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RINGKASAN 

DIMAR SARI WAHYUNI. Evaluasi Potensi Makroalga sebagai Rumen Modifier 
pada Pakan Komplit Domba Berdasarkan Pendekatan Teknologi Omik. Dibimbing 
oleh ANURAGA JAYANEGARA, I. KOMANG GEDE WIRYAWAN dan RONI 
RIDWAN. 
 

Peningkatan produktivitas ternak domba sebagai bagian dari upaya 
mendukung swasembada daging nasional berpotensi meningkatkan emisi gas rumah 
kaca, terutama metana enterik yang dihasilkan dari fermentasi rumen. Sistem 
peternakan rakyat yang masih didominasi oleh penggunaan hijauan berkualitas 
rendah menyebabkan fermentasi pakan tidak optimal, sehingga meningkatkan 
produksi metana. Selain itu, keterbatasan kandungan nutrien dan rendahnya kualitas 
pakan berkontribusi terhadap rendahnya produktivitas ternak. Makroalga sebagai 
sumber daya hayati laut Indonesia yang kaya akan senyawa bioaktif memiliki 
potensi besar untuk dimanfaatkan sebagai inovasi pakan bioaditif dalam sistem 
produksi ternak ruminansia. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi profil 
metabolit tidak tertarget rumput laut melalui pendekatan metabolomik, 
mengevaluasi potensi berbagai spesies makroalga Indonesia sebagai kandidat pakan 
aditif dalam memperbaiki profil rumen meliputi fermentasi dan kecernaan rumen 
secara in vitro, mengevaluasi pemberian pakan aditif makroalga yang mengandung 
senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai rumen modifier dalam pakan komplit dan 
mendapatkan dosis optimal terbaik berdasarkan spesies dan perbedaan kandungan 
senyawa bioaktifnya sehingga dapat  memperbaiki karakteristik fermentasi rumen 
dan kecernaan pakan serta mengurangi emisi gas metana enterik melalui pendekatan 
kajian secara in vitro dan teknologi omik (metabolomik dan metagenomik).    

Penelitian ini dibagi dalam tiga tahap meliputi : 1) Eksplorasi, identifikasi dan 
produksi tepung makroalga dan pakan komplit yang terdiri dari 1.a.) Sampling 
beberapa spesies makroalga dari beberapa daerah di Indonesia, 1.b.) Produksi 
tepung makroalga, bahan pakan komplit dan proses ekstraksi makroalga, 1.c.) 
Identifikasi komposisi kimia makroalga dan bahan pakan komplit melalui analisis 
proksimat (kadar air, abu, protein kasar, lemak kasar, serat kasar, Bahan Ekstrak 
Tanpa Nitrogen (BETN), Total Digestible Nutrient (TDN), energi total, karbohidrat, 
energi dari lemak), dan serat pakan (Neutral Detergent Fiber, Acid Detergent Fiber, 
hemiselulosa, selulosa, lignin), kandungan asam lemak, asam amino, klorofil, 
mineral; 1.d.) Identifikasi dan karakterisasi metabolit primer dan sekunder pada 
beberapa spesies makroalga, 1.e.) Formulasi pakan komplit dan penentuan dosis 
pakan aditif tepung makroalga.  

2) Pengujian in vitro tahap 1 (Identifikasi profil fermentasi dan kecernaan serta 
potensi penurunan produksi metana rumen 14 spesies tepung makroalga secara in 
vitro) dan pengujian in vitro tahap 2 (Evaluasi beberapa spesies makroalga terpilih 
pada pakan komplit terhadap fermentasi dan degradabilitas serta emisi metana 
enterik rumen in vitro). 3) Kajian metabolomik dan metagenomik yang terdiri dari 
3.a.) Analisis metabolomik produk fermentasi rumen hasil pengujian in vitro tepung 
makroalga (metabolit tidak tertarget) dan analisis metagenomik profil mikrobiom 
rumen hasil pengujian in vitro pakan aditif tepung makroalga ke dalam pakan 
komplit. 

