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RINGKASAN

LATIFAH KURNIAWATI. Pengaruh Berbagai Media pada Kultur Sel
Insang Ikan Koi (Cyprinus Carpio) terhadap Viabilitas dan Pertumbuhan
Sel. Dosen Pembimbing | Dr. Ir. Endang Dewi Masithah, M.P. dan Dosen
Pembimbing Il Dr. Widjiati, M.Si., drh.

Salah satu jenis ikan air tawar yang pernah dikultur adalah ikan koi
(Cyprinus carpio). Insang merupakan salah satu organ target dari infeksi KHV.
Organ tersebut diduga memiliki prevalensi (populasi virus) lebih tinggi
dibandingkan dengan organ lainnya.

Pembuatan kultur sel membutuhkan media yang sesuai untuk pertumbuhan
sel dalam kultur. Media kultur yang banyak digunakan untuk menumbuhkan sel
yang berasal dari ikan koi adalah Minimum Essential Medium (MEM) dan
Leibovitz’s 15 (L-15) kecuali Tissue Culture Medium (TCM) merupakan media
kultur yang tidak pernah dipakai untuk kultur sel pada ikan tersebut. Ketiga media
tersebut mengandung bahan yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel. Bahan-
bahan tersebut diantaranya adalah asam amino, vitamin, glukosa, garam an-
organik, hormon dan faktor pertumbuhan.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh berbagai media
dan menentukan media terbaik terhadap pertumbuhan sel insang ikan koi
(Cyprinus carpio). Metode penelitian yang digunakan adalah metode deskriptif.
Parameter utama yang diamati adalah kepadatan dan viabilitas sel insang ikan koi,
sedangkan parameter pendukungnya adalah pH dan suhu.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa Media MEM, L-15 dan TCM
berpengaruh terhadap pertumbuhan sel insang ikan koi (Cyprinus carpio). Dari
ketiga media tersebut diketahui bahwa media terbaik untuk menumbuhkan sel
insang ikan koi adalah L-15. Pembuatan kultur sel insang ikan koi sebaiknya
menggunakan media L-15 karena dapat memberikan hasil pertumbuhan sel insang
ikan koi yang lebih optimal.
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SUMMARY

LATIFAH KURNIAWATI. Effect of Different Media on Cell Culture of Koi
Fish (Cyprinus Carpio) Gills on Viability and Cell Growth. Academic
Advisor | Dr. Ir. Endang Dewi Masithah, M.P. and Academic Advisor Il Dr.
Widjiati, M.Si., drh.

One of fresh water cultured fish is Koi (Cyprinus carpio). Gills are organs
which become target of KHV infection. This organ expected having higher
prevalence than any other organ.

Establishment of culture cell needs compatible media for cell growth
within culture. Culture media usually used for growing cell from Koi is Minimum
Essential Medium (MEM) and Leibovitz’s 15 (L-15) except Tissue Culture
Medium (TCM) which never used for Koi’s cell culture before. Those media
contain materials used for cells’ growth. The materials needed are amino acid,
vitamin, glucose,anorganic salt, hormoneand growth factor.

The purpose of this research to know the influence of different media and
deciding the best media for gills cell growth of Koi (Cyprinuscarpio). Method
used for this research is descriptive. Main parameter observed is density and
viability of gills cells of Koi, as for the supporting parameters are pH and
temperature.

The result of research shows MEM medium, L-15 and TCM influence to
grow of Koi fish gill cells (Cyprinus carpio). From those media, the best media
used to grow of Kaoi fish gill cell is L-15. Establishment cell culture of koi fish gill
should use L-15 because it can provide cell growth more optimal.
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| PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kultur sel merupakan salah satu cabang dari ilmu biologi molekuler.
Kultur sel adalah kultur yang diperoleh dari sel-sel yang diuraikan secara
enzimatis, mekanis atau Kimiawi dan dapat juga berasal dari kultur primer
(Freshney, 1994).Umumnya, teknik kultur sel juga digunakan untuk mempelajari
perilaku sel secara invitro (Puspitasari dkk., 2008). Kultur sel primer yang berasal
dari ikan cenderung digunakan untuk deteksi penyakit dan studi toksikologi
(Shobana et al., 2009).

Salah satu jenis ikan air tawar yang sudah dikulturadalah ikan koi

(Neukirch et al., 1999). Ikan koi termasuk jenis ikan hias air tawar yang bernilai

ekonomis tinggi, baik di pasar nasional maupun internasional (Firdaus, 2010).
Freyer and Lannan (1994) menambahkan pembuatan kultur sel yang berasal dari
ikan-ikan bernilai ekonomis tinggi bertujuan untuk mempelajari karakterisktik sel
dan penyakit serta studi pembuatan vaksin.

Salah satu organ yang dilaporkan pernah berhasil dikulturpada ikan koi
adalah insang (Chien Tu et al., 2013).Insang merupakan salah satu pintu masuk
serangan patogen karena organ tersebut terhubung langsung dengan lingkungan
luar (Lee et al., 2008). Part and Wood (2007) menambahkan sel epitel merupakan
sel yang mendominasi hampir 90-95% wilayah insang. Sel tersebut mampu
beregenerasi secara cepat sehingga dapat dikultur (Boediono, 2002).

Pada kultur sel, sel dapat berproliferasi dan berdiferensiasi. Proses

proliferasi tersebut berhubungan dengan pertumbuhan sel, sehingga faktor yang

XV
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berperan dalam pertumbuhan utamanya nutrisi dalam media kultur sangat
diperlukan (Puspitasari dkk., 2008). Pada pembuatan kultur sel membutuhkan
media yang sesuai untuk pertumbuhan sel dalam kultur (Arora, 2013).Gibco
(2011) menambahkan media optimal yang digunakan dalam kultur sel dapat
mempertahankan kelangsungan hidup sel yang ditentukan berdasarkan nilai
viabilitas sel.

