serta meningkatkan intensitas warna kulit ikan. Hal tersebut sejalan dengan hasil
penelitian Chapman dan Miles, (2018) menunjukkan bahwa total karotenoid pada kulit
ikan berhubungan dengan fenotipe ikan hias serta mempengaruhi pewarnaan ikan.
Serta Guroy et al. (2022) penyebaran xantofor mempengaruhi intensitas warna pada
ikan dan dapat ditingkatkan melalui karotenoid yang dikonsumsi dan berasimilasi. Serta
Ninwichian et al. (2020); Mansour et al.,, (2020) menyatakan bahwa pengendapan
karotenoid kapasitas lebih tinggi pada kulit ikan daripada sisik dan karotenoid ikan tidak
mampu menciptakan pigmen warna tipe tertentu seperti merah, jingga, dan kuning
semuanya harus diperoleh dari pakan. Oleh sebab itu, warna ikan terpaut erat dengan
kandungan nutrisi pakan yang terkait pewarnaan ikan. Menurut Micah et al. (2022)
bahwa terdapat 3 pigmen utama yang bertanggung jawab atas pewarnaan pada semua
vertebrata yaitu melanin, pteridin, dan karotenoid. Melanin dan pteridin dapat disintetis
sedangkan karotenoid tidak dapat disintetis. Maka dari itu, pencampuran karotenoid di
pakan ikan sangat membantu dalam hal pigmentasi ikan.

Pada fase benih, nemo membutuhkan karotenoid agar dapat mempertahankan
warna morfologinya (Morais, 2019). Dengan demikian, menaikkan kemampuan ikan
dalam menyimpan karotenoid dalam kulithya (Lalita et al., 2022). Pada saat
konsentrasinya bertambah, penumpukan karotenoid di otot serta daging menyusut
hingga menyebabkan depigmentasi. Akan tetapi jika berhubungan dalam reproduksi,
fungsi karotenoid dialihkan ke gonad serta ke kulit (Sinha, 2022). Hal tersebut didukung
oleh Schmeisser et al. (2021) bahwa keahlian dalam memetabolisme serta
mengakumulasi karotenoid pada otot serta kulit berganti bersamaan dengan fase
perkembangan serta fisiologis. Penyerapan serta pengendapan karotenoid berkaitan
dengan spesies, umur, serta kondisi fisiologis ikan (Fang et al., 2022). Karotenoid pada
ikan akan diserap di usus selanjutnya diangkut ke gonad serta kulit dan akan
terakumulasi. Karotenoid mempunyai sifat hidrofobik yang mana seluruh aktivitasnya
bergantung dengan lipid sehingga tidak terdapat jalur khusus dalam metabolisme serta
transformasi berikutnya (Das dan Biswas, 2016).

Pemberian dosis melewati batas maksimum tidak termanfaatkan serta dapat
terbuang jadi feses bahkan mengakibatkan warna ikan akan menurun. Menurut Pratiwi
et al. (2022) bahwa pemberian karotenoid pada benih ikan nemo mempunyai batas
tingkat konsumsi optimal dalam hal pigmentasi. Berdasarkan kapasitas metabolisme
ikan menurut Wu et al. (2020) ikan salmon dapat menyerap astaxanthin sekitar 50%.
sedangkan, bagi Pailan et al. (2019) pemberian karoten dengan dosis yang berbeda
hendak pengaruhi system kerja hormon. Kelebihan karotenoid dapat menyebabkan
stres metabolik yang dapat mengakibatkan hilangnya pigmen yang terakumulasi ditubuh
ikan (Teimouri et al., 2013).
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Karotenoid pada pakan ikan berfungsi sebagai pewarnaan ikan (Pereira da
Costa et al., 2020) dan merupakan golongan pigmen yang laruk dalam lemak,
bertanggung jawab atas warna merah, kuning, dan oranye serta terakumulasi pada otot,
kulit, dan eksoskeleton ikan/kerang (Camacho et al., 2019). Beberapa penelitian dalam
hal peningkatan intensitas warna dengan penambahan karotenoid pada pakan ikan
yakni murbei hitam (Morus nigra) terhadap rainbow trout (Shekarabi et al., 2020), wortel
(Daucus carota) terhadap Carassius auratus (Tiewsoh et al., 2019), P. rhodozyma
terhadap cyprinus carpio (Ninwichian et al., 2020). Spirulina terhadap Pseudotropheus
acei (Guroy et al., 2012). Haematococcus pluvialis terhadap litopenaeus vannamei (Ju
et al., 2011).

