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Lampiran 1. Analisis proksimat pakan alami dan pakan buatan yang

diberikan pada larva rajungan

Nama Parameter (%)
Pakan Air Abu Protein Lemak S.kasar BETN
Brachionus 1,21 4.68 21,5 0,18 1,13 72,51
JO 9,50 13,19 33,24 4,31 5,40 34,36
J1 9,89 12,83 35,92 5,05 9,88 26,43
J2 10,49 13,11 35,20 5,88 10,12 25,20
Flake 10,50 8,56 29,74 1,31 4,13 45,76

Lampiran 2. Tahapan kegiatan budidaya Brachionus

1.

Budidaya Brachionus skala besar dilakukan dalam bak-bak
kapasitas 24 ton, Sebelum digunakan, bak-bak dan peralatan
aerasi dicuci dan disterilkan terlebih dahulu dengan Natrium
tiosulfat

Kedalam bak-bak tersebut dimasukkan air laut bersalinitas 30-
33 ppt sebanyak 8 ton dan Chlorella 2 ton dengan kepadatan
sekitar 15 juta sel/mL.

Bibit Brachionus kemudian ditebar kedalam bak dengan
kepadatan 20 individu/mL.

Chlorella sebagai pakan Brachionus ditambahkan setiap hari
sebanyak 1 ton.

Brachionus dipanen setelah mencapai kepadatan 50-100
individu/mL, biasanya mencapai puncak 6 hari setelah

penebaran bibit.



170

6. Sebelum digunakan sebagai pakan, Brachionus diperkaya
terlebih dahulu dengan minyak ikan yang mengandung asam

lemak omega-3.
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Lampiran 3. Prosedur pengkayaan pakan alami (Takeuchi, 1988)

1.

Brachionus dimasukkan ke dalam yang berisi air laut sebanyak 25 L
salinitas 30-31 ppt, dengan kepadatan 500-1000 ekor/mL.

Emulsi minyak ikan sebanyak 20 mL dan ragi roti sebanyak 5 g
dicampur dengan baik di dalam 100 mL air media kultur, selanjutnya
dituang ke dalam wadah pengkayaan.

Pengkayaan berlangsung selama 4 jam, dan selama pengkayaan, air
media diberi aerasi.

Brachionus hasil pengkayaan dicuci perlahan-lahan menggunakan air
laut untuk menghilangkan sisa-sisa minyak ikan, sebelum digunakan

sebagai pakan.



172

Lampiran 4. Tahapan pembuatan preparat histologi
1. Fiksasi
Sampel jaringan difiksasi dengan Buffered Neutral Formalin (BNF),
volume Buffered Neutral Formalin (BNF) minimal 10 kali volume jaringan,
Pada umumnya waktu yang diperlukan untuk fiksasi sempurna adalah 48
jam
2. Pemotongan Spesimen
a. Spesimen yang dipilih untuk pemeriksaan, dipotong setebal 0,5-1
mikron
b. Potongan spesimen dimasukkan dalam keranjang pemprosesan
dengan disertai dengan label nomor spesimen yang ditulis dengan
pensil
c. Sisa spesimen dengan Buffered Neutral Formalin (BNF) disimpan
dalam botol bertutup rapat, Selanjutnya botol ini disimpan berurutan
dan dibuang apabila telah melebihi 3 bulan dan ditulis dalam formulir
pemusnahan sampel
3. Prossesing dan Embedding
Embedding cassete yang telah diisi spesimen jaringan dimasukkan
kedalam tissue processor dengan pengaturan waktu tertentu. Embedding
cassette dikeluarkan dari tissue processor dan masukkan ke dalam wadah

yang telah tersedia pada alat embedding center. Keluarkan contoh specimen
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dari keranjang tissue untuk di blok oleh paraffin satu-persatu (agar tidak
tertukar no, contoh specimen). Tempatkan cetakkan dan keranjang pada sisi
kanan dan kiri dispenser paraffin.