Media kultur yang banyak digunakan untuk menumbuhkan sel yang
berasal dari ikan koi adalah Minimum Essential Medium (MEM) (Neukirch et al.,
1999) dan Leibovitz’s 15 (L-15) (Lakra et al., 2010), kecuali Tissue Culture
Medium (TCM) merupakan media kultur yang tidak pernah dipakai untuk kultur
sel pada ikan tersebut. Ketiga media tersebut mengandung nutrisi yang dibutuhkan
untuk pertumbuhan sel (Diantiwi, 2010). Nutrisi tersebut diantaranya adalah asam
amino, vitamin, glukosa, suplemen organik, hormon dan faktor pertumbuhan
(Puspitasari dkk., 2008). Namun, sampai saat ini belum ada referensi khusus
perihal media mana yang dapat memberikan hasil terbaik terhadap pertumbuhan
sel insang ikan koi yang sedang dikultur. Berdasarkan hal tersebut, maka
penelitian tentang jenis media pertumbuhan yang paling baik dalam kultur sel
insang ikan koi sangat diperlukan. Dengan begitu, akan didapatkan informasi
tentang media terbaik yang dapat dijadikan referensi dalam proses pembuatan

kultur sel insang ikan koi.

1.2 RumusanMasalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka dirumuskan permasalahan

penelitian sebagai berikut :

XVi
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1) Apakah media kultur antara MEM, TCM dan L-15 berpengaruh terhadap
pertumbuhan dan viabilitas sel insang ikan koi (Cyprinus carpio)?
2) Manakah media terbaik yang dapat menumbuhkan sel insang ikan koi

(Cyprinus carpio)?

1.3 Tujuan

Adapun tujuan penelitian ini adalah :

1) Mengetahui pengaruh media kultur yang berbeda antara MEM, TCM dan
L-15 terhadap pertumbuhan dan viabilitas sel insang ikan koi (Cyprinus
carpio).

2) Mengetahui media terbaik untuk menumbuhkan sel insang ikan koi

(Cyprinus carpio).

1.4 Manfaat
Manfaat dari penelitian kultur sel ini adalah memberikan informasi
mengenai hasil kultur sel yang berasal dari organ insang ikan koi dan studi tentang

biologi sel.

xXvii
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11 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan Morfologi lkan Koi

Klasifikasi ikan koi menurut Kottelat and Freyhof (2007) adalah :

Phylum : Chordata

Sub phylum : Vertebrata
Class : Osteichtyes
Sub Class : Actinopterygii
Ordo : Cypriniformei
Sub Ordo : Cyprinidae
Genus . Cyprinus
Species : Cyprinuscarpio

Ikan koi merupakan ikan hias air tawar yang memiliki bentuk badan
seperti torpedo dengan berbagai variasi warna (Dora, 2007). Ikan koi memiliki
alat gerak berupa sirip yaitu sebuah sirip punggung (dorsal fin), sebuah sirip anus
(anal fin), sebuah sirip ekor (caudal fin) dan sebuah sirip dada (pectoral fin).
Sirip-sirip tersebut sangat penting bagi koi untuk berpindah tempat (Prasetya,
2013). Bagian kepala koi dilengkapi dengan satu sungut, sedangkan bagian
mulutnya tidak terlalu lebar dan bagian rahang tidak memiliki gigi. Gigi yang
digunakan untuk mengunyah makanan terletak pada bagian tenggorokan (Igbal,
2005).

Ikan koi memiliki ciri khas warna serta variasi jenis yang beranekaragam.
Bagian badan koi memiliki pigmen atau warna seperti xantofora (kuning),
melanofora (hitam), gunofora (putih kemilauan) dan eritrofora (merah) (Igbal,
2005). Pigmen warna tersebut terdapat pada lapisan dermis kulit ikan koi

(Prasetya, 2013).

Xviii
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Gambar 1.Morfologilkan Koi (Cyprinuscarpio) (Fletcher, 1999)
Keterangan : 1. Hidung 6. Sirip Anal
2. Operkulum 7. Anus
3. Sirip punggung 8. Sirip perut
4. ekor 9. Sirip dada
5. Sirip ekor 10. Barbel

2.2 Organ Insang

Insang ikan memainkan peran penting, vyaitu terlibat dalam proses
pertukaran gas, osmoregulasi, mengatur keseimbangan asam-basa serta
pembuangan nitrogen (Part et al., 1993). Insang didalamnya terdiri dari lamella
dan fillament yang tersusun atas epitelium (Hughes and Morgan, 1973 dalam
Isisag and Karakisi, 1998). Sel epitel merupakan jenis sel yang paling dominan
dalam menyusun organ insang. Sel tersebut berfungsi dalam proses respirasi (Part
et al., 1993). Freshney (2002) menambahkan sel epitel juga berperan dalam proses
transportasi ion dan oksigen.

Umumnya sel epitel memiliki sifat mampu beregenerasi secara cepat
sehingga dapat dikultur dalam penelitian (Freshney, 2002). Media kultur yang
biasa digunakan dalam Kkultur sel epitel yang berasal dari organ insang adalah

MEM (Neukirch et al., 1999) dan L-15 (Chien Tu et al., 2013).
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2.3 Kultur Sel

Kultur sel adalah kultur yang diperoleh dari sel-sel yang dikultur (kultur
primer, atau cell line) berasal dari potongan jaringan, setelah melalui pemisahan
atau disagregasi secara enzimatis, mekanik atau kimiawi menjadi suspensi sel
yang dapat dikultur sebagai monolayer (satu lapisan sel) diatas substrat solid
ataupun suspensi di dalam cairan medium (Djuwita, 2002). Penguraian dengan
menggunakan beberapa metode tersebut bertujuan untuk menghasilkan suspensi
sel. Suspensi sel selanjutnya dibiakkan secara invitro di atas permukaan yang
keras misalnya botol, tabung atau cawan atau menjadi suspense sel dalam media

penumbuh (Malole, 1990).

Kultur sel bias diperbanyak dan terbagi menjadi replikasi yang identik.
Kultur sel dapat diawetkan dengan pembekuan, dan dapat dimurnikan dengan cara
menumbuhkannya pada media selektif, pemisahanselsecara fisik atau cloning

dilakukan untuk memberikan informasi tentang karakteristik sel (Freshney, 1992).