3. Distribusi, Ukuran Pigmen, dan Intensitas Warna Kulit Ikan Nemo

Pola warna pada ikan sangat beragam hal tersebut disebabkan oleh ikan yang
memiliki bermacam tipe warna. lkan nemo mengandung 3 jenis sel pigmen yaitu
melanofor (hitam), xantofor (oranye/merah) dan iridofor (putih) (Moore et al., 2023).
Dikarenakan ikan nemo lebih dominan warna oranye/merah maka xantofor lebih banyak
dikulit ikan nemo dibandingkan dengan melanofor dan iridofor. Proses sintesis pigmen
dalam kromatofora, proses transportasi, dan pengendapan berperan penting dalam
pembentukan fenotipe warna kulit akhir (Tian et al., 2022). Selain itu, distribusi ukuran
kromatofor merupakan salah satu aspek dalam menentukan pola pigmen (Fang et al.,
2022). Berdasarkan hasil analisis mikroskopik (Gambar 18) pada akhir pemeliharaan
setelah pemberian karotenoid pada ikan nemo terjadi perubahan warna yakni oranye
kemerahan serta distribusi xantofor lebih meningkat hal tersebut juga mengakibatkan
warna ikan lebih cerah. Hal tersebut berkolerasi dengan asupan karotenoid yang
didapatkan melalui pakan. Jumlah dosis karotenoid yang berbeda mengakibatkan
perbedaan warna kulit ikan dengan tanpa pemberian karotenoid. Karotenoid adalah
senyawa organik yang terdiri dari ikatan rangka karbon terkonjugasi yang memberikan
warna kuning hingga merah pada berbagai jenis tumbuhan, mikroorganisme, dan hewan
termaksud pada kulit ikan (Zia-Ul-Haq, 2021).

Peralihan warna pada ikan berkaitan dengan protein dan enzim yang terlibat
dalam produksi dan pengaturan pigmen karotenoid (Ahi et al., 2020). Protein berperan
dalam metabolisme karotenoid terutama berkaitan dengan transportasi, pengikatan, dan
aktivitas enzim-enzim yang berkaitan dalam proses ini. Tanpa bantuan enzim karotenoid
tidak dapat diproduksi dalam xantosom (Rebeoul 2013). Senyawa karotenoid diubah
menjadi bentuk yang lebih sederhana sehingga dengan mudah diubah oleh enzim yang

terdapat di xantosom ( Djurdjevic et al., 2015;Maoka, 2020 ). Seperti monogalaktosil
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lutein atau digalaktosil beta-karoten (Gedi et al., 2019). Enzim yang terdapat dalam
xantofor akan bekerja memproduksi karotenoid dalam xantosom (Djurdjevic et al., 2015).
Xantosom merupakan tempat disimpanya karotenoid, kemudian disitribusikan kekulit
ikan dalam bentuk xantofor. Proses ini melibatkan pemecahan dan penggabungan
senyawa karotenoid serta penghapusan gugus-gugus oksigen tertentu untuk
menghasilkan warna xantofor yang berbeda seperti astaksantin, atau zeaksantin, yang
memberikan warna merah pada kulit ikan (Rebelo et al., 2020; Toomey et al., 2022;
Nusslein-Volhard dan Singh, 2017). Karotenoid berasal dari tomat. Tomat memiliki
banyak kandungan bioaktif yang sangat baik terutama karotenoid (Pinela et al., 2016).
Serta Fang et al. (2022) melaporkan bahwa warna kulit pada ikan berkaitan dengan tipe
serta konsentrasi karotenoid di dalam kulit, berdasarkan proses penyerapan serta
pengendapan. Sheng et al. (2022) juga melaporkan bahwa kulit merah M.
anguillicaudatus terkait dengan kandungan karotenoid.