 
 
 
 
 
 



Untuk tahap identifikasi dan karakterisasi metabolit primer dan sekunder pada 
beberapa spesies makroalga, rancangan acak lengkap dengan 14 perlakuan ekstrak 
makroalga dan 3 ulangan dilakukan untuk kandungan fenol dan flavonoid. Caulerpa 
racemosa memiliki kandungan flavonoid yang tinggi (1,5 mg Quercetin/g), dan 
Ulva lactuca memiliki kandungan fenol tertinggi (0,55 mg Asam Galat/g). Setiap 
sampel makroalga dikeringkan dengan cara dibekukan, digiling, dan diekstraksi 
menggunakan metanol dengan perbandingan 1:20 (berat/volume). Ekstrak dianalisis 
dengan kromatografi cair–spektrometri massa resolusi tinggi (LC-HRMS). 
Sebanyak 31 metabolit yang diduga telah diidentifikasi dan tersedia untuk penelitian 
lebih lanjut. Pearson Correlation Analysis (PCA) menunjukkan bahwa pemisahan 
makroalga tersebut dapat dijelaskan oleh variasi total sebesar 92,6%. Heatmap juga 
menampilkan profil metabolit di antara keempat spesies makroalga tersebut.  

Pada percobaan kultur batch in vitro tahap 1, sebanyak 14 spesies makroalga 
yang digunakan meliputi Sargassum sp., Palmaria palmata, Gelidium sp., Padina 
sp., Halymenia durvillei, Boergesenia forbesii, Gracilaria verrucosa, Eucheuma 
cottonii, Gracilaria gigas, Eucheuma spinosum, Ulva lactuca, Turbinaria ornata, 
Caulerpa racemosa, dan Gracilaria coronopifolia dan diulang sebanyak 5 kali 
pengujian fermentabilitas dan kecernaan rumen in vitro.  Pakan yang digunakan 
adalah 500 mg substrat makroalga yang diinkubasi dengan 50 ml campuran cairan 
rumen buffer (perbandingan 1:2 antara cairan rumen sapi Peranakan Ongole yang 
telah difistulasi dan larutan buffer) dalam tabung serum berukuran 100 ml pada suhu 
39◦C selama 72 jam. Rancangan acak lengkap diterapkan dengan 14 perlakuan 
tepung makroalga dan 5 ulangan. Data dianalisis menggunakan Analysis of Variance 
(ANOVA), diikuti dengan uji lanjut Duncan. Hasilnya menunjukkan bahwa 
produksi gas total tertinggi terdapat pada B. forbesii (54,75 mL; p<0,01) dan 
terendah pada T. ornata (10,94 mL). Emisi metana terestimasi dan metana per bahan 
kering terestimasi yang diinkubasi terendah pada Sargassum sp. (1,87 mM dan 3,75 
mM/g bahan kering; p<0,01), dengan Sargassum sp. dan C. racemosa mengurangi 
metana terestimasi sebesar 71,86 %. Tingkat amonia seragam di antara spesies (p> 
0,05). Total Volatile Fatty Acid (VFA) dan asam propionat paling tinggi pada H. 
durvillei dan B. forbesii (p<0,01), dengan rasio asetat terhadap propionat yang lebih 
rendah. Kecernaan Bahan Kering (KCBK) dan Kecernaan Bahan Orgaik (KCBO) 
paling tinggi pada H. durvillei (81,72 % dan 69,53 %; p<0,01). Kinetika gas 
menunjukkan B. forbesii memiliki asimptot tertinggi (201,97 mL; p<0,01) namun 
laju terendah (0,01 mL/jam).  

Pengujian in vitro tahap 2 terdiri dari 10 perlakuan dan 5 ulangan meliputi R1 
= 30% Rumput Gajah + 70% Konsentrat, R2 = R1 + 1% BK Haliminea durvillei, 
R3 = R1 + 2% BK Haliminea durvillei, R4 = R1 +  3% BK Haliminea durvillei, R5 
: R1 + 1% BK Caulerpa racemosa, R6 : R1 + 2% BK Caulerpa racemosa, R7: R1 
+ 3% BK Caulerpa racemosa, R8 : R1 + 1% BK Gracillaria gigas, R9 : R1 + 2%
BK Gracillaria gigas, R10: R1 + 3% BK Gracillaria gigas. Penelitian in vitro tahap
2 dengan menginkubasi substrat makroalga sebanyak 750 mg (30% rumput gajah
dan 70% konsentrat) dalam 50 ml campuran cairan rumen dan larutanbuffer (rasio
cairan rumen dan larutan penyangga sebesar 1:4) dalam 100 ml botol serum pada
kondisi anaerob dan suhu 39°C selama 48 jam.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap untuk 
perlakuan dengan kontrol dan rancangan acak lengkap faktorial untuk perlakuan 
tanpa kontrol, sebanyak 3 spesies makroalga dan dosisnya sebagai perlakuan dan 5 
ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi berbagai spesies dan 
dosis makroalga pada pakan komplit memberikan pengaruh nyata terhadap produksi 
gas metana (p<0,05; p<0,01).  