2.4 Media Pertumbuhan Kultur Sel

Media kultur sel umumnya terdiri dari sumber energi yang tepat untuk sel
dan berisi komponen untuk regulasi sel (Arora, 2013). Media kultur sel
merupakan campuran dari karbohidrat, vitamin, asam amino, hormon, mineral dan
beberapa unsur yang lain(ATCC, 2012).

Konsentrasi asam amino berpengaruh pada kelangsungan hidup serta

pertumbuhan sel (Heinemann, 1993). Vitamin biasanya dibutuhkan sebagai co-
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factor metabolisme. Serum mengandung sejumlah bahan-bahan yang dibutuhkan
sel untuk pertumbuhan yaitu protein, hormon dan growth factor (Puspitasaridkk.,
2008). Halim dkk. (2010) menambahkan bahwa serum berperan penting sebagai
sumber nutrisi sel untuk tumbuh dan berkembang. Berdasarkan kandungan asam
amino dan komponen lainnya, media kultur sel terdiri dari beberapa jenis
misalnya Eagle’s MEM, medium 199 atau Tissue Culture Medium(TCM),

Leibovitz’s L-15 dan sebagainya (Maurer, 1992).

A. Minimum Esensial Medium (MEM)

Minimum Esensial Medium (MEM) merupakan media yang umum
digunakan dalam kultur sel (Heinemann, 1993). Penggnaan media MEM dinilai
memiliki beberapa keuntungan, diantaranya mudah disterilkan dan sedikit
kemungkinan terjadinya kontaminasi pada saat kultur. Kultur pada medium MEM
tumbuh pada 5% CO, (Butler, 2004).

Media MEM berisi 13 asam amino, 8 vitamin dan glukosa sebagai sumber
energi (Suchmanand Blair, 2013). Media MEM juga digunakan pada kultur sel
insang ikan koi. Insang ikan koi yang dikultur dengan media tersebut membentuk
lapisan sel monolayer pada hari ke-5 setelah dilakukan inokulasi dengan tipe sel
yang dihasilkan adalah sel epitel (Neukirch et al., 1999). Komposisi nutrisi media

MEM dapat dilihat pada Lampiran 1.

B. Leibovitz’s 15 (L-15)
Media Leibovitz’s berisi 17 asam amino, 8 vitamin, 1 glukosa, 4 mineral

dan sodium piruvat (Leibovitz, 1963). Media L-15 mengandung arginin, cistin,
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histidin dalam bentuk basa bebas, tirosin dalam konsentrasi tinggi dan galaktosa
yang merupakan jenis galaktosa yang baik (Nagai et al., 1998). Menurut Nuryati
dkk. (2004), media L-15 mengandung sodium piruvat tertinggi diantara media
yang ada.Power of Hidrogen (pH) dari media ini relatif stabil atau optimal
sehingga media ini cocok untuk kultur invitro (ATCC, 2012). Komposisi nutrisi

media L-15 dapat dilihat pada Lampiran 1.

C. Media 199 atau Tissue Culture Media (TCM)

Media TCM mengandung asam amino, glukosa, molekulorganik, vitamin
dan garam-garaman yang mendukung kelangsungan hidup sel (Tamyis, 2008
dalam Christie, 2010). Kalanjati (2006) menambahkan bahwa media TCM
mengandung asam amino yang lebih lengkap serta cocok digunakan untuk
pembuatan cell line dalam long term culture. Media 199 juga digunakan untuk
pemeliharaan sel, vaksin dan produksi virus dan eksplan primer sel epitel

(Himelab, 2011). Komposisi nutrisi media TCM dapat dilihat pada Lampiran 1.

2.5 Faktor Pendukung dalam Kultur Sel
A. Suhu

Suhu optimal untuk kultur sel tergantung pada suhu tubuh hewan dimana
sel tersebut diisolasi (Djuwita, 2002). Ikan merupakan hewan poikiloterm yang
memiliki kisaran suhu sebesar 15-26°C (Fresney, 2005). Suhu optimal yang
digunakan dalam kultur sel insang ikan koi adalah 25°C (Neukirch et al., 1999).
Hediger (2002) menambahkan bahwa sel epitel dapat tumbuh pada media kultur

dengan suhu maksimal sebesar 37°C.
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B. pH

Stabilitas pH pada media sangat penting untuk pertumbuhan dan
metabolisme sel (Gibco, 2011).pH optimal yang digunakan dalam pembuatan sel
epitel adalah 6,9-7,4 (Grajek and Olejnik, 2004). pH optimal yang digunakan
dalam kultur sel dapat membantu proses metabolisme sel terutama dalam produksi
CO;,(YYang and Xiong, 2012) yang diketahui berfungsi dalam pembentukan purin

dan pirimidin (Grajek and Olejnik, 2004).

2.6 Pertumbuhan Sel dan Viabilitas Sel

Secara umum, pertumbuhan sel dalam kultur terbagi menjadi tiga fase,
yaitu lag fase, log fase dan plateau fase (Djuwita, 2002). Lag fase merupakan
periode perlekatan dan penyebaran sel pada substrat karena sel mengalami proses
adaptasi. Pada fase ini belum terjadi peningkatan jumlah sel (Butler, 2004). Log
fase merupakan periode peningkatan jumlah sel secara eksponensial pada saat
pertumbuhan. Plateau fase ditandai dengan kultur menjadi konfluen vyaitu
permukaan substrat untuk pertumbuhan sel sudah terpakai dan sel saling
berhubungan dengan lingkungan. Pada fase ini pertumbuhan sel akan menurun
hingga mencapai 10% (Djuwita, 2002)

Faktor penting yang berpengaruh terhadap pertumbuhan sel adalah
nutrisiyang terdapat pada media kultur (Freshney, 1992). Nutrisi yang terkandung
dalam media kultur terdiri darikarbohidrat, vitamin, asam amino, hormon, mineral

danbeberapaunsur yang lain (Butler, 2004). Pembuatan kultur sel epitel
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membutuhkan nutrisi berupa karbohidrat, asam amino, vitamin hormon, garam
mineral dan growth factor yang terkandung didalam media kultur (Grajek and
Olejnik, 2004).