Contoh spesimen diletakkan diatas cetakkan lalu diisi dengan paraffin
dengan menekan tombol hitam yang telah tersedia pada alat embedding
center. Cetakkan diberi nomer sesuai nomer contoh spesimen yang letakkan
diatas keranjang yang berisi contoh spesimen, Pindahkan cetakan pada
bagian dingin, Setelah beku (mengeras paraffinnnya) pisahkan cetakan
dengan Kkeranjang, setelah terpisah pindahkan keranjang siap untuk
dilakukan pemotongan dengan mikrotom knife
4. Pemotongan
a. Ambil blok jaringan kemudian difiksir pada microtome, Blok jaringan

dipotong dengan microtome kasar sehingga didapatkan permukaan yang

rata.

b. Gunakan pisau mikrotom yang masih tajam, ketebalan potongan 5-6

mikron, Pilih potongan jaringan terbaik dari pita yang terbentuk.

c. Potongan yang terpilih direntangkan pada floating out yang bersuhu
sekitar 40°C yang terlebih, Suhu yang ideal akan mengakibatkan

potongan jaringan merentang sempurna, tidak berkerut.

d. Taburkan gelatin powder sebanyak 5 gram untuk 100 cc aquadest dan

biarkan larut sempurna.
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e. Potongan yang bagus, tidak tergores, tidak mengkerut dipilih dan diambil
dengan gelas slide yang sudah bernomer sesuai dengan nomer
epi/patologi.

f. Slide yang berisi tempelan potongan jaringan ditempatkan diatas pelat

pemanas slide, minimal dua jam.

5. Pewarnaan

Sebelum pewarnaan dilakukan, semua bahan pewarna harus
diperiksa kejernihannya dan disesuaikan dengan jadwal penggantian yang
tersedia (3 kali penggunaan setiap pemakaian).

Setelah selesai pewarnaan dilakukan coverslipping, siapkan
coverslips secukupnya sesuai dengan jumlah preparat yang baru
saja diwarnai lalu teteskan 1-2 tetes “entellan” pada tiap coverslip,
balik dan tutupkan pada slide preparat yang baru saja diwarnai,
cegah jangan sampai terbentuk gelembung udara, biarkan preparat
yang sudah tertutup dengan coverslip lalu dibiarkan sampai
mengering sempurna. Bersihkan slide glass dengan xylol lalu
berilah nomor sesuai dengan nomor yang ada dietiket slide glass

tersebut dan siap untuk diperiksa di bawah mikroskop cahaya.
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Lampiran 5. Pengujian aktifitas enzim a-amilase (berpedoman pada metode
Barnfield, 1955) :

1. Cairan enzim 1 mL

2. Substrat yang digunakan adalah larutan pati, sedangkan
buffernya adalah sitrat (pH 5,7)

3. Ditambahkan 1 mL larutan pati 1% dalam buffer sitrat pH 5,7

4. Aktifitas enzim a-amilase diekspresikan sebagai mg maltose
yang dibebaskan dari pati dalam waktu 10 menit pada suhu
20°C

5. Maltose yang dihasilkan diukur secara calorimeter yaitu dengan
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 550
nm

6. Kurva standar yang digunakan adalah kurva standar maltose
karena produk yang dihasilkan dari aktivitas enzim ini adalah

maltose
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Lampiran 6. Metode pengukuran aktifitas lipase (Borlongan, 1990)

1.

Larva ditumbuk dengan menggunakan mortar dan dihomogenkan
sepuluh kali dari bobot dengan menggunakan air destilasi yang dingin

(suhu 2—4°C)

. Sampel yang sudah dihomogenkan tersebut disentrifuse pada 15000

rom selama 30 menit pada suhu 0°C, dan supernatan yang dihasilkan
digunakan sebagai ekstrak kasar enzim (crude enzim) dalam
pengujian selanjutnya.

Sistem pengujian terdiri dari 1,5 ml substrat lipase stabil (minyak
zaitun) dan 1,5 mL 0,1 M buffer Tris HClI pada pH 8,0 serta
ditambahkan 1,0 mL ekstrak enzim kasar. Campuran larutan tersebut
selanjutnya diinkubasikan selama 6 jam pada suhu 37°C. Reaksi

dihentikan dengan menambahkan 3 ml 95% etil alcohol.