Perlakuan R8 (penambahan 1% BK Gracilaria gigas) menghasilkan produksi 
metana terendah secara konsisten pada hampir seluruh parameter, baik dalam satuan 
ppm (71.587,11), mL (8,72), mL/g BK (13,22), mL/g DBK (18,14), mL/g DBO 
(23,93), mM (2796,18), maupun rasio metan terhadap total gas (58,73 mL/L). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa suplementasi makroalga memberikan pengaruh 
yang sangat nyata (p<0,0001) terhadap konsentrasi NH₃ dan total VFA dalam 
fermentasi rumen in vitro. Konsentrasi NH₃ dan VFA Total meningkat secara 
signifikan seiring dengan peningkatan dosis suplementasi, dengan nilai tertinggi 
pada perlakuan R9. Konsentrasi asetat cenderung meningkat dengan nilai tertinggi 
pada R9, sedangkan propionat relatif stabil di antara perlakuan (p>0,05).  Produksi 
asam butirat, valerat, dan asam lemak bercabang (isobutirat dan isovalerat) tidak 
berubah secara signifikan antar perlakuan. Rasio asetat terhadap propionat (A/P) 
sangat berbeda, dengan nilai tertinggi pada R10 dan nilai terendah pada R6.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi makroalga berpengaruh 
sangat nyata (p<0,01) terhadap sintesis protein mikroba (SPM), populasi protozoa, 
partitioning factor (PF), dan estimasi mikroba dalam fermentasi rumen in vitro. 
Nilai SPM meningkat secara signifikan dibandingkan kontrol, dengan nilai 
tertinggi pada perlakuan R9 dan R5. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
suplementasi makroalga berpengaruh nyata hingga sangat nyata terhadap produksi 
gas total, baik dalam satuan ml/g bahan kering (BK) (p<0,01) maupun volume total 
(ml) (p<0,001). Produksi gas tertinggi diperoleh pada perlakuan R4. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa suplementasi berbagai spesies makroalga pada 
berbagai dosis tidak memberikan pengaruh yang nyata terhadap nilai pH rumen 
(p>0,05), dengan kisaran pH relatif stabil antara 6,77 hingga 6,91. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa suplementasi makroalga memberikan pengaruh sangat nyata 
terhadap degradabilitas bahan kering (% DBK) (p<0,001) dan berpengaruh nyata 
terhadap degradabilitas bahan organik (% DBO) (p<0,05). Nilai % DBK dan % 
DBO tertinggi diperoleh pada perlakuan R9. Suplementasi makroalga pada 
fermentasi rumen in vitro mampu memodulasi komposisi dan keanekaragaman 
mikroba, mempengaruhi populasi arkea penghasil metana, serta mengubah profil 
metabolomik, PCA loading yang menggambarkan 131 metabolit dalam cairan 
rumen produk fermentasi in vitro rumen. 

Kebaruan (kebaruan) dari penelitian ini terletak pada integrasi evaluasi 
fermentasi rumen secara in vitro dengan teknologi omik. Makroalga Indonesia 
berpotensi besar dikembangkan sebagai strategi inovatif untuk memperbaiki profil 
rumen meliputi fermentasi dan kecernaan rumen secara in vitro, meskipun 
penelitian lanjutan secara in vivo masih diperlukan untuk memastikan efektivitas 
dan dosis optimal dalam aplikasi praktis. 

 
Kata kunci: degradabilitas dan kecernaan rumen, emisi metana enterik, profil  
fermentasi rumen, pendekatan teknologi omik, spesies makroalga  
 



SUMMARY 

DIMAR SARI WAHYUNI. Evaluation of the Potential of Macroalgae as Rumen 
Modifiers in Complete Feed of Sheep Using Omic Technology Approaches. 
Supervised by ANURAGA JAYANEGARA, I. KOMANG GEDE WIRYAWAN 
dan RONI RIDWAN. 

Increasing sheep productivity as part of efforts to support national meat self-
sufficiency has the potential to increase greenhouse gas emissions, particularly 
enteric methane produced by rumen fermentation. Smallholder farming systems, 
which are still dominated by the use of low-quality forage, result in suboptimal feed 
fermentation, thereby increasing methane production while reducing feed energy 
utilization efficiency. Furthermore, limited nutrient content and poor feed quality 
contribute to low livestock productivity. Macroalgae, a marine biological resource 
in Indonesia rich in bioactive compounds, hold great potential for use as innovative 
bioadditive feed in environmentally friendly and sustainable ruminant production 
systems.  