Viabilitas sel merupakan ukuran yang digunakan dalam menentukan
kemampuan sel untuk hidup dalam suatu populasi (Butler, 2004). Penentuan
viabilitasselikan dilakukan dengan menggunakan metode pewarnaan (Mothersill
and Austin, 2003). Pada sel epitel, penentuan viabilitas menggunaan trypan blue
(Grajek and Olejnik, 2004). Trypan blue digunakan untuk mengetahui perbedaan
antara sel hidup dan mati (Freshney, 1992).

Pada pewarnaan dengan trypan blue, sel yang hidup ditandai dengan
warna bening dan sel yang mati berwarna biru (Butler, 2004). Hal tersebut
dikarenakan pada sel yang mati kehilangan kemampuan dalam mempertahankan
integritas dan permeabilitas membran plasma sehingga typan blue terserap
kedalam sel (Freshney, 1992). Rusaknya permeabilitas sel umumnya dipengaruhi
oleh pH, aktivitas ionik di dalam sel serta proses freezing dan thawing (Mothersill
and Austin, 2003).

Media kultur berperan penting dalam mempertahankan kelangsungan
hidupsel. Media kultur optimal dapat mempertahankan kelangsungan hidup sel
dengan viabilitas minimal sebesar 95% (Gibco, 2011).Part et al., (1993)
menambahkan bahwa viabilitas sel epitel ikan air tawar rianbow trout yang

dikultur pada media L-15 sebesar 80%.
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111 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Ikan koi merupakan jenis ikan air tawar yang dapat dikultur untuk studi
penelitian mengenai virus, pembuatan bahan imunologi dan vaksin (Lakra et al.,
2010). Organ yang berhasil dikultur pada ikan tersebut salah satunya adalah
insang (Neukirch et al., 1999). Organ insang diketahui memiliki sel dominan yaitu
sel epitel (Mothersill and Austin, 2003) yang diketahui memiliki kemampuan
beregenerasi secara cepat (Freshney, 2002).

Salah satu faktor penentu keberhasilan kultur adalah media kultur yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan sel selain faktor-faktor seperti CO,, pH, suhu.
Pembuatan kultur sel membutuhkan media yang sesuai untuk pertumbuhan sel
(Arora, 2013). Kultur sel epitel membutuhkan nutrisi berupa karbohidrat, asam
amino, vitamin hormon, garam mineral dan growth factor yang terkandung
didalam media kultur (Grajek and Olejnik, 2004).

Media kultur yang banyak digunakan untuk menumbuhkan sel yang
berasal dari ikan koi adalah Minimum Essential Medium (MEM) (Neukirch et al.,
1999) dan Leibovitz-15 (L-15) (Lakra et al., 2010), kecuali Tissue Culture
Medium (TCM) merupakan media kultur yang tidak pernah dipakai untuk kultur
sel pada ikan tersebut. Ketiga media yang digunakan tersebut mengandung bahan
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel (Diantiwi, 2010).

Konsentrasi asam amino berpengaruh pada kelangsungan hidup serta
pertumbuhan sel (Heinemann, 1993). Vitamin biasanya dibutuhkan sebagai co-

factor metabolism sel. Faktor pertumbuhan sel terdapat dalam serum. Serum
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mengandung sejumlah bahan-bahan yang dibutuhkan yaitu sumber protein,
hormon, dan growth factor (Puspitasari dkk., 2008). Halim dkk. (2010)
menambahkan bahwa serum berperan penting sebagai sumber nutrisi sel untuk
tumbuh dan berkembang.

Konsentrasi bahan yang terkandung dalam ketiga media tersebut berbeda-
beda sehingga berpengaruh terhadap kepadatan sel yang tumbuh serta sel hidup
(viabilitas sel), serta untuk mengetahui media terbaik untuk menumbuhkan sel

insang ikan koi.

3.2 Hipotesis

1. Penggunaan media kultur yang berbeda berpengaruh terhadap pertumbuhan
dan viabilitas sel ikan insang ikan koi (Cyprinus carpio).
2.  Terdapat media terbaik untuk menumbuhkan sel insang ikan koi (Cyprinus

carpio).
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IV METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium In Vitro Fakultas Kedokteran

Hewan Universitas Airlangga Surabaya pada bulan Mei 2014.

4.2 Materi Penelitian
4.2.1 Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain berupa gunting,
pinset, substrat, petri disk, gelas ukur, pipet, pipet pasteur, mikrotip, mikropipet,
botol 250 ml, beaker glass, filter miliphore, alumunium foil, spuit, timbangan
digital, centrifuge, Laminar Air Flow (LAF), oven, inkubator COg,

haemocytometer, mikroskop inverter, kertas pH dan kamera.

4.2.2 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan adalah ikan koi (Cyprinus carpio) yang
memiliki bobot rata-rata = 10 gr/ekor (Taukhid dkk., 2010). Ikan koi tersebut
diperoleh dari pasar ikan hias Gunungsari, Surabaya. Media kultur yang
digunakan meliputi media Minimum Essential Medium (MEM), Tissue Culture
Medium (TCM) dan Leibovitz-15 (L-15). Serum yang digunakan adalah Fetal
Bovine Serum (FBS). Antibiotik Penicillin dan Streptomycin digunakan untuk
mencegah tumbuhnya bakteri. Amphoterycim digunakan untuk mencegah
tumbuhnya jamur. Natrium karbonat (NaHCO3) sebagai larutan penyangga untuk

menjaga kestabilan pH pada media kultur. Trypan blue guna penentuan viabilitas
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sel. NaCl fisiologis digunakan untuk membersihkan darah serta lendir yang
menempel pada insang koi. Etanol 70% digunakan untuk menghilangkan sumber

kontaminan serta membersihkan lendir yang menempel pada tubuh ikan koi.

