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ABSTRAK: Pengembangan bahan pakan alternatif menjadi salah satu upaya untuk mengurangi ketergantungan 
pada bahan baku konvensional, seperti tepung kedelai, dalam formulasi pakan ikan. Makroalga Padina australis 
berpotensi dimanfaatkan sebagai bahan substitusi, tetapi pengaruh penggunaannya terhadap kondisi fisiologis 
ikan perlu dievaluasi. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh substitusi tepung kedelai dengan tepung 
P. australis terhadap histologi usus dan profil darah ikan nila (Oreochromis niloticus). Penelitian menggunakan 
rancangan acak lengkap dengan empat perlakuan dan tiga ulangan, yaitu TP-0 (0% tepung P. australis), TP-7,5 
(7,5%), TP-15 (15%), dan TP-22,5 (22,5%), dengan penyesuaian proporsi tepung kedelai. Sebanyak 72 ekor 
ikan dipelihara selama 42 hari. Parameter yang diamati meliputi histologi usus, jumlah eritrosit, jumlah leukosit, 
dan kadar hemoglobin. Hasil pengamatan menunjukkan adanya enteritis haemorrhagica dan parasiticus pada 
TP-0, enteritis parasiticus pada TP-7,5, tidak ditemukan kelainan spesifik pada TP-15, serta enteritis 
haemorrhagica pada TP-22,5. Jumlah eritrosit dan kadar hemoglobin tertinggi ditemukan pada TP-15, masing-
masing sebesar 4,18 ± 0,15 × 10⁶ sel/mm³ dan 6,67 ± 1,15 g/dL. Sementara itu, jumlah leukosit tertinggi 
ditemukan pada TP-22,5 sebesar 40,49 ± 2,58 × 10⁴ sel/µL. Secara keseluruhan, substitusi tepung kedelai 
dengan tepung P. australis pada TP-15 menunjukkan kompatibilitas histologis dan fisiologis terbaik berdasarkan 
parameter yang diamati. 
Kata kunci: Padina australis; Ikan nila; Substitusi tepung kedelai; Histologi usus; Profil darah. 

ABSTRACT: The development of alternative feed ingredients is important for reducing dependence on 
conventional protein sources, such as soybean meal, in aquafeed formulations. The brown macroalga Padina 
australis may serve as an alternative ingredient; however, its effects on fish physiological conditions require 
further evaluation. This study evaluated the effects of soybean meal substitution with P. australis meal on 
intestinal histology and hematological profiles of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The experiment employed 
a completely randomized design with four treatments and three replicates: TP-0 (0% P. australis meal), TP-7.5 
(7.5%), TP-15 (15%), and TP-22.5 (22.5%), with corresponding adjustments in soybean meal inclusion. A total 
of 72 fish were reared for 42 days. The evaluated parameters included intestinal histology, erythrocyte count, 
leukocyte count, and hemoglobin concentration. Histological observations revealed enteritis parasiticus and 
haemorrhagica in TP-0, enteritis parasiticus in TP-7.5, no specific abnormalities in TP-15, and enteritis 
haemorrhagica in TP-22.5. The highest erythrocyte count and hemoglobin concentration were recorded in TP-
15, reaching 4.18 ± 0.15 × 10⁶ cells/mm³ and 6.67 ± 1.15 g/dL, respectively. In contrast, the highest leukocyte 
count was observed in TP-22.5 (40.49 ± 2.58 × 10⁴ cells/µL). Overall, replacing of soybean meal with P. australis 
meal in TP-15 demonstrated the most favorable histological and physiological compatibility based on the 
parameters evaluated. 
Keywords: Padina australis; Nile tilapia; Soybean meal substitution; Intestinal histology; Hematological profile. 

