi untuk nilai sig (2-tailed) sebesar 0,200, 

karena signifikansi untuk seluruh variabel lebih besar sama dengan 0,05 (0,200 > 

0,05) maka dapat disimpulkan data penelitian distribusi normal. 

2. Homogenitas 

Uji homogenitas dilakukan sebelum melakukan uji t independent. Adapun 

hasil uji homogenitas kelangsungan hidup ikan (SR) seperti berikut. 

Tabel  IV.8. Uji Homogenitas Kelangsungan Hidup Ikan 

Levene statistic Sig. 

2,346 0,145 

Berdasarkan tabel  di atas nilai signifikansi data SR pada KO dan KP 

adalah 0,145. Maka sig. lebih besar 0,05 (0,145>0,05), sehingga data penelitian 

memiliki varians yang sama (homogen). 

3. Uji T Independent  

Uji t independent kelangsungan hidup ikan (SR) dapat dilihat sebagai 

berikut 

Tabel  IV.9. Uji T Independent Kelangsungan Hidup Ikan 

  

t-test for Equality of Means 

t hitung  
t 

Tabel  
df  

sig. (2- 

tailed) 

SR 

Equal variances assumed 0,111 2,119 16 0,913 

Equal variances not 

assumed 
0,062   1,059 0,96 
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Hasil uji t di atas menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang 

signifikan persentase kelangsungan hidup (SR) antara perlakuan KO (kosentrasi 

optimal) dengan pembanding KP (kontrol positif). Hal itu dibuktikan dengan hasil 

penghitungan uji mean t hitung < t Tabel  (0,111<2,119). 

IV.1.2.3. Kualitas Air  

  Media tempat hidup ikan yaitu air, karenanya kualitas air salah satu 

faktor yang perlu diperhatikan dalam pemeliharaan ikan. Kualitas air yang diamati 

selama penelitian berlangsung adalah suhu, pH, dan oksigen terlarut yang diukur 

seminggu sekali. Hasil pengamatan menunjukkan kualitas air yang baik sehingga 

layak untuk pemeliharaan ikan nila (Oreochromis niloticus). Parameter kualitas 

air disajikan pada Tabel IV.10. 

 

Tabel  IV.10. Kisaran Kualitas Air Selama Penelitian 

Perlakuan 
Parameter Kualitas Air 

suhu (°C) pH DO (mg/l) 

Kosentrasi Optimum 25  - 29 7.2 - 8.7 5.2 - 5.7 

Kontrol Positif 25  - 29 7,0 - 8.7 5.2 - 5.6 

Kualitas Air untuk Ikan Nila 25-32 6.5 - 8.5 >3 

 

Keterangan: Kualitas air untuk ikan nila (SNI 7550 : 2009) 

 

IV.2. Pembahasan 

IV.2.1. Aktivitas Limbah Kitosan Cangkang Kerang Bulu Terhadap  

             Aeromonas hidrophila Secara In Vitro 

 Deproteinasi, demineralisasi, depigmentasi dan deasetilasi merupakan 

proses untuk menghasilkan kitosan. Deproteinasi untuk menghilangkan protein, 

demineralisasi untuk menghilangkan mineral dan depigmentasi untuk 

menghilangkan zat warna pada kitin (Dompeipen, 2017), sedangkan proses 

pembuatan kitosan dengan cara deasetilasi kitin atau penghilangan gugus asetil 

pada kitin (Mursida et al., 2018). Hasil pada masing-masing proses tersebut 

mengalami penurunan dari berat bahan baku awal karena komponen mineral, 

bahan organik dan protein pada cangkang kerang bulu yang terlarut dalam larutan 
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NaOH dan HCl. Proses tersebut mengakibatkan berat akhir kitosan lebih rendah 

daripada berat cangkang kerang utuh.  

Berdasarkan Tabel IV.1. didapatkan hasil analisa rendemen kitosan 

cangkang kerang bulu dengan nilai sebesar 77,2%. Menurut Handayani et al., 

(2018), rendemen yaitu persentase yang diperoleh dari berat bahan baku awal, 

apabila rendemen yang Besarnya nilai rendemen yang diperoleh menandakan 

tingkat keberhasilan kitosan. Berdasarkan penelitian Baharuddin, (2020), 

rendemen yang dihasilkan cangkang kerang bulu sebesar 81,06%. Jumlah 

rendemen kitosan dipengaruhi oleh ukuran partikel, temperatur dan waktu reaksi 

konsentrasi reagen.  