4.3  Metode Penelitian
4.3.1 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan asumsi media dan bahan percobaan sama dari pengambilan sampel
sampai dengan pengerjaan serta kondisi laboratorium. Perlakuan yang digunakan
sebanyak 3 perlakuan dengan 3 kali ulangan.
Perlakuan A : menggunakan media kultur Leibovitz L-15
Perlakuan B : mengunakan media kultur MEM
Perlakuan C : menggunakan media kultur TCM
Variabel penelitian ini adalah:
Variabel bebas . media kultur Leibovitz L-15, MEM dan TCM
Variabel tergantung : jumlah sel insang ikan koi dan viabilitas
Variabel kendali > inkubator anaerob, alat dan bahan yang digunakan dalam

penelitian.

4.4  Prosedur Kerja
4.4.1 Sterilisasi Peralatan
Tahap awal dalam melakukan sebuah kultur adalah adanya proses

sterilisasi. Sterilisasi adalah suatu proses yang efektif untuk membunuh atau
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menghilangkan agen penular atau kontaminan (seperti jamur, bakteri dan virus)
dari permukaan, peralatan, makanan, obat-obatan, atau media kultur biologis
(Sultana, 2007). Sterilisasi dilakukan dengan tujuan membebaskan peralatan dan
media dari mikroorganisme yang tidak diinginkan (Maat, 2009).

Peralatan yang tahan panas seperti pipet, gelas ukur dan botol 250 ml
disterilkan dengan menggunakan oven pada suhu 180°C selama satu jam. Pinset
dan gunting dicuci bersih dengan menggunakan sabun kemudian disemprot
dengan alkohol 70%. Media kultur disterilkan secara mekanik yaitu menggunakan
filter dengan ukuran pori 2um untuk memisahkan bakteri. Penyaringan dilakukan
menggunakan filter miliphore dengan bantuan syringe injeksi. Tempat kerja juga
disterilkan dengan menyemprot meja menggunakan alkohol 70% kemudian dilap
dengan tissue. Teknik aseptis diterapkan selama proses pengerjaan kultur sel
seperti mencuci tangan dengan sabun kemudian menyemprot dengan alkohol 70%

pada tangan setiap sebelum dan sesudah melakukan tahapan kultur.

4.4.2 Pembuatan Media Kultur Sel

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah Minimal Essential
Medium (MEM), Tissue Culture Medium (TCM) dan Leibovitz 15 (L-15) yang
terdiri dari asam amino, vitamin dan growth factor yang berbeda. Kandungan
nutrisi media secara lengkap dapat dilihat di Lampiran 1.

Masing-masing stok media kultur sel baik MEM, TCM dan L-15 dibuat
dengan cara mencampur 100 ml stok media dengan 0,2 gram natrim karbonat
(NaHCOg), 200 ul penicillin dan streptomycin, 200 ul amphoterycim serta Fetal

Bovine Serum (FBS) sebanyak 10%. Semua bahan tersebut dimasukkan ke dalam
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botol 250 ml kemudian dikocok hingga seluruh bahan tercampur. Media yang
telah tercampur selanjutnya disterilisasi menggunakan filter miliphore berukuran

0,2 pm.

4.4.3 Pengambilan eksplan

Sel yang akan ditanam sebagai explan berasal dari organ insang ikan koi
yang memiliki berat kira-kira 10 gr/ekor (Taukhid dkk., 2010). Ikan koi tersebut
diperoleh dari pasar ikan hias Gunungsari, Surabaya.

Ikan dibersihkan seluruh bagian permukaan tubuhnya dengan cara
disemprot etanol 70% kemudian diusap dengan tisu. Hal tersebut bertujuan untuk
menghilangkan sisa lendir yang menempel pada tubuh ikan. Selanjutnya, bagian
operkulum dibuka dan insang diambil dengan cara dipotong menggunakan
gunting dan pinset steril.

Lembaran insang yang telah dipotong, selanjutnya diletakkan kedalam
petri dish dan dicuci sebanyak tiga kali dengan NaCl fisiologis selama 1-2 menit.
Hal tersebut bertujuan untuk menghilangkan sisa lendir dan darah yang masih
menempel pada permukaan insang. Insang yang telah dicuci dengan NacCl,
kemudian dicuci kembali dengan menggunakan media kultur sebanyak 2 ml

selama +1 menit dan selanjutnya dipindah kedalam petri dish baru untuk dicacah.

4.4.4 Kultur Sel
Insang dipotong kecil-kecil dengan ukuran +1 mm?® menggunakan gunting
dan selanjutnya diberi media kultur sel sebanyak +2 ml. Potongan insang lalu

dimasukkan kedalam tabung sentrifus dan selanjutnya disentrifus selama 10 menit
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dengan kecepatan 2.500 rpm. Tahapan ini bertujuan untuk memisahkan sel dan
supernatan. Setelah disentrifus, supernatan dibuang dan disisakan bagian endapan
untuk kemudian ditambah media kultur sebanyak 2 ml. Endapan yang bercampur
dengan media kultur selanjutnya disentrifus lagi dengan kecepatan 2500 rpm
selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifus selanjutnya dibuang dan disisakan
endapan potongan organ.

Substrat yang akan digunakan bagian tutupnya diberi label sesuai dengan
nama masing-masing media (L-15, MEM dan TCM). Potongan organ insang ikan
koi yang telah disentrifus sebanyak 2 kali kemudian diberi media kultur sebanyak
2 ml dan dicampur dengan cara pemipetan menggunakan spuit berukuran 1 ml.
Setelah dipipeting, campuran potongan organ dan media selanjutnya dimasukkan
kedalam multi-well plate dan diinkubasi dalam inkubator pada suhu 25°C dengan

kadar CO, 5%.

445 Pengamatan Pertumbuhan dan Viabilitas Sel

Pengamatan sel insang ikan koi dilakukan setiap 3-4 hari sekali hingga
hari ke-24 kultur (Neukirch et al., 1999). Sel diamati dibawah mikroskop inverted
dengan perbesaran 400 kali. Selama kultur dilakukan pasase sebanyak empat kali,
untuk menambah nutrisi dalam media kultur.