. Campuran tersebut kemudian dititrasi menggunakan 0,05N NaOH dan

sebagai indikator digunakan 0,9% thymolphtalein.

Determinasi blanko dilakukan dengan cara yang sama, kecuali
ekstrak enzim kasar ditambahkan kedalam sistem pengujian setelah
6 jam inkubasi dan segera sebelum titrasi menggunakan NaOH

dilakukan.
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Lampiran 7. Pengukuran aktifitas protease (pepsin dan tripsin)(Walford dan

Lam 1993)

Substrat yang digunakan untuk pengukuran aktivitas pepsin adalah

haemoglobin dengan buffer adalah glisin-NaCI-HCI (pH2,0), sedangkan

dalam pengukuran aktifitas enzim tripsin digunakan substrat kasein dan

buffer fosfat 9 (pH 7,6)

1.

Larva ditumbuk dengan menggunakan mortar dan dihomogenkan
dengan air destilasi pada densitas 1 g/2,5 mL. Larva difilter dengan
menggunakan kertas whatman no 41 dan dihomogenkan dengan air
destilasi pada densitas 1 g/2,5 mL

Sampel yang telah dihomogenkan tersebut kemudian disentrifuse
pada 15000 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C, dan supernatan
dari hasil sentrifuse tersebut digunakan untuk mendeterminasi aktifitas
enzim.

Untuk analisis aktifitas enzim pepsin digunakan substrat berupa
haemoglobin dan buffer glisin-natrium klorida-asam klorida (pH 2),
Campuran terdiri dari 20% (W/V) larutan haemoglobin (0,5 mL), buffer
(0,4 mL) dan enzim (0,1 mL).

Untuk analisis aktifitas tripsin digunakan substrat berupa kasein dan
buffer phosfat (pH 7,6), Campuran terdiri dari 1% (W/V) kasein yang

dilarutkan di air (0,5 mL), buffer (0,4 mL) dan enzim (0,1 mL).



178

. Seluruh campuran diinkubasikan dalam “shaking water bath” selama
10 menit pada suhu 37°C

. Reaksi dihentikan dengan menambah 1,5 mL 5% asam trikloroasetat
dan diletakkan pada temperatur ruang selama 1 jam.

. Sampel disentrifuse dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit
dan absorbansinya diukur pada 280 nm.

. Kurva standar yang digunakan adalah tirosin karena produk yang

akan dihasilkan dari aktifitas enzim ini adalah tirosin,
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Lampiran 8. Data aktifitas enzim pencernaan larva rajungan (Portunus

pelagicus)

Umur Aktivitas enzim pencernaan (u/mL/menit)

(hari) Amilase Lipase Tripsin Pepsin
1 0,021 0,087 0,09 0,011
3 0,02 0,086 0,056 0,028
5 0,032 0,090 0,03 0,032
7 0,033 0,091 0,035 0,026
9 0,032 0,090 0,087 0,021
11 0,079 0,093 0,131 0,021
13 0,078 0,095 0,140 0,027
15 0,082 0,094 0,143 0,036
17 0,087 0,098 0,150 0,036
19 0,07 0,102 0,152 0,039

21 0,072 0,101 0,154 0,040
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Lampiran 9. Analisis ragam tingkat kelangsungan hidup larva rajungan
(Portunus pelagicus) untuk stadia zoea,

Sumber Jumlah Derajat Kuadrat Fhit sig
Keragaman kuadrat bebas tengah
Corrected model 11,2872 11 1,026 2,980 0,012
Intercept 1189,675 1 1189,675 3,455E3 0,000
Dosis 0,665 3 0,222 0,644 0,594tn
Jadwal 1,770 2 0,885 2,570 0,097tn
Dosis*jadwal 8,852 6 1,476 4,284 0,005
Error 8,265 24 0,344
Total 1209,227 36
Corrected total 19,552 35
a R squared = ,577 (adjusted R squared = ,384
keterangan :

tn = tidak berpengaruh nyata
** = sangat berpengaruh nyata
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Lampiran 10. Uji Duncan pengaruh interaksi dosis fitoekdisteroid dan jadwal
pemberian pakan terhadap tingkat kelangsungan hidup larva
rajungan (Portunus pelagicus) stadia zoea