Rendemen kitosan dipengaruhi oleh bahan baku dan proses produksinya 

(Mursida et.al., 2021). Selain itu dipengaruhi juga oleh suhu dan waktu 

pemanasan, Pada proses deasetilasi (penghilangan gugus asetil) kitin menjadi 

kitosan dapat dilakukan secara enzimatis ataupun  kimiawi. Secara enzimatis 

digunakan enzim kitin deasetilase sedangkan secara kimiawi, deasetilasi kitin 

dilakukan dengan penambahan NaOH. Penggunaan larutan NaOH pekat pada 

proses deasetilasi kitin bertujuan untuk mengubah gugus asetil dari kitin menjadi 

gugus amina pada kitosan. Proses tersebut akan menentukan mutu kitosan,  

semakin tinggi derajat deasetilasi maka mutu kitosan semakin baik (Mauryza, 

2021) .  

Adapun kitosan dari limbah cangkang kerang bulu secara umum memiliki 

aktivitas antimikroba terhadap bakteri Aeromonas hidrophila yang menghasilkan 

zona bening di sekitaran cakram disk.  Rerata zona hambat yang dibentuk oleh 

setiap perlakuan konsentrasi kitosan cangkang kerang bulu berbeda-beda seperti 

pada Tabel  IV.2. diketahui bahwa kosentrasi 1% sebesar 4,08 mm, konsentrasi 

3% sebesar 5,04 mm, konsentrasi 5% sebesar 5,41 mm dan konsentrasi 7% 

sebesar 6,85 mm.  

Variasi konsentrasi kitosan yang digunakan dalam pengujian efektivitas 

antibakteri sangat berpengaruh terhadap daya hambat yang dihasilkan, dimana 

konsentrasi 1%  masuk dalam klasifikasi respon hambatan lemah dan konsentrasi 

3 %,  5% dan 7% masuk dalam kategori sedang. Semakin tinggi konsentrasi 

kitosan cangkang kerang bulu, maka semakin tinggi zona hambat yang terbentuk 
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pada sekitaran cakram disk. Menurut Romadhoni, (2020) kategori penghambatan 

antimikroba berdasarkan diameter zona hambat yaitu zona hambat <5mm 

dikategorikan lemah. Zona hambat terbentuk antara 5-10 mm dikategorikan 

sedang. Zona hambat yang terbentuk antara 10-20 mm dikategorikan kuat dan 

zona hambat >20 mm maka dikategorikan sangat kuat. 

Berdasarkan hasil uji aktivitas anti bakteri yang telah dilakukan, maka 

diperoleh diameter zona hambat yang disebabkan oleh adanya aktivitas 

antibakteri. Hasil dianalisis menggunakan One Way Anova dengan kepercayaan 

95% seperti pada Tabel  IV.5. diperoleh nilai sig. 0,000 (< 0,05) dengan nilai F 

hitung perlakuan semua konsentrasi terhadap bakteri Aeromonas hydrophila lebih 

besar dari nilai F Tabel  menandakan adanya perbedaan rata-rata diameter zona 

hambat Aeromonas hydrophila  yang terbentuk pada konsentrasi 1%, 3%, 5%, 

7%, dan kontrol positif. Selanjutnya dilakukan uji lanjut yaitu LSD (Uji Beda 

Nyata Terkecil) menunjukkan bahwa konsentrasi 1% dengan 7% berbeda 

signifikan kemudian konsentrasi 1%, 3%, 5% dan 7% berbeda signifikan dengan 

kontrol positif.  

Zona hambat yang terbentuk karena kitosan berpotensi sebagai bahan 

antimikroba karena mengandung enzim lisozim dan gugus aminopolisakarida 

yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme seperti  bakteri atau jamur. 

Adapun  enzim lisozim mampu mencerna dinding sel bakteri mengakibatkan 

bakteri kehilangan kemampuannya menimbulkan penyakit dalam tubuh (sel 

bakteri akan mati dikarenakan hilangnya sel dinding ini). Kitosan memiliki 

polikation bermuatan positif yang berkemampuan menekan pertumbuhan bakteri 

sehingga mampu menghambat pertumbuhan bakteri (Yuniarti & Hatina, 2021).  

Antimikroba dari kitosan ataupun turunannya, berasal dari muatan 

molekul kation kitosan untuk mengikat secara agresif hingga ke permukaan sel 

mikroba, memimpin penyusutan bertahap membran sel dan akhirnya terjadi 

kematian sel (Septiani & Supriyo, 2022). Kitosan bermuatan positif dan sangat 

reaktif sehingga mampu berikatan dengan dinding sel bakteri yang bermuatan 

negatif yang disebabkan oleh gugus fungsional amina (–NH2) pada kitosan. Ikatan 

tersebut terjadi pada situs elektronegatif di permukaan dinding sel bakteri 

(Rumengan et al., 2018) menyebabkan membran mikroba mengalami tekanan 
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osmotik di dalam sel tidak seimbang (tekanan permiable ) sehingga menghambat 

pertumbuhan dari mikroba (Yusan, et al., 2023). 