Pengamatan pertumbuhan sel dilakukan sebelum pasase. Penghitungan
jumlah sel dilakukan dengan cara memindah kultur pada petri dish kedalam
tabung sentrifuse kemudian diberi 2 ml media baru untuk membersihkan sel yang
masih menempel pada petri. Sel disentrifus selama 10 menit kemudian

supernatannya dibuang. Pelet yang tersisa selanjutnya diberi media baru sebanyak
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1 ml dan dilakukan pipeting dengan pipet pasteur agar sel dan media tercampur
merata.

Bilik haemocytometer yang digunakan untuk penghitungan sel insang
adalah small block karena sel berukuran kecil dan padat. Sel yang dihitung berada
didalam lima kotak kecil small block. Jumlah sel yang telah didapat dihitung
menggunakan rumus penghitungan pertumbuhan sel yang direkomendasikan oleh

Phelan (1998).

Cells/ml = average count per square x dilution factor x 10*

Viabilitas sel insang ikan koi dihitung pada hari terakhir kultur sel yakni
hari ke-25. Viabilitas sel ditentukan dengan menggunakan pewarnaan trypan blue
0,1 %. Trypan blue digunakan untuk mengetahui perbedaan sel hidup dan mati.
Penghitungan viabilitas sel dilakukan dengan handlycounter. Sel yang hidup
bewarna bening dan yang mati bewarna biru (Patterson, 1979 dalam Butller,
2004).

Semua sel dalam satu lapang pandang dihitung baik sel berwarna bening
maupun sel berwarna biru. Sel bening menunjukkan sel masih bertahan hidup
sedangkan sel berwarna biru menunjukkan sel tersebut mati. Viabilitas sel
dihitung dengan menggunakan rumus (Freshney, 2000 dalam Kalanjati, 2006).

% viabilitas = Total sel hidup X 100 %
Total jumlah sel (hidup + mati)

Pada tahap ini selain dilakukan pengamatan pertumbuhan sel juga
dilakukan pengecekan ada tidaknya kontaminasi kultur didalam Laminar Air Flow

(LAF).
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4.5 Parameter Penelitian

Pada penelitian ini parameter utama yang diamati adalah pertumbuhan
pada media kultur (sel mampu memperbanyak diri) serta viabilitas yang tinggi.
Parameter pendukung yang diamati dalam penelitian ini adalah suhu dan pH.

Bagan alir pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.

Persiapan alat dan bahan serta sterilisasi

y

Pembuatan stok media kultur sel (MEM, L-15 dan TCM)

!

Pengambilan organ insang

v

Kultur sel organ insang

v X 4
L-15 TCM MEM

» & -]
] [ |[aa ][ oe ][22 [0 [ | [ o2 |[ 5]

| 15 £ | L

\4

Perhitungan pertumbuhan sel dan viabilitas

!

Analisis data

A

Gambar 3. Diagram Alir Penelitian
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V HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil
5.1.1Pertumbuhan Sel Insang

Kepadatan sel diukur berdasarkan hasil penghitungan pertumbuhan sel
sebelum dilakukan pasase, yaitu pada hari ke-6, 12, 18 dan 24. Hasil penelitian
kultur sel insang ikan koi pada media MEM, L-15 dan TCM menunjukkan
pertumbuhan yang berbeda pada setiap media. Hasil analisis data pertumbuhan sel
dapat dilihat pada Lampiran3.

Hasil statistik Analisis of Varian (ANOVA) terhadap pertumbuhan sel
insang ikan koi yang dikultur pada media MEM, L-15 dan TCM hingga hari ke-25
kultur menunjukkan bahwa perlakuan media memberikan pengaruh yang berbeda
nyata (p<0,05) terhadap jumlah sel insang ikan koi (Tabel 1). Uji statistika
tersebut selanjutnya diuji dengan menggunakan Uji Jarak Berganda Duncan. Hasil
Uji Jarak Berganda Duncan pada hari ke-6, ke-12, ke-18 dan ke-24 kultur
disimpulkan bahwa perlakuan A (media L-15) memberikan hasil kultur sel insang
tertinggi yang berbeda nyata dengan perlakuan B (media TCM) dan perlakuan C
(media MEM). Pada penelitian ini juga diperoleh hasil kultur insang ikan koi
terendah yaitu pada perlakuan C. Pada perlakuan B dan perlakuan C juga

diketahui terdapat hasil yang berbeda nyata.
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Tabel 1. Rata- Rata Jumlah Sel Insang yang Tumbuh di Setiap Media

Media
Hari ke-

MEMz+ SD TCMz+ SD L-15+ SD

(x10%sel/ml) (x10%sel/ml) (x10%sel/ml)
6 7+ 1,000 ¢ 11+ 1,000° 14+ 1,000 ?
12 13+ 2,000 © 19+ 2,000° 24+ 1,732°
18 18+ 2,000 © 27+ 2,646 ° 33+ 2,646 °
24 25+ 1,732 ¢ 36+ 2,646 ° 43+ 2,000 ?

Keterangan: perbedaannotasi pada kolom yang berbeda menunjukkan bahwa
setiap perlakuan memberikan pengaruh yang berbeda signifikan
(p<0,05).

Berdasarkan hasil penelitian, sel insang yang tumbuh berbentuk bulat kecil
dan tumbuh di sekitar eksplan. Sel insangikan koi yang dikultur baik pada ketiga
media kultur yaitu MEM, TCM dan L-15 pada hari ketiga menunjukkan hasil
yaitu sel telah menempel di dasar plate dan mulai menyebar disekitar eksplan
(Gambar 4). Pada pengamatan selanjutnya yaitu hari keenam setelahinokulasi, sel
insang yang tumbuh dalam media MEM, L-15 maupun TCM menunjukkan
pertumbuhan sel yang lebih padat dibandingkan saat pengamatan hari ketiga
(Gambar 4). Beberapa sel tersebut juga terlihat bertumpukan sehingga tidak jelas

ketika diamati.