Akumulasi karotenoid pada kulit ikan tidak merata yakni bagian punggung hingga
ekor terlihat lebih ke oranye kegelapan sedangkan bagian lainya terlihat berwarna
oranye terang. Menurut Hamre et al., (2021) distribusi pigmen dikulit ikan dipengaruhi
oleh beberapa faktor yakni sinar matahari, genetik, dan lingkungan. Sedangkan menurut
Sheng et al., (2022) bahwa hal tersebut disebabkan oleh endapan karotenoid. Serta
Toomey et al. (2022) bahwa endapan karotenoid di kulit ikan lebih padat di bagian
pungung dibanding badan. hal tersebut, karena sel-sel pigmen bermigrasi dari garis
tengah dorsal ke jaringan akhirnya berdiferensiasi yang memungkinkan distribusi
xantofor terlihat tidak merata dan tidak berpola. Satu sisi terdistribusi secara padat
namun satu sisi lainya tidak terdapat pigmen. Hal tersebut berkaitan dengan intraksi sel-
sel pigmen hal tersebut mempengaruhi konsentrasi sel pigmen di berbagai area kulit.
Pola pigmen ditentukan terutama oleh jumlah, ukuran, dan distribusi berbagai jenis sel
(Bolker dan Hill, 2000).

Xantofor merupakan sel dendritik (Susnik Bajec et al, 2022). Dalam
penyimpananya terdapat sel pigmen yakni karotenoid yang meyerap cahaya. Karotenoid
disimpan dalam kromatosomnya, yaitu xantosom (Ligon dan McCartney, 2016). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian karotenoid yang ditambahkan ke pakan
ikan berpengaruh terhadap distribusi xantofor dikulit ikan nemo. Namun, variasi ukuran
rata-rata xantofor tidak berkaitan langsung dengan pemberian karotenoid. Hal tersebut,
berkaitan dengan pembentukan dan kematangan xantofor. Kemungkinan pemberian
karotenoid lebih berpengaruh terhadap jumlah produksi sel pigmen dalam xantofor.
Pembentukan xantofor diasumsikan mempunyai tahapan yang hampir sama dengan
melanosom, yakni mempunyai 4 tahap. Berdasarkan hasil penelitian D’Alba dan

Shawkey, (2019) bahwa melanosom pada awalnya merupakan hasil pembentukan dari
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pengangkutan berbagai protein membran dan protein yang larut ke dalam endosom.
Pada tingkat ini melanosom sudah terbentuk dan terdapat enzim tirosinase namun
belum ada produksi melanin. Serta penelitian Navarro et al. (2008) bahwa ikan
Carassius auratus tahap 1 dan 2 dalam perkembangan melanosom tampak kekurangan
pigmen namun mengandung serat protein. Sintesis melanin dimulai pada tahap 3, pada
tahap 4 melanosom sepenuhnya menghasilkan pigmen.

Begitupun juga dengan xantofor bahwa awal pembentukan xantofor terkait
dengan protein dan enzim (Luo et al., 2021). Tahap pertama pembentukan xantosom
pada sel kulit ikan. Sel kulit ikan memiliki pigmen khusus yakni kromatofor salah satunya
xantofor yang mengahasilkan xantosom. Pada tahap ini protein mengatur dan
mengontrol pembentukan xantosom (Luo et al., 2021). Tahap kedua xantofor telah
terbentuk melibatkan enzim-enzim dalam produksi xantosom pada xantofor. Tahap
ketiga senyawa karotenoid yang diserap oleh ikan akan disimpan dalam dalam
xantosom pada xantofor (Grether et al., 2004). Tahap keempat xantofor didistribusikan
ke kulit ikan untuk memberikan warna pada pada ikan (Nusslein et al., 2017).