Adapun penambahan asam asetat 1%  sebagai pelarut kitosan dapat 

dijadikan sebagai aditif antibakteri, karena asam asetat memiliki gugus-gugus 

yang berikatan satu sama lain. Serta ion H- asam asetat ikut berinteraksi dengan 

gugus amina (-NH2) pada kitosan untuk menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme. Menurut Baharuddin (2020), asam asetat larut dalam kitosan 

yang akan membentuk campuran homogen kental. Adapun asam setat sebagai 

pelarut kitosan mampu memprotonasi gugus amina menjadi amino kationik (-

NH3+) dan interaksi bahan antimikroorganisme dapat melalui interaksi hidrofobik 

dan interaksi ionik, namun karena kitosan tidak memiliki gugus alkil hidrofobik 

maka kemungkinan besar interaksi sifat antimikroorganisme polimer kitosan 

dengan bakteri melalui interaksi ionik antara polikationik ammonium kuarterner 

kitosan dengan muatan ion negatif sel mikroorganisme seperti interaksi dengan 

menggunakan asam asetat. 

Menurut penelitian sebelumnya Mauryza, (2021), hasil uji kitosan 

cangkang kerang hijau (Perna viridis) terhadap aktivitas antibakteri E. coli dan S. 

aureus didapatkan zona hambat terbesar yaitu pada konsentrasi kitosan 1 % 

selama 72 jam. Menurut Baharuddin & Isnaeni (2020), kitosan cangkang kerang 

bulu memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus epidermidis dan 

Escherichia coli hasil isolat kultur pada masa inkubasi 1 x 24 jam dan 2 x 24 jam, 

dimana semakin tinggi konsentrasi kitosan semakin besar pula zona hambat 

(aktivitas) yang dihasilkan. 

Menurut Sudata et al., (2020), potensi  pengujian antibakteri kitosan 

cangkang kerang pena (Pinna bicolor) terhadap bakteri Salmonella typhi 

menggunakan metode difusi sumuran didapatkan hasil yaitu terbentuknya zona 

hambatan sebesar 20 mm.  Adapun menurut penelitian Windari et al., (2019), 

hasil pengujian aktivitas antibakteri kitosan cangkang kerang darah dengan 

menggunakan metode difusi agar (sumuran) diperoleh hasil berupa adanya zona 

hambat yang terbentuk. Konsentrasi optimal dalam menghambat bakteri terdapat 

pada kosentrasi 2% sebesar 7,25±1,50 m. Sehingga, kitosan cangkang kerang 

darah berpotensi sebagai biobakterisida. 
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  Hasil penelitian pada kontrol positif (antibiotik kloramfenikol) mampu 

menghambat Aeromonas hidrophila (Tabel IV.2.). Zona hambat bakteri 

Aeromonas hidrophila menggunakan cakram antibiotik kloramfenikol 30 µg 

sebesar 26,3 mm termasuk ke dalam katagori zona hambat sangat kuat. Sama 

halnya dengan penelitian Purba et al., (2022), menggunakan kloramfenikol 30 µg 

sebagai kontrol positif terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus dan Aeromonas salmonicida, dengan zona hambat yang terbentuk adalah  

14,93 mm, 15,33 mm dan 16,12 mm. Antibiotik kloramfenikol dipilih karena 

bersifat bakteriostatik dengan spektrum yang luas  sehingga aktif terhadap bakteri 

Gram negatif dan Gram positif.  

IV.2.2. Aktivitas Kitosan Terhadap Aeromonas hidrophila pada Ikan Nila 

Secara In Vivo 

Berdasarkan pengujian sebelumnya secara in vitro didapatkan hasil bahwa   

zona hambat yang tertinggi terdapat pada kosentrasi 7% kemudian digunakan 

pada pengunjian in vivo sebagai kosentrasi optimum dan digunakan pula 

kloramfenikol sebagai kontrol positif. 

IV.2.2.1.  Gejala klinis  

Hasil pengamatan infeksi ikan nila akibat terserang bakteri Aeromonas 

hidrophila diamati secara langsung dengan memperhatikan gejala klinis yang 

tampak setiap hari setelah ikan diuji tantang sampai akhir masa pemeliharaan 

selama kurun waktu 14 hari. Gejala klinis yang muncul seperti pada Gambar IV.2. 

yaitu pembengkakan perut serta pada bekas suntik, pendarahan punggung ikan 

(hemoragi), perubahan warna permukaan tubuh menjadi gelap dan sirip dada 

mengalami putus. Menurut Hardi (2018), Aeromonas hydrophila  merupakan 

bakteri septicemia yang berkembang di pembuluh darah sehingga gejala yang 

muncul terkait dengan adanya pendarahan dan pembengkakan seperti ulcer dan 

borok  

Selain itu pada penelitian Rosidah et al., (2018), gejala infeksi bakteri 

Aeromonas hydrophila pada ikan nila yaitu adanya haemoraghic (pendarahan 

pada permukaan tubuh ikan), exopthalmia (mata ikan menonjol) dan dropsy (perut 

buncit serta warna tubuh ikan menjadi gelap. Menurut Sari et al., (2018), 
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perubahan tingkah laku ikan pasca infeksi bakteri Aeromonas hydrophila  yaitu 

ikan terlihat stress, ikan berada sekitaran aerasi, berenang menyendiri disertai 

gerakan renang yang tidak aktif, nafsu makan menurun, posisi renang ikan yang 

menjadi miring (whirling) karena kehilangan keseimbangan dalam tubuh.  