PENDAHULUAN 
Akuakultur menghadapi kebutuhan untuk menghasilkan ikan secara efisien sekaligus 

mengurangi ketergantungan pada bahan pakan konvensional dan sumber daya yang berisiko 
tidak berkelanjutan. Pakan merupakan salah satu komponen biaya terbesar dalam produksi 
ikan, sedangkan peningkatan penggunaan bahan nabati dapat menimbulkan persoalan 
berupa ketidakseimbangan asam amino, rendahnya kecernaan, senyawa antinutrisi, dan 
perubahan kesehatan saluran pencernaan (Siddik et al., 2023; Hughes et al., 2025). Kondisi ini 
mendorong pencarian bahan lokal yang tidak hanya berfungsi sebagai sumber nutrien, tetapi 
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juga memiliki komponen bioaktif untuk mendukung imunitas, status oksidatif, dan integritas 
usus ikan. 

Makroalga merupakan salah satu kandidat bahan fungsional karena mengandung 
polisakarida struktural dan tersulfatasi, mineral, asam lemak, pigmen, serta senyawa fenolik 
yang dapat memengaruhi mikrobiota, aktivitas enzim pencernaan, dan respons imun ikan 
(Morais et al., 2020; Abdel-Latif et al., 2022; Siddik et al., 2023). Pada makroalga cokelat, 
alginat dan fucoidan menjadi komponen penting yang secara teoritis dapat berperan sebagai 
modulator mukosa dan imunitas. Fucoidan dari makroalga telah dilaporkan meningkatkan 
kesehatan usus dan respons imun pada beberapa ikan, sedangkan alginat dapat bersifat netral 
terhadap struktur usus bergantung pada sumber, dosis, dan karakteristik molekulnya (Cui et 
al., 2019; Mahgoub et al., 2020; Merrifield et al., 2011).  

Padina australis merupakan makroalga cokelat yang tersedia di perairan tropis dan 
memiliki potensi sebagai bahan pakan lokal. Spesies ini dilaporkan mengandung protein, 
karbohidrat, mineral, asam amino, fucoxanthin, serta metabolit sekunder seperti fenolik, 
flavonoid, tanin, saponin, terpenoid, dan steroid (Salosso et al., 2020; Jaswir et al., 2011; 
Darem et al., 2024). Ekstrak P. australis pada ikan mas meningkatkan pertumbuhan, aktivitas 
enzim pencernaan, parameter imun, ekspresi gen terkait integritas usus, dan ketahanan 
terhadap Aeromonas hydrophila (Sheikhzadeh et al., 2022). Namun, ekstrak terpilih tidak 
setara dengan tepung utuh karena perbedaan konsentrasi, kelarutan, bioavailabilitas, dan 
matriks bahan. Penelitian mengenai tepung P. australis sebagai substituen tepung kedelai 
pada ikan nila masih terbatas, khususnya yang menghubungkan respons hematologi dengan 
perubahan histologi usus. 

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan ikan omnivora yang cenderung 
memanfaatkan bahan nabati, tetapi kemampuan tersebut tidak berarti bahwa peningkatan 
inklusi suatu bahan alga selalu menghasilkan respons fisiologis yang lebih baik. Studi pada 
ikan nila menunjukkan bahwa bahan alga atau polisakarida dapat meningkatkan parameter 
darah, imunitas, dan morfometri usus pada dosis tertentu, tetapi responsnya dapat berubah 
pada tingkat inklusi yang lebih tinggi (Ashour et al., 2020; Negm et al., 2021; Siddik et al., 
2024). Penelitian bahan nabati lain juga memperlihatkan bahwa perubahan komposisi pakan 
dapat menghasilkan adaptasi mukosa, perubahan panjang vili, atau respons inflamasi yang 
bergantung pada keseimbangan nutrien dan kondisi pemeliharaan (Refaey et al., 2023; El-
Sayed et al., 2024; Ferreira et al., 2023). Kesenjangan antara potensi bioaktif P. australis dan 
bukti langsung mengenai keamanan serta kompatibilitas tepungnya pada jaringan usus dan 
darah nila menjadi masalah utama yang perlu dijawab. 