This study aims to identify the untargeted metabolite profile of seaweed 
through a metabolomic approach, evaluate the potential of various Indonesian 
macroalgal species as feed additive candidates for improving rumen profiles, 
including rumen fermentation and digestibility in vitro, to evaluate the inclusion of 
macroalgal feed additives containing bioactive compounds with potential as rumen 
modifiers in complete feed, and to determine the optimal dosage based on species 
and differences in bioactive compound content, thereby improving rumen 
fermentation characteristics and feed digestibility while reducing enteric methane 
emissions through an in vitro study approach and omics technologies (metabolomics 
and metagenomics).    

This research was divided into three phases, including :1) Exploration, 
identification, and production of macroalgae flour and complete feed, consisting of 
1.a.) Sampling of several macroalgae species from various regions in Indonesia,
1.b.) Production of macroalgae flour, complete feed ingredients, and macroalgae
extraction processes, 1.c.) Identification of the chemical composition of macroalgae
and complete feed ingredients through proximate analysis (moisture content, ash,
crude protein, crude fat, crude fiber, Non-Protein Extract (NPE), Total Digestible
Nutrients (TDN), total energy, carbohydrates, energy from fat), and fiber of feed
(Neutral Detergent Fiber, Acid Detergent Fiber, hemicellulose, cellulose, lignin),
fatty acid content, amino acids, chlorophyll, and minerals; 1.d.) Identification and
characterization of primary and secondary metabolites in several macroalgae
species, 1.e.) Formulation of complete feed and determination of the dosage of
macroalgae (seaweed) flour as a feed additive.

2) Phase 1 in vitro testing (in vitro identification of the profiles of 14 species
of macroalgae flour and Phase 2 in vitro testing (in vitro evaluation of 3 species of 
macroalgae flour based on their dosage when supplemented into complete feed as a 
control). 3) Metabolomic and metagenomic studies consisting of 3.a.) Metabolic 
analysis rumen fermentation products from in vitro testing of macroalgae  flour 
(non-targeted metabolites) and metagenomic analysis of the rumen microbiome 
profile from in vitro testing of macroalgae flour feed additives in complete feed. 



For the identification and characterization of primary and secondary 
metabolites in several macroalgal species, a completely randomized design with 14 
macroalgal extract treatments and 3 replicates was conducted to determine phenolic 
and flavonoid content and antioxidant activity. Caulerpa racemosa had a high 
flavonoid content (1.5 mg quercetin/g), and Ulva lactuca had the highest phenolic 
content (0.55 mg gallic acid/g). Each macroalgal sample was freeze-dried, ground, 
and extracted using methanol at a 1:20 (weight/volume) ratio. The extracts were 
analyzed by High-Resolution Liquid Chromatography–Mass Spectrometry (LC-
HRMS). A total of 31 putative metabolites were identified and are available for 
further research. Pearson Correlation Analysis (PCA) showed that the separation of 
these macroalgae can be explained by 92.6% of the total variation. A heatmap also 
displays the metabolite profiles among the four macroalgae species. 

In the first phase of the in vitro batch culture experiment, a total of 14 
macroalgal species were used, including Sargassum sp., Palmaria palmata, 
Gelidium sp., Padina sp., Halymenia durvillei, Boergesenia forbesii, Gracilaria 
verrucosa, Eucheuma cottonii, Gracilaria gigas, Eucheuma spinosum, Ulva lactuca, 
Turbinaria ornata, Caulerpa racemosa, and Gracilaria coronopifolia. 
Fermentability and in vitro rumen digestibility tests were repeated five times.  In the 
first stage of the in vitro batch culture experiment, the feed used was 500 mg of 
macroalgae substrate incubated with 50 ml of a rumen buffer mixture (a 1:2 ratio of 
rumen fluid from fistulated Peranakan Ongole cattle and buffer solution) in 100-ml 
serum tubes at 39°C for 72 hours. A completely randomized design was applied with 
14 macroalgal flour treatments and 5 replicates. Data were analyzed using Analysis 
of Variance (ANOVA), followed by Duncan’s post-hoc test. The results showed that 
the highest total gas production was found in B. forbesii (54.75 mL; p<0.01) and the 
lowest in T. ornata (10.94 mL). Estimated methane emissions and estimated 
methane per dry weight were lowest in Sargassum sp. (1.87 mM and 3.75 mM/g dry 
weight; p<0.01), with Sargassum sp. and C. racemosa reducing estimated methane 
by 71.86%. Ammonia levels were uniform across species (p>0.05). Total Volatile 
Fatty Acids (VFA) and propionate acid were highest in H. durvillei and B. forbesii 
(p<0.01), with a lower acetate-to-propionate ratio. Dry Matter Digestibility (DMD) 
and Organic Matter Digestibility (OMD) were highest in H. durvillei (81.72% and 
69.53% p<0.01). Gas kinetics showed that B. forbesii had the highest asymptote 
(201.97 mL; p<0.01) but the lowest rate (0.01 mL/h).  