Bakteri Aeromonas hydrophila menghasilkan ekstraseluller produk dan 

istraselluller produk. Kedua produk ini memiliki perbedaan waktu produksi oleh 

bakteri. Ekstraselluer bakteri diproduksi pada saat bakteri hidup dan menginfeksi 

bakteri, enzim yang dihasilkan sehingga berperan dalam proses patogenitas pada 

ikan atau inang adalah enzim lesitinase, kitinase serta toksin ekstraselular 

hemolosin.  Sedangkan intraselluler produk dihasilkan saat bakteri mengalami 

kerusakan membran sel bakteri atau kematian. Adapun kemampuan bakteri 

tersebut dalam menginvasi ikan melalui mekanisme kerja toksin ekstraseluller 

produk yang dikeluarkan pada saat bakteri masih hidup dan menempel pada organ 

tubuh ikan. Secara instraseluller bakteri yang dikeluarkan pada saat bakteri lisis 

atau mengalami kematian (Bahri, 2018). 

  Pengobatan ikan nila dari serangan bakteri menggunakan metode 

perendaman, menurut Sugiani et al., (2019) daya larut antibiotik terhadap air ini 

sangat penting karena aplikasi pemberian antibiotik dalam perairan dan budidaya 

ikan lebih banyak menggunakan metode perendaman. Efektivitas daya hambat 

antibiotik terhadap bakteri target akan dipengaruhi oleh kemampuan daya larut 

terhadap air. Adanya perendaman kitosan cangkang kerang bulu pada ikan nila 

dengan konsentrasi 7% ikan yang hidup menunjukkan adanya perubahan luka 

pada tubuh ikan yang menuju ke arah penyembuhan seperti pembekakan pada 

perut serta bekas suntik yang mengecil, ikan yang bertahan hidup mengalami 

proses penyembuhan baik masih terlihat gejala klinis maupun tidak terlihat gejala 

klinis lagi. Gejala klinis yang masih teramati pada ikan yang bertahan hidup 

adalah berupa sisik yang rontok dan warna kemerahan pada kulit ikan tetapi 

menunjukkan perbaikan. Akan tetapi ada beberapa ikan yang tidak terjadinya 

penyembuhan. 

 Hal ini menunjukan bahwa kandungan dalam kitosan dapat bereaksi 

pada penyembuhan ikan akibat bakteri Aeromonas hydrophila, dipengaruhi juga 

oleh sistem imun pada ikan yang bekerja sebagai akibat adanya perendaman yang 
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masuk ke dalam tubuh ikan sehingga meningkatkan respon ikan terhadap 

serangan pathogen. Menurut Setiati et al., (2021), pada kitosan mekanisme kerja 

kitosan sebagai antibakteri yaitu kitosan memiliki sifat afinitas yang sangat kuat 

terhadap DNA mikroba sehingga dapat berikatan dengan DNA yang kemudian 

mengganggu mRNA dan sintesa proteinnya. Adapun dalam melawan bakteri atau 

mikroorganisme, sifat afinitas antimikroba dari kitosan tergantung dari berat 

molekul dan derajat deasetilasi. Pasangan elektron bebas yang dimiliki oleh -NH2 

pada kitosan, sehingga mineral Ca
2+  

yang terdapat pada dinding sel bakteri dapat 

ditarik oleh gugus -NH2 dengan membentuk ikatan kovalen koordinasi. Adapun 

lipopolisakarida dengan lapisan luar  pada bakteri Gram negatif memiliki kutub 

negatif yang sangat sensitif terhadap kitosan. 

IV.2.2.2. Kelangsungan Hidup Ikan 

    Kelangsungan hidup, sejumlah organisme yang hidup pada akhir 

pemeliharaan yang dinyatakan dalam persentase. Nilai kelangsungan hidup akan 

tinggi jika faktor kualitas dan kuantitas pakan serta kualitas lingkungan 

mendukung. Sebaliknya ikan akan mengalami mortalitas yang tinggi jika berada 

dalam kondisi stress, terutama disebabkan kurangnya makanan dan kondisi 

lingkungan yang buruk sehingga munculnya berbagai penyakit yang disebabkan 

oleh bakteri Aeromonas hydrophila.  