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh substitusi tepung kedelai dengan 
tepung P. australis terhadap histologi usus dan profil darah ikan nila. Histologi usus digunakan 
untuk mengidentifikasi perubahan struktural dan lesi inflamasi, sedangkan profil darah 
meliputi eritrosit, leukosit, dan hemoglobin sebagai indikator kondisi fisiologis serta respons 
imun. Pendekatan terpadu ini diharapkan dapat menentukan tingkat substitusi yang paling 
kompatibel secara deskriptif, sekaligus memperjelas apakah peningkatan penggunaan tepung 
P. australis berkaitan dengan perbaikan kondisi fisiologis atau justru dengan tanda gangguan 
jaringan dan stres. Hasil penelitian dapat menjadi dasar pengembangan pakan berbahan 
makroalga lokal yang diuji berdasarkan keamanan jaringan, bukan hanya pertumbuhan ikan. 

METODE 

Waktu dan Tempat 
Penelitian dilaksanakan pada April–Mei 2022. Pemeliharaan ikan dan pembuatan pakan 

dilakukan di Laboratorium Budidaya, Pembenihan dan Produksi Perikanan, Fakultas 
Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Halu Oleo, Kendari, Sulawesi Tenggara. Pengamatan 
profil darah dilakukan di Laboratorium Unit Produktivitas dan Lingkungan Perairan pada 
institusi yang sama. Pengamatan histologi usus dilakukan di Balai Besar Penelitian Veteriner 
Bogor, Jawa Barat.  

Hewan uji dan kondisi pemeliharaan 
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Hewan uji berupa 72 ekor ikan nila berukuran 8–12 g yang diperoleh dari Cialam, Konda, 
Konawe Selatan, Sulawesi Tenggara. Ikan dipilih berdasarkan kondisi aktif, ukuran relatif 
seragam, dan tidak menunjukkan cacat morfologis. Sebelum perlakuan, ikan diaklimatisasi 
selama tujuh hari dalam bak fiber menggunakan air yang telah diendapkan selama dua hari 
dan diberi pakan komersial. Ikan kemudian dipuasakan selama 24 jam sebelum ditempatkan 
pada unit percobaan. Pemeliharaan dilakukan dalam 12 akuarium kaca berukuran 40 cm × 40 
cm × 40 cm, masing-masing berisi enam ekor ikan dan dilengkapi aerasi. Ikan diberi pakan 
perlakuan sebanyak 5% biomassa per hari yang dibagi menjadi dua waktu pemberian, yaitu 
pukul 08.00 dan 17.00 WITA. Penyiponan dilakukan setiap pagi sebelum pemberian pakan, 
sedangkan penimbangan ikan dilakukan setiap dua minggu untuk menyesuaikan jumlah 
pakan. 

Pembuatan dan formulasi pakan uji 
Makroalga P. australis dikumpulkan dari perairan pantai, dibersihkan dari lumpur dan 

kotoran, kemudian dibilas menggunakan air tawar. Bahan dikeringkan hingga tidak lembap 
dan digiling menggunakan blender sampai menjadi tepung. Pakan uji dibuat dalam bentuk 
pelet dengan mencampurkan seluruh bahan baku secara homogen, menambahkan air 
sebanyak 25–30% dari total campuran, mencetak adonan menggunakan mesin penggiling, 
kemudian mengeringkannya hingga pelet tidak lembap. Komposisi formulasi pakan merujuk 
pada Ikhsan et al. (2026), disajikan pada Tabel 1. 
Tabel 1. Formulasi Pakan Uji 

Bahan Baku Pakan 
Persentase bahan yang digunakan (%) 

TP-0 TP-7,5 TP-15 TP-22,5 
Tepung ikan 30 30 30 30 
Tepung kepala udang 20 20 20 20 
Tepung kedelai 30 22,5 15 7,5 
Tepung P. australis (TP) 0 7,5 15 22,5 
Tepung jagung 8 8 8 8 
Tepung sagu 4 4 4 4 
Tepung dedak halus 6 6 6 6 
Minyak sawit 1 1 1 1 
Top Mix 1 1 1 1 
Total 100 100 100 100 