Pada tahap xantofor sudah terbentuk terdapat phytoene synthase (PSY) yang
bertanggung jawab untuk mengkatalisis pembentukan phyotene yang merupakan
prekursor bagi berbagai jenis karotenoid (Nakano et al., 2008). Phytoene mengalami
modifikasi berturut-turut seperti desaturasi dan isomerasi untuk membentuk likopen.
Melalui modifikasi phytoene organisme dapat menghasikan karotenoid penting dalam
fungsi biologisnya hal tersebut dijelaskan dalam pembahasan Rebelo et al. (2020) terkait
dengan rekayasa biosintesis karotenoid. Pembentukan xantofor pada kulit ikan
melibatkan sejumlah enzim dan jalur metabolisme yang sangat rumit. Hal tersebut
tergantung pada nutrisi dan kondisi lingkungan media pemeliharaan ikan. Peran protein
dalam proses ini membantu dalam mengatur pembentukan xantofor pada sel kulit ikan
dan dalam produksi enzim-enzim yang berhubungan dengan proses ini (Liang et al.,
2020; Hou et al.,, 2022). Selama pembentukan, xantofor mengalami perkembangan
yakni xantofor mengalami perubahan menjadi xantofor dewasa atau dentrik. Proses ini
dipengaruhi oleh faktor nutrisi, genetik, dan lingkungan. Xantofor secara signifikan lebih
banyak pada kulit berwarna jingga daripada kulit hitam (Renko et al., 2022). Oleh sebab
itu, diduga terdapat hubungan erat antara fenotipe, kematangan dan kuantitas xantofor
pada ikan nemo.

Struktur dentrik terlihat seperti bunga besar menandakan bahwa struktur dentrik
sudah memasuki fase dewasa tetapi xantofor yang belum matang tidak menunjukkan
struktur dendritik (Zhang et al., 2022). Berdasarkan Gambar 19 tanpa pemberian
karotenoid memiliki ukuran xantofor yang terlihat sudah ada yang memasuki fase

dewasa. Namun, produksi sel pigmenya semakin berkurang ditandai dengan
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menurunnya intesitas warna kulit ikan nemo hal tersebut berkaitan dengan asupan
karotenoid yang tidak terpenuhi. Menurut penelitian Djurdjevic et al. (2015) jika xantofor
kehilangan warna, bentuk struktur xantofor tetap ada namun tanpak kosong dalam artian
tidak ada produksi butiran pigmen didalamnya. Menurut Guo et al. (2007) warna ikan
serta pembentukan pola pigmen pada ikan berhubungan dengan jumlah dan distribusi
melanofor, xantofor, dan iridofor. Perlakuan 0,5 %, 1 %, dan 1,5 % menunjukkan variasi
ukuran yang tidak berbeda nyata. Hal tersebut diduga kematangan xantofor terjadi
secara bertahap berdasarkan pengendapan karotenoid di kulit ikan. Menurut Sinha,
(2022) Jumlah deposit karotenoid di daerah kulit terdapat perbedaan berdasarkan
tempat partikel diproduksi dan disimpan. Berdasarkan hasil penelitian Zhang et al.
(2021) struktur geometris dan jumlah melanosom sangat beragam dalam mengontrol
produksi dan metabolisme melanin. Serta Fang et al. (2022) melaporkan bahwa warna
kulit ikan bergantung pada jenis dan konsentrasi karotenoid di dalam kulit, berdasarkan
oleh proses pengendapan dan penyerapan.

4. Histologi

Hasil analisis histologi (Gambar 21) pada penelitian ini menunjukkan bahwa
melanofor terdistribusi pada bagian epidermis dan dermis. Xantofor tidak telihat dalam
metode pewarnaan HE dikarenakan karotenoid bersifat hidrofobik yang mudah larut
dalam lemak sehingga diduga larut dalam proses dehidrasi. Proses dehidrasi adalah
langkah dalam persiapan sampel histologi dimana air dikeluarkan dari jaringan dengan
menggunakan pelarut organik bertingkat. Dehidrasi yang ekstensif atau tidak tepat dapat
mengakibatkan hilangnya komponene seluler seperti pigmen dari jaringan ini (Sheng et
al.,, 2021). Namun secara umunya berdasarkan distribusi pigmen (Gambar 21)
penempatan pigmen terlihat xantofor berada diatas, melanofor ditengah, dan iridofor
paling bawah. Distribusi sel pigmen didaerah garis hipodermis ikan zebra berhasilkan
hasil penelitian Hirata et al. (2003) menunjukkan bahwa xantofor berada pada lapisan
atas diikuti dengan melanofor dan iridofor (Gambar 22). Hal ini menghasilkan efek
kontraks yang khas pada ikan nemo, dengan warna jingga/oranye cerah pada latar
belakang hitam atau gelap. Distribusi pigmen pada ikan nemo memiliki variasi antara
individu dan spesies. Penempatan xantofor dan melanofor dapat memainkan peran
dalam keseimbangan antara adaptasi lingkungan dan fungsionalitas seperti kamunflase,

komunikasi, atau perlindungan dari pemangsa (Yan et al., 2013).
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Gambar 22. Distribusi sel pigmen daerah dermis dan hipodermis (Hirata et al., 2003)