   Menurut Simorangkir et al., (2020) menyatakan bahwa nilai 

perbandingan antara jumlah organisme saat akhir pemeliharaan dengan jumlah 

awal saat penebaran dan dinyatakan dalam bentuk persen disebut dengan 

kelulushidupan. Semakin besar jumlah ikan yang hidup di akhir maka semakin 

besar juga nilai kelulushidupannya. Kelulushidupan parameter keberhasilan suatu 

kegiatan budidaya. Parameter ini digunakan untuk mengukur seberapa jauh 

kemampuan ikan nila (Oreochromis niloticus) untuk bertahan hidup. 

  Kelangsungan hidup ikan nila selama pemeliharaan 14 hari didapatkan 

data berkisar antara 66.66% - 68.74% dapat dilihat pada Tabel IV.6. Pesentase 

kelangsungan tertinggi terdapat pada perlakuan konsentrasi optimal (kitosan 7%) 

dengan nilai 68.66% sedangkan persentase kelangsungan hidup yang terendah 

terdapat pada perlakuan kontrol positif (kloramfenikol) dengan nilai 66.66%. 

Tingkat kelangsungan hidup ikan selama penelitian tergolong baik hal ini 
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dinyatakan oleh Afdola, (2018) dan Nursihan et al., (2020) kelangsungan hidup 

ikan tergolong baik apabila >50%, 30-50% tergolong sedang dan apabila 

kelangsungan hidup ikan < 30% dinyatakan tidak baik.  

  Rata - rata kelangsungan hidup benih ikan nila sebelum dianalisa lebih 

lanjut terlebih dahulu diuji dengan menggunakan uji normalitas dan homogenitas 

didapatkan hasil distribusi normal dan berdistribusi homogeny selanjutnya 

dilakukan uji lanjut Uji t independent. Berdasarkan Tabel  IV.9 Uji T independent 

kelangsungan hidup ikan (SR) didapatkan hasil bahwa tidak terdapat perbedaan 

yang signifikan.  Persentase kelangsungan hidup (SR) antara perlakuan KO 

(kosentrasi optimal) dengan pembanding KP (kontrol positif). Hal itu dibuktikan 

dengan hasil penghitungan uji mean t hitung < t Tabel  (0,111<2,119). 

IV.2.2.3. Kualitas Air 

    Kualitas air merupakan faktor yang sangat penting pada pertumbuhan 

ikan, apabila kualitas air yang buruk dapat menghambat pertumbuhan, 

menimbulkan penyakit pada ikan bahkan sampai pada kematian. Adapun 

Pengukuran parameter kualitas air selama penelitian, bahwa suhu berkisar 25  - 29 

°C, pH berkisar antara 7.2 - 8.7 dan DO berkisar antara 5.2 - 5.7 mg/l. Nilai 

tersebut masih berada pada kisaran normal sehingga baik untuk pertumbuhan ikan 

nila.  Menurut SNI 7550:2009 untuk kelayakan kelangsungan dan pertumbuhan 

ikan nila kisaran suhu 25 - 32 
0
C dengan pH 6.5 - 8.5 dan DO ≥ 3 mg/ℓ. Oleh 

karena itu, dapat dikemukakan bahwa kualitas air selama penelitian memenuhi 

persyaratan optimum untuk budidaya ikan nila sehingga kematian ikan nila 

selama penelitian bukan disebabkan oleh kondisi perairan melainkan karena 

serangan bakteri Aeromonas hydrophila. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

V.1. Kesimpulan 

Adapun kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Pengujian aktivitas kitosan limbah cangkang kerang bulu terhadap 

Aeromonas hydrophila secara in vitro menunjukkan dari hasil uji one way 

Anova bahwa signifikan yaitu konsentrasi 1% dengan 7% berbeda signifikan 

kemudian konsentrasi 1%, 3%, 5% dan 7% berbeda signifikan dengan kontrol 

positif.   

2. Pengujian aktivitas kitosan limbah cangkang kerang bulu secara in vivo 

didapatkan hasil pesentase kelangsungan ikan nila dengan hasil hsasil uji t 

independent menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan 

perlakuan KO (kosentrasi optimal) dengan pembanding KP (kontrol positif) 

Adapun gejala infeksi Aeromonas hidrophila pada ikan nila setelah 24 jam 

memperlihatkan gejala klinis yang ditimbulkan berupa pembengkakan perut 

serta pada bekas suntik, pendarahan punggung ikan (hemoragi), perubahan 

warna permukaan tubuh menjadi gelap dan sirip dada mengalami putus. 