Desain Penelitian 
Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan empat perlakuan dan tiga 

ulangan. Perlakuan yang diterapkan adalah sebagai berikut: 
TP-0 : 0% tepung P. australis, 30% tepung kedelai 
TP-7,5 : 7,5% tepung P. australis + 22,5% tepung kedelai 
TP-15 : 15% tepung P. australis + 15% tepung kedelai 
TP-22,5 : 22,5% tepung P. australis + 7,5% tepung kedelai 

Pengamatan histologi usus 
Pada akhir pemeliharaan, ikan dari setiap perlakuan diambil untuk pengamatan 

jaringan usus. Bagian usus yang diamati dipisahkan secara hati-hati, lalu dilakukan fiksasi 
menggunakan formalin 10% kemudian sampel dikirim ke Balai Besar Penelitian Veteriner 
Bogor untuk pengamatan histologi. Preparat histologi menggunakan pewarnaan 
hematoksilin-eosin sesuai prosedur laboratorium. Preparat diamati menggunakan mikroskop 
cahaya pada pembesaran 100× dan 200×. Evaluasi dilakukan secara deskriptif terhadap 
struktur vili mukosa, tunika muskularis, infiltrasi sel mononuklear, hemoragi, dan keberadaan 
cacing intestinal. Gambaran lesi diklasifikasikan berdasarkan temuan utama menjadi tidak ada 
kelainan spesifik, enteritis, enteritis parasiticus, atau enteritis haemorrhagica. 

Pengambilan dan analisis profil darah 
Profil darah diamati dua kali, yaitu sebelum pemberian pakan uji dan pada hari ke-42. 

Parameter yang dianalisis meliputi eritrosit, leukosit, dan hemoglobin. Sampel darah diambil 
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menggunakan spuit dan ditampung dalam tabung yang berisi antikoagulan untuk mencegah 
pembekuan. 

Eritrosit 
Sampel darah diencerkan menggunakan larutan Hayem. Darah dihisap dengan pipet 

eritrosit hingga skala 0,5, kemudian larutan Hayem ditambahkan hingga skala 101 dan 
dihomogenkan selama 3–5 menit. Dua tetes awal dibuang, selanjutnya suspensi darah 
diteteskan ke dalam haemocytometer Neubauer dan diamati menggunakan mikroskop pada 
pembesaran 400×. Jumlah eritrosit dihitung berdasarkan jumlah sel pada ruang hitung dan 
faktor pengenceran. Jumlah eritrosit dihitung berdasarkan metode Blaxhall & Daisley (1973) 
dengan persamaan sebagai berikut: 

𝑁 =  
𝑛

𝑉
×  𝑃 

Keterangan: 
N : Jumlah sel eritrosit dalam 1 µL (sel/µL) 
n : Jumlah sel eritrosit dalam 5 ruang hitung 
V : Volume 5 ruang hitung (0,02 mm3) 
P : Faktor pengencer (200×) 

Leukosit 
Sampel darah diencerkan menggunakan larutan Turk. Darah dihisap dengan pipet 

leukosit hingga skala 0,5, larutan Turk ditambahkan hingga skala 11, kemudian campuran 
dihomogenkan selama 3–5 menit. Suspensi darah diteteskan pada haemocytometer setelah 
tetesan awal dibuang. Leukosit dihitung pada lima ruang hitung menggunakan mikroskop. 

Hemoglobin 
Kadar hemoglobin diukur menggunakan metode Sahli. Tabung Sahli diisi larutan HCl 0,1 

N hingga skala 10. Darah sebanyak 0,02 mL ditambahkan ke dalam tabung, dicampur, dan 
didiamkan selama tiga menit. Akuades ditambahkan secara bertahap sampai warna larutan 
sama dengan standar pembanding. Hasil dinyatakan dalam g/dL. 