ATI
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Gambar4.Pertumbuhan Sel insang pada Ketiga Media Kultur
Keterangan : bagian yang ditunjuk anak panah adalah sel insang yang tumbuh pada A. Media L-
15 pada hari ketiga ; A1. Media L-15 pada hari keenam ; B. Media TCM pada hari
ketiga ; B1. Media TCM pada hari ketiga ; C. Media MEM pada hari ketiga; C1.
Media MEM pada hari keenam

5.1.2 Viabilitas Sel Insang

Viabilitas menggambarkan kemampuan daya hidup dari sel yang dikultur.
Penentuan viabilitas sel menggunakan pewarnaan dengan trypan blue. Pada
pewarnaan dengan trypan blue, sel yang hidup ditandai dengan warna bening dan

sel yang mati berwarna biru.
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Keterangan :

Bagian yang ditunjuk anak panah
(—) adalah sel yang hidup,
dengan ciri sel berwarna bening.

(—) adalah sel yang mati,
dengan ciri sel berwarna gelap.

Gambar 5. Viabilitas sel insang ikan koi (Cyprinus carpio)

Penghitungan viabilitas sel insang ikan koi dilakukan pada hari terakhir
pemeliharaan sel yaitu pada hari ke-24. Berdasarkan pengamatan selama 24 hari
pemeliharaan dapat diketahui prosentase viabilitas sel pada ketiga media (Tabel
2). Hasil statistik Analisis of Varian (ANOVA) terhadap viabilitas sel insang ikan
koi yang dikultur pada ketiga media yaitu MEM, L-15 dan TCM menunjukkan

pengaruh yang nyata (p>0,05) terhadap viabilitas sel (Lampiran4).

Tabel 2.Viabilitas Sel insang pada Media Berbeda

Ulangan ke- Media
MEM (%) TCM (%) L-15 (%)
1 89,89 91,58 97,29
2 91,39 93,61 95,72
3 90,62 92,92 96,49
Rata-rata £ SD 90.633+0,75° | 92.703+1,032° | 96.71+ 1,116
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Keterangan:perbedaan notasi pada kolom yang berbeda menunjukkan bahwa
setiap perlakuan memberikan pengaruh yang berbeda signifikan
(p<0,05)

5.2 Pembahasan

Hasil pengamatan pertumbuhan sel menunjukkanbahwa sel insang ikan koi
mampu tumbuh pada ketiga media, yaitu MEM, TCM dan L-15. Pada kultur sel
insang ikan koi diketahui jenis sel yang tumbuh adalah sel epitel (Neukirch et al.,
1999). Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Part et al. (1993) bahwa jenis sel
yang mendominasi insang yaitu sel epitel. Fresney (2002) menambahkan sel epitel
diketahui memiliki prekusor proliferasi sehingga mampu beregenerasi sendiri
secara cepat.

Dalam proses pertumbuhan sel epitel diperlukan nutrisi cukup untuk
memenuhi kebutuhan hidup sel. Kandungan nutrisi dari ketiga media yang
digunakan dalam kultur sel insang ikan koi terdiri vitamin, garam an-organik,
glukosa dan asam amino yang dibutuhkan oleh sel untuk tumbuh (Hediger, 2002).
Yang and Xiong (2012) menyatakan asam amino dalam media kultur digunakan
sebagai bahan dasar untuk proses sintesis protein dalam sel. Vitamin juga
dibutuhkan sel epitel sebagai kofaktor yang berperan dalam proses metabolisme
sel (Grajek and Olejnik, 2004). Garam anorganik dari ketiga media kultur berupa
CaCl,, NaCl, NaHCO; dan KCI dibutuhkan sel epitel untuk proses transportasi
ion didalam membran plasma (Hediger, 2002). Glukosa dalam bentuk D-Glucose
diketahui sebagai sumber energi untuk metabolisme sel epitel (Grajek and

Olejnik, 2004).
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Hasil penelitan juga didapatkan bahwa rata-rata pertumbuhan sel insang
ikan koi pada media L-15 lebih tinggi dari media yang lain (Tabel 1). Hasil
analisis statistik menunjukkan bahwa pertumbuhan kultur sel insang ikan koi pada
media L-15 berbeda signifikan dengan kedua media lainnya (p < 0,05). Hal
tersebut mungkin dikarenakan media ini memilikikandungan L-glutamin yang
lebih banyak dibandingkan dua media lain. L-glutamin tersusun atas asam amino
non essensial yang berfungsi sebagai sumber energi dalam proses metabolisme
sel. Mekanisme pemanfaatan sumber energi tersebut dimulai dari glutamin diubah
menjadi glutamat didalam mitokondria. Glutamat kemudian bersama alanin dan
asam piruvat diubah menjadi alfa ketoglutarat yang digunakan dalam siklus asam
trikarboksilik (TCA) untuk memproduksi ATP sehingga menjadi sumber energi
utama dalam kehidupan sel serta pembentukan asam amino dan nukleotida
(Miller, 1999).

Leibovitz-15 diketahui memiliki kapasitas buffer yang lebih besar daripada
kedua media lainnya, sehingga memungkinkan sel-sel untuk memanfaatkan asam
amino bebas dan menggantikan glukosa dengan galaktosa dan piruvat (Griffiths,
1986). Kapasitas buffer yang besar pada media L-15 menyebabkan media
tersebut mampu menstabilkan pH media yang diketahui berpengaruh dalam
pertumbuhan sel (Lio-Po et al., 1999). Griffiths (1986) menambahkan adanya
kandungan piruvat pada media tersebut memungkinkan sel untuk meningkatkan
produksi CO, endogeneous sehingga pertumbuhannya tidak bergantung pada CO,
dan HCOseksogeneous. Hal ini didukung juga oleh Wood and Part (1997) bahwa

sel epitel pada media L-15 mampu tumbuh cepat dalam waktu 48 jam seperti yang

x|

Skripsi PENGARUH BERBAGAI MEDIA PADA KULTUR SEL INSANG IKAN LATIFAH KURNIAWATI
KOI (Cyprinus carpio) TERHADAP VIABILITAS DAN PERTUMBUHAN SEL



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

ditunjukkan pada Tabel 1. Diperkuat oleh pernyataan Leibovitz (1981) bahwa
media L-15 cocok digunakan dalam kultur sel yang berasal dari ikan. Media
tersebut memiliki konsentrasi asam amino utama dalam bentuk bebas seperti L-
arginine dan bikarbonat sebagai buffer penyeimbang pH media sehingga memacu
pertumbuhan sel lebih cepat.