Produksi melanin tidak bergantung pada karotenoid untuk menghasilkan warna
hitam mereka dapat terdeteksi dalam integumen. Sel melanofor mampu mengubah
intensitas warna kulit ikan dengan mengendalikan beberapa melanin yang diproduksi
dan didistribuskan ke dalam kulit. Pada beberapa ikan, pergerakan dan penumpukan
melanofor dapat menghasilkan pola-pola seperti garis-garis dan bintik-bintik (Skold et
al., 2016). Melanofor dan xantofor dapat berinteraksi untuk menciptakan warna yang
lebih kompleks. Melanin dari melanofor dapat menutupi pigmen xantofor mengubah
warna asli xantofor menjadi lebih gelap. Sebaliknya, jika melanin yang dihasilkan oleh
melanofor terdistribusi dengan sedikit intensitas warna asli xantofor akan lebih terlihat
(Salis et al, 2019).

5. Fisika Kimia Air

Salah satu faktor yang dapat menurunkan warna morfologi pada ikan nemo
adalah lingkungan yakni suhu, pH, salinitas, dan DO. Menurut Vissio et al. (2021)
menyatakan bahwa penurunan warna pada ikan merupakan respons terhadap faktor
lingkungan yang mana dapat mengakibatkan ikan stres terhadap kondisi tertentu. Pada
saat suhu media pemeliharaan terjadi fluktuasi dapat memengaruhi aktivitas enzim dan
reaksi kimia dalam tubuh ikan yang dapat berdampak pada pembentukan pigmen
(Marova et al., 2011;Mugwanya et al., 2022). Konsentrasi oksigen terlarut rendah juga
dapat memengaruhi sistem pernafasan dan metabolisme ikan (Chien et al., 2005). pH
air mengindikasikan apakah air bersifat asam, netral, atau basa. Perubahan pH yang
tiba-tiba atau ekstrem dapat menyebabkan perubahan dalam distribusi pigmen di kulit
ikan. Beberapa spesies ikan lebih cenderung mengalami perubahan warna pada pH
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tertentu (Pietoyo et al., 2020). Salinitas media pemeliharaan saling berkaitan dengan
suhu, dimana suhu yang tinggi dapat meningkatkan salinitas (Pratiwi et al., 2022).
Salinitas berpengaruh terhadap tekanan osmotik air. Semakin tinggi salinitas, semakin
tinggi osmotik air, sehingga akan mempengaruhi tingkat penggunaan energi (Bonanno
et al.,, 2021). Selama pemeliharaan pemberian pakan sedikit sehingga berkurangnya

produk metabolisme dan sisa pakan yang akan menumpuk pada wadah pemeliharaan.
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Penambahan karotenoid ekstrak tomat ke pakan ikan mempengaruhi kandungan
karotenoid total dan distribusi xantofor pada kulit ikan nemo, tetapi tidak
mempengaruhi ukuran xantofor (berkaitan dengan perkembangan xantofor).

2. Dosis optimum karotenoid ekstrak tomat dalam meningkatkan total kadar karotenoid

pada kulit ikan nemo adalah 1,5 %.
B. Saran

Diharapkan dilakukan penelitian lanjutan terkait bagaimana mekanisme
pembentukan dan perkembangan xantofor. Bagiamana mekanisme dan faktor yang
mengatur perubahan atau peralihan warna pada kulit ikan.
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LAMPIRAN

e Lampiran 1. Prosedur kerja ekstrak tomat

Alat-alat yang digunakan sebagai berikut :
Erlenmeyer 250 mL
Beaker glass 500 mL
Topes besar 1000 mL
Botol sampel 1000 mL
Timbangan analitik
Gelas ukur 10 mL
Corong kaca
Blender