HASIL 
Hasil pengamatan histologi usus ikan nila menunjukkan adanya perbedaan gambaran 

jaringan antarperlakuan pakan. Pada perlakuan TP-0, ditemukan gambaran enteritis 
parasiticus yang ditandai oleh keberadaan cacing intestinal pada lumen atau jaringan usus, 
infiltrasi sel mononuklear, serta hemoragi. Struktur vili mukosa dan tunika muskularis masih 
dapat diamati, tetapi adanya infiltrasi sel mononuklear dan perdarahan menunjukkan respons 
inflamasi pada jaringan usus (Gambar 1). Pada perlakuan TP-7,5, preparat menunjukkan 
gambaran enteritis dengan ditemukannya cacing intestinal dan infiltrasi sel mononuklear. Vili 
mukosa dan tunika muskularis masih terlihat pada preparat (Gambar 2). Perlakuan TP-15 
menunjukkan gambaran usus tanpa kelainan spesifik. Vili mukosa dan tunika muskularis 
tampak dapat dibedakan, Perlakuan TP-15 memperlihatkan kondisi jaringan yang paling 
mendekati gambaran normal di antara preparat yang diamati (Gambar 3). Sedangkan pada 
perlakuan TP-22,5, ditemukan gambaran enteritis haemorrhagica yang ditandai oleh adanya 
hemoragi dan infiltrasi sel mononuklear. Vili mukosa serta tunika muskularis masih dapat 
diamati. Gambaran ini menunjukkan adanya proses inflamasi yang disertai perdarahan pada 
jaringan usus (Gambar 4).  
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Gambar 1. Usus ikan nila pada perlakuan TP-0. (1) Villi mukosa, (2) Infiltrasi sel mononuclear, 
(3) Tunika muscularis, (4) Haemorrhagi, dan (5) Cacing intestinalis. Preparat 
diamati pada pembesaran 100× (kiri) dan 200× (kanan). 

 
 

Gambar 2. Usus ikan nila pada perlakuan TP-7,5. (1) Villi mukosa, (2) Tunika muscularis, (3) 
Infiltrasi sel mononuclear, dan (4) Cacing intestinalis.  Preparat diamati pada 
pembesaran 100× (kiri) dan 200× (kanan). 

 
 

Gambar 3. Usus ikan nila pada perlakuan TP-15, tanpa ada kelainan spesifik. (1) Villi mukosa, 
dan (2) Tunika muscularis. Preparat diamati pada pembesaran 100× (kiri) dan 
200× (kanan). 
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Gambar 4. Usus ikan nila pada perlakuan TP-22,5, tanpa ada kelainan spesifik. (1) Villi mukosa, 
(2) Tunika muscularis, (3) Haemorrhagi, dan (4) Infiltrasi sel mononuklear. 
Preparat diamati pada pembesaran 100× (kiri) dan 200× (kanan). 

Hasil pengamatan profil darah ikan nila meliputi jumlah eritrosit, leukosit, dan 
hemoglobin, yang diukur sebelum pemberian pakan uji dan setelah 42 hari pemeliharaan. 
Nilai awal digunakan sebagai gambaran kondisi fisiologis ikan sebelum perlakuan, sedangkan 
nilai akhir digunakan untuk mengevaluasi respons ikan terhadap pakan yang mengandung 
tepung P. australis. Jumlah eritrosit ikan nila sebelum perlakuan sebesar 3,46±0,19×10⁶ 
sel/mm³. Setelah pemberian pakan uji, jumlah eritrosit tertinggi terdapat pada perlakuan TP-
15 sebesar 4,18±0,15×10⁶ sel/mm³, kemudian perlakuan TP-7,5 sebesar 3,72±0,08×10⁶ 
sel/mm³. Perlakuan TP-0 dan TP-22,5 masing-masing menunjukkan jumlah eritrosit sebesar 
2,62±0,33×10⁶ sel/mm³ dan 2,51±0,08×10⁶ sel/mm³. Hasil analisis ragam menunjukkan 
bahwa substitusi tepung kedelai dengan tepung P. australis memberikan pengaruh berbeda 
nyata terhadap jumlah eritrosit ikan nila (Gambar 5). 