The second stage of the in vitro experiment consisted of 10 treatments with 5 
replicates, namely: R1 = 30% Elephant Grass + 70% Concentrate, R2 = R1 + 1% 
DM Halymenia durvillei, R3 = R1 + 2% DM Halymenia durvillei, R4 = R1 + 3% 
DM Halymenia durvillei, R5 = R1 + 1% DM Caulerpa racemosa, R6 = R1 + 2% 
DM Caulerpa racemosa, R7 = R1 + 3% DM Caulerpa racemosa, R8 = R1 + 1% 
DM Gracilaria gigas, R9 = R1 + 2% DM Gracilaria gigas, and R10 = R1 + 3% DM 
Gracilaria gigas. Phase 2 in vitro study by incubating 750 mg of macroalgae 
substrate (seaweed) (30% elephant grass and 70% concentrate) in 50 mL of buffered 
rumen fluid (a 1:4 ratio of rumen fluid to buffer solution) in a 100-mL serum bottle 
under anaerobic conditions at 39°C for 48 hours.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



The experimental design used was a completely randomized design for 
treatments with a control and a factorial completely randomized design for 
treatments without a control, with 3 macroalgal species and their doses as treatments 
and 5 replicates. The results of the study showed that the supplementation of various 
species and doses of macroalgae (seaweed) in complete feed had a significant effect 
on methane gas production (p<0.05; p<0.01). Treatment R8 (addition of 1% dry 
weight of Gracilaria gigas) consistently produced the lowest methane production 
across nearly all parameters, whether in ppm (71.587.11), mL (8.72), mL/g DM 
(13.22), mL/g DMD (18.14), mL/g OMD (23.93), mM (2796.18), or the ratio of 
methane to total gas (58.73 mL/L).  

The results of the study indicate that macroalgae (seaweed) supplementation 
has a highly significant effect (p<0.0001) on NH₃ and total VFA concentrations in 
in vitro rumen fermentation. NH₃ and total VFA concentrations increased 
significantly with increasing supplementation doses, reaching the highest values in 
treatment R9. Acetate concentration tended to increase, with the highest value in R9, 
while propionate remained relatively stable across treatments (p>0.05). The 
production of butyrate, valerate, and branched-chain fatty acids (isobutyrate and 
isovalerate) did not change significantly between treatments. The acetate-to-
propionate ratio (A/P) varied significantly, with the highest value in R10 and the 
lowest in R6. 

The results of the study indicate that macroalgae (seaweed) supplementation 
has a highly significant effect (p<0.01) on microbial protein synthesis (MPS), 
protozoa population, partitioning factor (PF), and microbial estimates in in vitro 
rumen fermentation. MPS values increased significantly compared to the control, 
with the highest values observed in treatments R9 and R5. The results indicate that 
macroalgae supplementation had a significant to highly significant effect on total 
gas production, both in units of ml/g dry matter (DM) (p<0.01) and total volume 
(ml) (p<0.001). The highest gas production was obtained in treatment R4. The
results showed that supplementation with various macroalgae (seaweed) species at
various doses did not have a significant effect on rumen pH (p>0.05), with the pH
range remaining relatively stable between 6.77 and 6.91. The results of the study
showed that macroalgae (seaweed) supplementation had a highly significant effect
on dry matter degradability (% DM) (p<0.001) and a significant effect on organic
matter degradability (% OM) (p<0.05). The highest % DMD and % OMD values
were obtained in treatment R9. Supplementation of macroalgae (seaweed) in in vitro
rumen fermentation was able to modulate microbial composition and diversity,
influence the population of methane-producing archaea, a PCA loading that
illustrates the 131 metabolites in rumen fluid in fermenters incubated with the
control R1 and addition with several macroalgae species and doses treatment (R2-
R10).

The novelty of this study is that the integration of in vitro rumen fermentation 
evaluation with omics technology. Indonesian macroalgae (seaweed) have a great 
potential to be developed as an innovative and sustainable strategy to increase 
productivity and reduce enteric methane emissions from ruminant livestock, 
although further in vivo research is still needed to confirm effectiveness and optimal 
dosages for practical application.  

Keywords: comparative macroalgae, enteric methane emission, in vitro rumen 
fermentation profile,  rumen degradability and digestibility, omics technology 
approach 
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