© N g s~ e NPRF

Oven

10. Rotary evaporator
Bahan — bahan yang digunakan sebagai berikut :

Tomat

Larutan aseton
Kertas saring
Kertas label

Aluminium foil

o gk w NP

Tissu
Prosedur kerja sebagai berikut:

1. Buah tomat yang sudah dibersihkan ditimbang kemudian dibelah menjadi 2 bagian
agar mempermudah mengeluarkan bijinya. jika sudah bersih dilakukan penimbangan
kembali. Tomat ditata rapi diatas talenan yang sudah dialasi aluminium foil.
Kemudian dimasukkan kedalam oven dengan suhu 65 °C

2. Tomat yang sudah kering di blender hingga halus. Diayak agar mendapatkan tepung
tomat

3. Tepung tomat di timbang sebanyak 250 gr di masukkan kedalam toples yang sudah
dibungkus dengan aluminium foil kemudian dilarutkan dengan larutan aseton dengan
perbandingan (1:4 b/v) selama 24 jam.

4. Setiap sejam sekali dilakukan pengadukan.
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5. Setelah 24 jam dilakukan pemisahan ekstrak dan rafinat menggunakan corong kaca
yang telah dilapisi dengan kertas saring kemudian diuapkan dengan rotary evaporator
selama 3 jam dengan suhu 50 °C

6. Hasil ekstrak disimpan pada suhu 0 — 4 °C .

Dokumentasi sebagai berikut:

Pemisahan tomat Pengeringan dioven Tepung tomat Proses maserasi
dengan bijinya (60 °C)

Pemisahan_ ekstrak Ekstrak kasar Evaporasi Ekstrak tomat
dengan rafinat

Lampiran 2. Prosedur kerja analisis karotenoid ekstraksi tomat

Alat-alat yang digunakan sebagai berikut :
Timbagan analit
Gelas ukur 10 mL
Tabung reaksi kaca 15 mL
Vortex

Centrifuge

o g bk D PE

Spektofotometer

Bahan-bahan yang digunakan sebagai berikut :
1. Tepung tomat
2. Larutan aseton

3. Aluminium foil
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Prosedur kerja sebagai berikut:

1. Tepung tomat di timbang sebanyak 2 gr di masukkan kedalam gelas ukur yang
sudah dibungkus dengan aluminium foil kemudian dilarutkan dengan larutan aseton
dengan perbandingan (1:5 b/v) selama 24 jam.

2. Setelah 24 jam, di sentrifuse untuk memisahkan cairan dengan partikelnya.

3. Analisis karotenoid menggunakan spektofometer.

Dokumentasi sebagai berikut:

Penimbangan Perendaman Sentrifuse Absorbansi

sampel

o Lampiran 3. Prosedur kerja persiapan pakan uji dan penerapanya

Alat-alat yang digunakan sebagai berikut :
1. Timbangan analit
2. Spuit 1 mL
3. Wadah kecil yang dilengkapi penutup

Bahan-bahan yang digunakan sebagai berikut :
1. Ekstrak tomat
2. DMSO 10%
3. Putih telur
Prosedur kerja sebagai berikut:
1. Ekstrak tomat dan pellet ditimbang sesuai dengan dosis yang telah ditentukkan.
2. Ekstrak tomat dilarutkan dengan larutan DMSO 10 %.
3. Ekstrak tomat yang telah dilarutkan dengan DMSO 10% dicampur ke pellet dengan
cara menggoyangkan wadah pakan.
4. Pelebelan sesuai dengan dosis yang ditentukan.
5. Pemberian putih telur 10% yang telah diencerkan diberikan ke pakan 1 jam sebelum
pemberian ke ikan dengan cara penyemprotan.
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Dokumentasi sebagai berikut:

Penimabangan
ekstrak

Penimbangan
pellet

DMSO 10% Pakan uji

e Lampiran 4 Prosedur kerja analisis karotenoid pakan ikan

Alat-alat yang digunakan sebagai berikut :
Timbagan analit
Gelas ukur 10 mL
Tabung reaksi kaca 15 mL

Centrifuge

o bh 0w N PR

Spektofotometer

Bahan-bahan yang digunakan sebagai berikut :
Pellet ikan
Larutan aseton

3. Aluminium foil

Prosedur kerja sebagai berikut:

1. Pellet ikan yang telah ditambahkan karotenoid di timbang sebanyak 2 gr di masukkan
kedalam gelas ukur yang sudah dibungkus dengan aluminium foil kemudian
dilarutkan dengan larutan aseton dengan perbandingan (1:5 b/v) selama 24 jam.