 
Gambar 5. Jumlah eritrosit ikan nila sebelum dan setelah pemberian pakan perlakuan. Huruf 

superskrip yang berbeda pada nilai setelah perlakuan menunjukkan perbedaan 
nyata (p < 0,05). 

Jumlah leukosit ikan nila sebelum perlakuan adalah 27,34±1,50×10⁴ sel/mm³. Setelah 
perlakuan, jumlah leukosit tertinggi diperoleh pada perlakuan TP-22,5 sebesar 
40,49±2,58×10⁴ sel/µL, diikuti perlakuan TP-15 sebesar 33,07±3,01×10⁴ sel/mm³, perlakuan 
TP-0 sebesar 29,99±1,19×10⁴ sel/mm³, dan perlakuan TP-7,5 sebesar 29,36±1,31×10⁴ 
sel/mm³. Berdasarkan analisis ragam, variasi tepung P. australis dalam pakan memberikan 
pengaruh berbeda nyata terhadap jumlah leukosit ikan nila (Gambar 6). 
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Gambar 6. Jumlah leukosit ikan nila sebelum dan setelah pemberian pakan perlakuan. Huruf 

superskrip yang berbeda pada nilai setelah perlakuan menunjukkan perbedaan 
nyata (p < 0,05). 

Kadar hemoglobin ikan nila sebelum perlakuan adalah 6,33±0,58 g/dL. Setelah 42 hari 
pemeliharaan, kadar hemoglobin tertinggi diperoleh pada perlakuan TP-15 sebesar 6,67±1,15 
g/dL, diikuti perlakuan TP-0 sebesar 4,67±1,15 g/dL, perlakuan TP-7,5 sebesar 4,00±1,00 
g/dL, dan perlakuan TP-22,5 sebesar 3,33±1,53 g/dL. Hasil analisis ragam menunjukkan 
bahwa substitusi tepung kedelai dengan tepung P. australis memberikan pengaruh berbeda 
nyata terhadap kadar hemoglobin ikan nila (Gambar 7). 

 
Gambar 7. Kadar hemoglobin ikan nila sebelum dan setelah pemberian pakan perlakuan. 

Huruf superskrip yang berbeda pada nilai setelah perlakuan menunjukkan 
perbedaan nyata (p < 0,05). 

 
PEMBAHASAN 

Pemberian pakan dengan substitusi tepung kedelai oleh tepung P. australis 
menghasilkan respons jaringan dan hematologi yang tidak linier. Perlakuan TP-0 
menunjukkan enteritis parasiticus disertai cacing intestinal, infiltrasi sel mononuklear, dan 
hemoragi; perlakuan TP-7,5 menunjukkan enteritis dengan cacing intestinal dan infiltrasi sel 
mononuklear; perlakuan TP-15 tidak menunjukkan kelainan spesifik; sedangkan perlakuan 
TP-22,5 menunjukkan enteritis haemorrhagica dengan hemoragi dan infiltrasi sel 
mononuklear. Pada profil darah, eritrosit dan hemoglobin tertinggi pada TP-15, sedangkan 
leukosit tertinggi pada TP-22,5. Pola parameter-spesifik ini menunjukkan bahwa P. australis 
kemungkinan berinteraksi dengan status nutrisi, oksigenasi, imunitas, dan stres metabolik 
secara berbeda, bukan melalui satu mekanisme tunggal. 