 

V.2. Saran  

        Perlu dilakukan pengurangan produksi limbah cangkang kerang dengan 

mengembangkan kitosan lebih lanjut menggunakan berbagai jenis kerang yang 

tersedia serta dapat diujikan lagi pada beberapa bakteri patogen lainnya.   
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Lampiran 1 

(Surat Keterangan Pembimbing) 
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Lampiran 2 

(Surat Izin Penelitian) 
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Lampiran 3 

(Surat Selesai Penelitian) 
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Lampiran 4 

(Perhitungan)  

 

Perhitungan Rendemen Kitosan  

% rendemen =   
massa kitosan 

massa selongsong kering 
   × 100% 

 

% rendemen =   
 30,88

40 
   × 100% 

 

% rendemen =   77,2 

 

Perhitungan Nilai Kelangsungan Hidup Ikan Kosentrasi Optimum 

SR =   
Nt

No
   × 100% 

SR =   
2

3
   × 100% 

      SR =   68.74 

Keterangan : 

SR = Tingkat kelangsungan hidup % 

Nt = Jumlah ikan yang hidup pada akhir penelitian (ekor) 

No = Jumlah ikan yang hidup pada awal penelitian (ekor) 

 

 

 

 

 

 



 
 

65 
 

Lampiran 5 

(Gejala Klinis Ikan Nila)  

    Gejala klinis hari ke- 

P U1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

  PPI – + + + + + + + – – – – – – 

  SDP – + + + + + + + + + + – – – 

  PSP + + + + + + + + + – – – – – 

  BHT + + + + + + – – – – – – – – 

  IN + – – – – – – – – – – + + + 

  IM – + – – – – – – – – – – – – 

  U2                             

  PPI + + + + + + + + + + – – – – 

  SDP + + + + + + + – – – – – – – 

  PSP + + + + + + + – – – – – – – 

  BHT + + + + + + + + + – – – – – 

  IN – – – – – – – – – + + + + + 

  IM + – – – – – – – – – – – – – 

  U3 
             

  

  PPI – – + + + + + + + + + + – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – – – – – – – – 

  BHT – – – – – – – – – – – – – – 

  IN + – – – – – – – – – – – + + 

  IM + – – – – – – – – – – – – – 

  U4 
             

  

  PPI – – – – – + + + + + + + – – 

  SDP – – – – – + – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – – – – – – – – 

  BHT + – – – – – – – – – – – – – 

  IN – – – – – – – – – – – – + + 

  IM + – – – – – – – – – – – – – 

  U5 
             

  

  PPI + + + + + + + + – – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – – – – – – – – 

  BHT – – – – – – – – – – – – – – 

  IN – – – – – – – – + + + + + + 

  IM – – – – – – – – – – – – – – 

  U6 
             

  

  PPI + + + – – + + + + + + – – – 

  SDP + + + – – – – – – – – – – – 

  PSP + + + – – – – – – – – – – – 

  BHT + + + – – + + – – – – – – – 

  IN – – – – – – – – – – – + + + 

  IM – – – + – – – – – – – – – – 

  U7 
             

  

  PPI + + + + + + + + – – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – + + + + + – – – – – – 

  BHT – – + + + + + + – – – – – – 

  IN + – – – – – – – – + + + + + 

  IM – – – – – – – – + – – – – – 

  U8 
             

  

  PPI + + + + + + + + + + – – – – 

KO 
SDP + + + – – – – – – – – – – – 

PSP + + + – – – – + + + – – – – 

  BHT + + + + – – – – – – – – – – 

  IN – – – – – – – – – – + + + + 

  IM + – – + – – – – – – – – – – 
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  U9 
             

  

  PPI – + + + + + + + + + + – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – – – – – – – – 

  BHT – – – – – – – – – – – – – – 

  IN + – – – – – – – – – – + + + 

  IM – + – – – – – – – – – – – – 

  U10 
             

  

  PPI + + + + + + + – – – – – – – 

  SDP – + + + + + + + + – – – – – 

  PSP + + + – – – – – + + + + + – 

  BHT + + + + + + + + + + + + + + 

  IN – – – – – – – – – – – – – – 

  IM – + – + – – – – – – – – – – 

  U11 
             

  

  PPI + + + + + + + – – – – – – – 

  SDP – + + + + + + – – – – – – – 

  PSP + + + + + + + + + + – – – – 

  BHT + + + + + + + + + + – – – – 

  IN – – – – – – – – – – + + + + 

  IM + – – – – – – – – – – – – – 

  U12 
             

  

  PPI – – – – – – – – – – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – – – – – – – – 

  BHT – – – – – – – – – + + + + – 

  IN + – – – – – – – – – – – – + 

  IM – – – – – – – – – – – – – – 

  U13 
             

  

  PPI + + + + + + + – – – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP + + + + + + + + + – – – – – 

  BHT + + + + + + + + + + – – – – 

  IN – – – – – – – – – – + + + + 

  IM – – – – – – – – – – – – – – 

  U14 
             

  

  PPI + + + + + + + + – – – – – – 

  SDP 
 

– – – – – – – – – – – – – 

  PSP + + + + + + + + + + + – – – 

  BHT – + + + + + + + + + – – – – 

  IN – – – – – – – – – – – + + + 

  IM + – – – – – – – – – – – – – 

  U15 
             

  

  PPI – + + + + + + + + – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – + + + + – – – – – – – – 

  BHT – – – – + + + + + – – – – – 

  IN – – – – – – – – – + + + + + 

  IM – – – – – – – – – – – – – – 

  U16 
             

  

  PPI – – – + + + + + + + + + + + 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP – – – – + + + + + + + – – – 

  BHT – – – – – – – – – – – – – – 

  IN – – – – – – – – – – – – – – 

  IM + + – – – – – – – – – – – – 

  U1 
             

  

  PPI + + + + – – – – – – – – – – 

  SDP – – – – – – – – – – – – – – 

  PSP + + + + – – – – – – – – – – 

  BHT – – – – – – – – – – – – – – 
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  IN – – – – – + + + + + + + + + 

KP 
IM + + + + + – – – – – – – – – 

U2 
             

  

  PPI – – – + + + + + + + + – – – 

  SDP – – – – + + – – – – – – – – 

  PSP – – – – – – – + + + + – – – 

  BHT – – – – + + + + + + – – – – 

  IN + – – – – – – – – – – + + + 

  IM – – – – – – – – – – – – – – 

 

Gejala Klinis  Penandaan 

Pembengkakan Perut Ikan  PPI 

Sirip Dada Putus SDP 

Pendarahan  Sirip Punggung PSP 

Badan Ikan Hitam BHT 

Berlendir B 

Ikan Normal IN 

Ikan Mati IM 
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Lampiran 6 

 (Perhitungan Analisis Sidik Ragam (ANOVA) 

Deskriptif (Zona Hambat Kitosan Terhadap A.hydrophila) 

 

Uji Normalitas (Zona Hambat Kitosan Terhadap A.Hydrophila) 

 
 
Uji Homogenitas (Zona Hambat Kitosan Terhadap A.hydrophila) 

 

 

 

 

Case Processing Summary

26 86,7% 4 13,3% 30 100,0%
Respon_A_hydrophila

* Perlakuan

N Percent N Percent N Percent

Inc luded Excluded Total

Cases

Report

Respon_A_hydrophila

4,16083 6 1,613219

5,04333 6 1,357415

5,42083 6 1,840811

6,85083 6 1,128363

26,53000 2 1,520280

6,99673 26 5,990391

Perlakuan

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

Total

Mean N Std. Deviation

Tests of Normality

,220 6 ,200* ,933 6 ,602

,219 6 ,200* ,958 6 ,807

,315 6 ,064 ,886 6 ,299

,270 6 ,195 ,855 6 ,174

,260 2 .

Perlakuan

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

Respon_A_hydrophila

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a low er bound of the true signif icance.*. 

Lilliefors Signif icance Correctiona. 

Test of Homogeneity of Variances

Respon_A_hydrophila

,311 4 21 ,867

Levene

Statistic df1 df2 Sig.
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Uji One Way Anova (Zona Hambat Kitosan Terhadap A. hydrophila) 
 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

Perlakuan 1,00 
konsentrasi 1% 6 

  2,00 
Konsentrasi 3% 6 

  3,00 
Konsentrasi 5% 6 

  4,00 
Konsentrasi 7% 6 

  5,00 
Kontrol Positif 2 

 

 

 

 

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Respon_A_hydrophila

849,274a 4 212,319 93,189 ,000

1975,337 1 1975,337 867,002 ,000

849,274 4 212,319 93,189 ,000

47,845 21 2,278

2169,930 26

897,120 25

Source

Corrected Model

Intercept

Perlakuan

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = ,947 (Adjusted R Squared = ,937)a. 

Perlakuan

Dependent Variable: Respon_A_hydrophila

4,161 ,616 2,879 5,442

5,043 ,616 3,762 6,325

5,421 ,616 4,139 6,702

6,851 ,616 5,569 8,132

26,530 1,067 24,310 28,750

Perlakuan

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

Mean Std. Error Low er Bound Upper Bound

95% Conf idence Interval
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UJI LSD (Uji Beda Nyata Terkecil) 

 

 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Respon_A_hydrophila

LSD

-,88250 ,871465 ,323 -2,69481 ,92981

-1,26000 ,871465 ,163 -3,07231 ,55231

-2,69000* ,871465 ,006 -4,50231 -,87769

-22,36917* 1,232438 ,000 -24,93216 -19,80617

,88250 ,871465 ,323 -,92981 2,69481

-,37750 ,871465 ,669 -2,18981 1,43481

-1,80750 ,871465 ,051 -3,61981 ,00481

-21,48667* 1,232438 ,000 -24,04966 -18,92367

1,26000 ,871465 ,163 -,55231 3,07231

,37750 ,871465 ,669 -1,43481 2,18981

-1,43000 ,871465 ,116 -3,24231 ,38231

-21,10917* 1,232438 ,000 -23,67216 -18,54617

2,69000* ,871465 ,006 ,87769 4,50231

1,80750 ,871465 ,051 -,00481 3,61981

1,43000 ,871465 ,116 -,38231 3,24231

-19,67917* 1,232438 ,000 -22,24216 -17,11617

22,36917* 1,232438 ,000 19,80617 24,93216

21,48667* 1,232438 ,000 18,92367 24,04966

21,10917* 1,232438 ,000 18,54617 23,67216

19,67917* 1,232438 ,000 17,11617 22,24216

(J) Perlakuan

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

konsentrasi 1%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Kontrol Positif