Dosis fitoekdisteroid Jadwal pemberian pakan
B1 B2 B3
A1 5,742 5,86° 5,28°
A2 5,422 5,422 5,76°
A3 7,36° 4,97° 5,612
A4 5,672 6,012 5,43°
Keterangan :

Angka pada subset yang sama menandakan tidak ada pengaruh perlakuan
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Lampiran 11. Analisis ragam tingkat kelangsungan hidup larva rajungan

(Portunus pelagicus) untuk stadia megalopa

Sumber Jumlah Derajat Rata-rata Fhit Sig
keragaman kuadrat bebas
Corrected Model 27,0092 11 2,455 69,421 0,000
Intercept 74,247 1 74,247 2,099E3 0,000
Dosis 13,850 3 4,617 130,530 0,000
Jadwal ,107 2 0,053 1,512 0,241"
Dosis * Jadwal 13,052 6 2,175 61,503 0,000
Error ,849 24 0,035
Total 102,105 36
Corrected Total 27,858 35
Keterangan

a, R Squared = ,970 (Adjusted R Squared = ,956)
tn = tidak berpengaruh nyata
** = sangat berpengaruh nyata
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Lampiran 12. Uji Duncan pengaruh interaksi dosis fitoekdisteroid dan jadwal
pemberian pakan terhadap kelangsungan hidup larva rajungan
(Portunus pelagicus) stadia megalopa

Dosis fitoekdisteroid Jadwal pemberian pakan
B1 B2 B3
A1 0,85% 0,712 0,87
A2 1,00% 0,712 0,79%®
A3 2,90° 2,481 1,13°
A4 1,012 1,57° 3,21°
Keterangan :

Angka pada subset yang sama menandakan tidak ada pengaruh perlakuan
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Lampiran 13, Analisis ragam tingkat kelangsungan hidup larva rajungan

(Portunus pelagicus) untuk stadia crab

Sumber Jumlah Derajat Rata-rata Fhit Sig,
keragaman Kuadrat bebas
Corrected 15,3922 11 1,399 48,032 0,000
Model
Intercept 41,195 1 41,195 1,414E3 0,000
Dosis 5,434 3 1,811 62,176 0,000~
Jadwal 2,031 2 1,016 34,859 0,000~
Dosis * Jadwal 7,927 6 1,321 45,350 0,000~
Error ,699 24 0,029
Total 57,287 36
Corrected Total 16,092 35
Keterangan :

a, R Squared = ,957 (Adjusted R Squared = ,937)
** = sangat berpengaruh nyata
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Lampiran 14. Uji Duncan pengaruh interaksi dosis fitoekditeroid dan jadwal
pemberian pakan terhadap tingkat kelangsungan hidup larva
rajungan (Portunus pelagicus) stadia crab

Dosis fitoekdisteroid Jadwal pemberian pakan
B1 B2 B3
A1 0,710° 0,710° 0,790°
A2 0,790° 0,710° 0,710°
A3 1,390° 1,130 0,987%
A4 0,790° 0,987%° 3,133¢
Keterangan :

Angka pada subset yang sama menandakan tidak ada pengaruh perlakuan
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Lampiran 15. Stadia larva berdasarkan ciri morfologi (Arsyad dkk., 2006)

Stadia Larva Ciri Morfologi

Zoea 1 Mata sessile, abdomen 5 ruas dengan telson menyerupai
garpu

Zoea 2 Mata bertangkai, abdomen dan telson masih seperti stadia
sebelumnya

Zoea 3 Mata bertangkai, abdomen 6 ruas. Tonjolan pleopod

berpasangan pada ventral posterior

Zoea 4 Mata bertangkai, abdomen 6 ruas, tonjolan pleopod
berkembang sempurna

Megalopa Lebih mirip kepiting dibanding zoea, karapaks membulat
sesuai panjangnya, capit nampak diujung lengan atas,
abdomen masih nampak memanjang di bagian posterior

Crab Abdomen telah terlipat dibawah cephalotoraks sebagaimana
kepiting dewasa.