Infiltrasi sel mononuklear menunjukkan respons imun seluler, tetapi tidak otomatis 
berarti perbaikan imunitas. Temuan tersebut harus dibaca bersama integritas vili, epitel, 
lamina propria, nekrosis, dan deskuamasi. Karena vili mukosa dan tunika muskularis masih 
dapat dikenali pada seluruh kelompok, bukti yang tersedia lebih mendukung adanya inflamasi 
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fokal atau multifokal daripada kerusakan transmural. Mukosa usus berfungsi sebagai 
permukaan absorpsi sekaligus barier imun yang berinteraksi dengan antigen pakan, 
mikrobiota, dan agen infeksius (Ferreira et al., 2023; Zhang et al., 2024). Kehadiran cacing 
pada TP-0 dan TP-7,5 merupakan faktor pengganggu penting karena iritasi mekanis dapat 
meningkatkan permeabilitas, infiltrasi sel radang, dan perdarahan. Oleh karena itu, enteritis 
pada kedua jenis perlakuan belum dapat diatribusikan sepenuhnya kepada pakan tanpa data 
prevalensi, intensitas, dan lokasi parasit. 

Pada TP-15 yang tidak menunjukkan kelainan spesifik memberikan indikasi bahwa 
inklusi sedang mungkin lebih kompatibel dengan jaringan usus pada kondisi penelitian ini. 
Substitusi tepung kedelai juga mengubah kadar protein, abu, mineral, polisakarida, dan 
senyawa minor, sehingga efek yang diamati merupakan hasil interaksi formulasi, bukan hanya 
efek bioaktif P. australis. Respons makroalga bersifat bergantung pada spesies ikan, bentuk 
bahan, tingkat inklusi, dan keseimbangan nutrien; inklusi tinggi dapat menimbulkan adaptasi 
mukosa atau penurunan pemanfaatan nutrien (Hughes et al., 2025; Melchor-Martínez et al., 
2025; Kong et al., 2024). 

Makroalga P. australis mengandung fucoidan, alginat, karbohidrat struktural, fenolik, 
florotanin, pigmen, mineral, dan metabolit sekunder yang secara teoritis dapat memengaruhi 
mukosa, enzim pencernaan, mikrobiota, serta imunitas. Namun, tepung utuh tidak ekuivalen 
dengan ekstrak atau polisakarida terpurifikasi. Hasil riset lainnya menunjukkan bahwa 
ekstrak P. australis 200–400 mg/kg meningkatkan pertumbuhan, enzim pencernaan, respons 
imun, dan ekspresi gen integritas usus pada ikan mas (Sheikhzadeh et al., 2022). Fucoidan dari 
Undaria pinnatifida meningkatkan sel goblet dan enzim pencernaan pada gibel carp (Cui et al., 
2019), sedangkan fucoidan pada nila meningkatkan ukuran vili dan limfosit intraepitel 
(Mahgoub et al., 2020). Sebaliknya, asam alginat 5 g/kg tidak mengubah morfologi usus atau 
mikrobiota nila (Merrifield et al., 2011). Perbedaan ini menegaskan bahwa efek makroalga 
ditentukan oleh identitas molekul, bobot molekul, derajat sulfatasi, kecernaan, matriks pakan, 
dan dosis efektif. 

Kombinasi eritrosit dan hemoglobin menunjukkan respons eritropoietik paling 
konsisten pada TP-15, dengan eritrosit 4,18±0,15×10⁶ sel/mm³ dan hemoglobin 6,67 g/dL. 
Respons pada TP-15 dapat berkaitan dengan keseimbangan antara kontribusi nutrien kedelai 
dan komponen fungsional P. australis. Inklusi diduga menyediakan senyawa bioaktif tanpa 
meningkatkan beban abu, serat, atau faktor penghambat kecernaan secara berlebihan. 
Makroalga umumnya lebih tepat diposisikan sebagai bahan fungsional atau suplemen 
daripada pengganti langsung sumber protein utama karena kandungan protein dan profil 
asam aminonya dapat membatasi pemanfaatan ikan (Hughes et al., 2025; Melchor-Martínez et 
al., 2025). Dengan demikian, performa eritrositik pada TP-15 tidak boleh dianggap hanya 
sebagai efek imunostimulator, tetapi juga perlu dikaitkan dengan kualitas formulasi, konsumsi 
pakan, pertumbuhan, dan kecernaan. 