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

(I) Perlakuan

konsentrasi 1%

Konsentrasi 3%

Konsentrasi 5%

Konsentrasi 7%

Kontrol Positif

Mean

Difference

(I-J) Std. Error Sig. Low er Bound Upper Bound

95% Conf idence Interval

Based on observed means.

The mean difference is signif icant at the ,05 level.*. 
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Lampiran 7 

Perhitungan Statistik  

Uji Deskriptif (Kelangsungan Hidup Ikan) 

Report 

SR 

Perlakuan 

Mean N Std. Deviation Minimum Maximum 

 

KO 68,7456 16 22,67053 33,33 100,00 

KP 66,6650 2 47,14281 33,33 100,00 

Total 68,5144 18 24,18000 33,33 100,00 

 

 

Uji Normalitas (Kelangsungan Hidup Ikan) 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 SR 

N 18 

Normal Parameters
a,b

 Mean 68,5144 

Std. Deviation 24,18000 

Most Extreme Differences Absolute ,253 

Positive ,253 

Negative -,247 

Kolmogorov-Smirnov Z 1,072 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Uji Homogenitas (Kelangsungan Hidup Ikan) 

Test of Homogeneity of Variances 

SR 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2,346 1 16 ,145 
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UJI t independent (UJI INDEPENDENT T-TEST POSTES) 

Group Statistics 

 Perlakuan 
N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

SR 
 

KO 16 68,7456 22,67053 5,66763 

KP 2 66,6650 47,14281 33,33500 

 

Independent Samples Test 

 

Levene's Test for 

Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F 

Sig. 

t df 

Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

Lower Upper 

SR Equal 

variances 

assumed 

2,346 ,145 ,111 16 ,913 2,08062 18,68589 -

37,53170 

41,69295 

Equal 

variances not 

assumed 

  

,062 1,059 ,960 2,08062 33,81337 -

375,2456

4 

379,40689 

 

  

 

 

 

 

 

 

++2,119 
+-2,119 
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Lampiran  8 

Dokumentasi Kegiatan Penelitian  

 

Zona Hambat Kitosan Terhadap Aeromonas hydrophila 

   

Pengulang ke 1 

 

Pengulangan ke 2 Pengulangan Ke 3  

   

   

Pengulangan ke 4   Pengulangan ke 5 Pengulangan ke 6  
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Isolat bakteri Aeromonas 

hydrophila 

 

Pengukuran zona 

hambat kitosan 

Pengukuran zona 

hambat kontrol  

   

Proses injeksi ikan  Pengukuran panjang 

ikan 

Pengukuran bobot ikan  
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Pengukuran pH kitosan Penyaringan serbuk 

kitosan 

Kitosan yang 

dihasilkan 

   
Melakukan uji zona 

hambat 

Penimbangan kitosan Larutan 1% asam 

asetat  

   

   
Pengukuran DO dan 

suhu untuk ikan nila 

Pemurnian bakteri 

Aeromonas hydrophila 

Kosentrasi larutan 

kitosan 
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Proses penumbukan 

kitosan 

Penyaringan kitosan  Larutan kitosan yang 

sedang dipanaskan 

 

   

Perbandingan 

Aeromonas hydrophila 

terhadap larutan standar 

0,5 Mc Farland 

 

Proses aklimatisasi 

ikan 

Penempatan wadah 

ikan  
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Lampiran 9 

(Biaya Penelitian) 

 

Pemakaian Alat dan Bahan Selama Penelitian 

No Alat dan Bahan Jumlah Harga 

1. NaOH 70 gr Rp175.000 

2. HCl 32 gr Rp475.000 

3. Media TSA 28,5 gr Rp171.000 

4. NaOCl 12 gr Rp33.000 

5. Gliserol 2 ml Rp6.000 

6. Cakram Antibiotik 24 Disk Rp72.000 

7. Cakram Cloramfenikol 2 Disk Rp6.000 

8. NaCl 10 ml Rp12.000 

9. Aquadest 30 liter Rp90.000 

10. Aeromonas hydrophila 

ATCC 7966 

1 tabung Rp200.000 

11. Wadah Ikan  18 Pisc Rp216.000 

12 Ikan Nila 60 ekor Rp120.000 

13 Kertas saring 10 pisc Rp20.000 

14. Alkohol 96% 5 ml Rp6.000 

15.      Spiritus 1 liter Rp30.000 

 Total  Rp1.632.000 
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