2. Setelah 24 jam di sentrifuse untuk memisahkan cairan dengan partikelnya.

3. Analisis karotenoid menggunakan spektofometer.

Lampiran 5. Prosedur kerja karotenoid kulit ikan dan distribusi sel pigmen

Alat-alat yang digunakan sebagai berikut:
Timbagan analit
Gelas ukur 10 mL
Tabung reaksi kaca 15 mL
Set al at bedah
Centrifuge

o g~ N kE

Spektofotometer
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7. Mikroskop stereo discovery v.12.

Bahan-bahan yang digunakan sebagai berikut :
1. Pellet ikan
2. Larutan aseton

3. Aluminium foil

Prosedur kerja sebagai berikut:

1. lkan dibedah bagian kulit perut, badan dan ekor dilakukan pengamatan dimikroskop
untuk melihat distribusi pigmen. Kemudian penimbangan.

2. Kulit ikan yang sudah ditimbang dimasukkan ke botol sampel berwarna gelap dan
dilarutkan larutan aseton, ekstraksi dibuat hingga 10 mL dengan aseton.
Sampel disimpan selama 24 jam pada suhu ruangan 40 °C.
Larutan tersebut disentrifugasi pada 4000 rpm selama 15 menit dan kemudian
diukur serapannya dalam spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm.

Dokumentasi sebagai berikut:

Kulit ikan bagian . _
badan dan ekor Penimbangan Maserasi

/

Sentrifuse

e Lampiran 6. Prosedur kerja histologi

Prosedur kerja sebagai berikut:
1. Pengambilan kulit ikan

Pengambilan kulit ikan menggunakan pisau bedah no 13 dengan cara fillet.

Daging yang masih menempell pada kulit ikan digerus hingga hilang.
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2.

Pembuatan preparat histologi

Tahap fiksasi

Kulit ikan diiris dengan ukuran 0.5 x 0.5 cm?.

b. Jaringan tersebut kemudian direndam dalam laurtan fiksatif (formalin 10%) selama

* 24 jam.

Tahap dehidrasi

a.
b.

Jaringan direndam dalam alkohol 70% selama * 24 jam.
Jaringan selanjutnya direndam dalam alkohol 80%, 95%, 100%, xylol + alkohol (3:1),

xylol + alkohol (1:1), xylol masing-masing selama + 30 menit.

Tahap parafinasi

a.

Jaringan direndam dengan menggunakan paraffin xylol, paraffin I, paraffin Il, paraffin
[l dalam oven suhu 50-60 °C selama 30 menit.

Selanjutnya tahap jaringan tersebut dilakukan embedding atau pengeblokan dengan
memasukan jaringan dalam cetakan berisi paraffin cair.

Jaringan kemudian didinginkan hingga mengeras dalam suhu kamar selama + 24

jam.

Tahap deparafinasi

a.

Blok paraffin yang berisi jaringan dipotong menggunkan microtome dengan ketebalan

5 mikron.

. Jaringan yang dipotong diletakan di air hangat untuk mencegah hasil pemotongan

melengkung selanjutnya diletakan di atas gelas objek dan dikeringkan sampai

jaringan menempel sempurna pada permukaan gelas objek.

. Preparat potongan jaringan dicelupkan secara berturut-turut pada larutan xylol,

alkohol 100%, 95%, 80% dan 70% masing-masing selama = 5 menit.

. Preparat potongan jaringan dicelupkan di dalam akuades selama 5 menit.

Tahap pewarnaan

Preparat potongan jaringan dicelupkan dalam pewarna haemotoksilin selama 5 -10

menit kemudian di bilas dengan air mengalir.

. Preparat potongan jaringan kemudian dicelupkan ke dalam eosin selama 5-10 menit

lalu dibilas dengan air mengalir.
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