Jumlah leukosit pada angka yang ditampilkan paling tinggi pada TP-22,5, yaitu 
40,49±2,58×10⁴ sel/µL. Leukositosis dapat mencerminkan stimulasi imunitas bawaan, tetapi 
juga inflamasi, infeksi, atau stres. Karena TP-22,5 menunjukkan enteritis haemorrhagica dan 
infiltrasi sel mononuklear, leukosit tinggi lebih tepat dipandang sebagai sinyal respons 
terhadap gangguan jaringan sampai tersedia bukti aktivasi protektif. Hubungan histologi dan 
hematologi ini masih berupa asosiasi karena tidak ada korelasi individual antara skor lesi dan 
leukosit, diferensial leukosit, atau konfirmasi penyebab hemoragi. Pada TP-0 dan TP-7,5, 
parasit juga berpotensi memengaruhi leukosit sehingga respons darah tidak dapat dikaitkan 
sepenuhnya dengan P. australis. 

Hemoglobin pada TP-15 yang tertinggi mendukung interpretasi bahwa tingkat 
substitusi tersebut lebih kompatibel dengan transport oksigen. Sebaliknya, hemoglobin 
rendah pada TP-22,5 dapat berkaitan dengan ketidakseimbangan nutrien atau beban fisiologis 
lebih besar, tetapi mekanisme tersebut belum dapat dibuktikan. Senyawa fenolik dan tanin 
dapat bersifat antioksidan serta imunomodulator, namun pada kadar tertentu juga dapat 
berinteraksi dengan protein atau enzim pencernaan. Karena kadar tanin dan fenolik total 
pakan belum diukur, penjelasan ini harus diposisikan sebagai hipotesis. 
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Temuan ini sejalan sebagian dengan studi makroalga pada nila. Ekstrak rumput laut 
dapat meningkatkan hematologi, imunitas nonspesifik, dan status antioksidan saat ikan 
menghadapi Aeromonas hydrophila (Ashour et al., 2020), sementara Sargassum membantu 
menekan stres oksidatif dan imunosupresi pada kepadatan tinggi (Negm et al., 2021). Ekstrak 
Gracilaria juga meningkatkan eritrosit dan ekspresi gen penghalang usus saat stres suhu 
(Siddik et al., 2024). Namun, hasil tersebut berasal dari ekstrak atau spesies berbeda sehingga 
tidak membuktikan bahwa tepung P. australis dosis tinggi selalu menguntungkan. 

Secara integratif, TP-15 tampak sebagai perlakuan paling seimbang berdasarkan jumlah 
eritrosit dan hemoglobin tertinggi serta tidak menunjukkan leukositosis setinggi TP-22,5. 
Perlakuan TP-22,5 memiliki leukosit tertinggi, namun juga eritrosit dan hemoglobin terendah 
serta enteritis haemorrhagica, sehingga lebih tepat dipandang sebagai sinyal kewaspadaan 
fisiologis daripada bukti keunggulan imun. Kesimpulan paling defensibel ialah substitusi 
tepung kedelai dengan P. australis memodulasi histologi usus dan darah secara tidak linier, 
dengan kompatibilitas deskriptif terbaik pada TP-15. Validasi perlu mencakup morfometri vili, 
skor lesi, pemeriksaan parasit, indeks eritrosit, diferensial leukosit, kortisol, proksimat pakan, 
dan analisis fenolik/tanin. 

KESIMPULAN 
Substitusi tepung kedelai dengan tepung P. australis menghasilkan respons histologis 

usus dan hematologis yang tidak linier pada ikan nila. Perlakuan TP-15 (15% tepung P. 
australis) menunjukkan kompatibilitas terbaik, ditandai oleh tidak adanya kelainan spesifik 
pada jaringan usus serta jumlah eritrosit (4,18 ± 0,15 × 10⁶ sel/mm³) dan kadar hemoglobin 
(6,67 ± 1,15 g/dL) tertinggi. Sebaliknya, peningkatan inklusi P. australis hingga 22,5% 
menunjukkan indikasi gangguan fisiologis dan histologis.  
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