Pada media MEM, sel insang mampu tumbuh pada media tersebut.Namun,
rata-rata pertumbuhannya tidak sebanyak sel yang dikultur pada media L-15. Hal
tersebut terjadi mungkin disebabkan media MEM memiliki kapasitas buffer yang
lebih sedikit dibandingkan media L-15, sehingga kurang bisa menstabilkan pH
media (Lio-Po et al., 1999). Neukirch et al. (1999) menambahkan sel insang ikan
koi mampu membentuk monolayer sel epitel yang terjadi dalam waktu lima hari
dengan kepadatan sel mencapai 2-3x10° sel/ml Secara umum, Sel epitel mampu
tumbuh antara tiga sampai 48 jam pasca kultur (Fresney, 2002).

Pada media TCM, sel insang mampu tumbuh pada media tersebut. Namun,
rata-rata pertumbuhannya tidak sebanyak sel yang dikultur pada media L-15. Hal
tersebut terjadi mungkin disebabkan media TCM mengandung buffer lebih rendah
daripada media L-15, sehingga kurang bisa menstabilkan pH media yang
diketahui berpengaruh terhadap pertumbuhan sel. Didukungoleh pernyataan
Fernandes et al. (1993) bahwa media TCM kurang mendukung pertumbuhan sel
jika digunakan dalam kultur sel ikan. Kumar et al. (2001) dalam studi
penelitiannya menambahkan bahwa sel ovari C. gariepinus yang dikultur pada

media TCM dapat berproliferasi setelah 72 jam inokulasi.
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Peran nutrisi dalam pertumbuhan sel insang juga didukung oleh faktor
lingkungan berupa suhu dan pH. Padapenelitiankulturselinsang ikan koi,suhu
yang digunakansebesar 25°C. Hal tersebut sesuai pernyataan Neukirch et al.
(1999) bahwa sel epitel pada insang ikan koi dapat tumbuh optimal pada suhu
25°C.

Selain faktor nutrisi yang ada didalam media kultur, peran faktor
pendukung dalam kultur sel seperti pH juga berpengaruh terhadap pertumbuhan
sel.Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa kisaran pH pada ketiga media
kultur sebesar 7-8. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Grajek and Olejnik
(2004) bahwa kisaran pH optimal dalam kultur sel epitel adalah 6,9-7,4. pH
optimal yang digunakan dalam kultur sel dapat membantu proses metabolisme sel
terutama dalam produksi CO,(Yang and Xiong, 2012) yang diketahui berfungsi
dalam pembentukan purin dan pirimidin dalam nukleotida (Grajek and Olejnik,
2004).Jika pH melebihi batas optimal maka kandungan amonia dalam media
kultur menjadi tinggi sehingga akan menghambat pertumbuhan sel (Butler, 2004).
Pemberian NaHCO; pada saat pembuatan media kultur berfungsi sebagai buffer
untuk penyeimbang pH pada media (Grajek and Olejnik, 2004). Malole (1990)
menambahkanpenggunaankadar COasebesar 5% pada inkubator
dapatdigunakansebagaipengaturkeseimbangan pH dalam media.

Selama penelitian diketahui rata-rata pertumbuhanselpadaketiga media
yaitu MEM, TCM dan L-15 menunjukkanhasilyang baikkarenanilai

viabilitasselinsanglebihdari80% (Tabel 2).Hal ini didukung oleh pernyataan Part
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et al., (1993) bahwa nilai viabilitas sel epitel yang baik pada ikan rainbow
troutadalah sebesar 80%.

Pada media L-15, diketahui nilai viabilitas sel insang berkisar antara 95-
97% (Tabel 2). Hal tersebut sesuai pernyataan Gibco (2011) bahwa media
optimal  dalam menentukan  viabilitas  sel  adalahmedia  yang
dapatmempertahankankelangsunganhidupkultur sel dengannilaiviabilitas minimal

95%.

xliii

Skripsi PENGARUH BERBAGAI MEDIA PADA KULTUR SEL INSANG IKAN LATIFAH KURNIAWATI
KOI (Cyprinus carpio) TERHADAP VIABILITAS DAN PERTUMBUHAN SEL



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

VI KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Media MEM, L-15 dan TCM berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
viabilitas sel insang ikan koi (Cyprinus carpio).

2. Media L-15 merupakan media terbaik bagi kultur sel insang ikan koi

(Cyprinus carpio).

6.2  Saran
Pembuatan kultur sel insang ikan koi sebaiknya menggunakan media L-15
karena dapat memberikan hasil pertumbuhan sel insang ikan koi yang lebih

optimal.
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Lampiran 1. Komposisi Media Kultur Minimum Essential Medium (MEM),
Tissue Culture Medium (TCM) dan Leibovitz 15 (L-15)

Komponen Media Kultur
MEM TCM L-15

Garam an-organik
CaCl, 200,00 200,00 185,00
KCI 400,00 400,00 400,00
MgSQ, 98,00 98,00 97,720
NaCl 6.800,00 6.800,00 8.000,00
NaHCO; 2.200,00 2.200,00
NaH,PO, 140,00 140,00 190,12
MqCl 200,00
K,PO, 60,00
Asam amino
L-ArginineHCI 126,00 70,00 500,00
L-Cystine2HCI 31,00 26,00 120,00
L-HistidineHCI H,O 42,00 22,00 250,00
L-Isoleucine 52,00 40,00 250,00
L-Leucine 52,00 60,00 125,00
L-LysineHCI 73,00 70,00 94,00
L-Methionine 15,00 15,00 75,00
L-Penylalanine 32,00 25,00 125,00
L-Threomine 48,00 30,00 300,00
L-Tryptophan 10,00 10,00 20,00
L-Tyrosine2Na2H20 52,00 58,00 276,16
L-Valine 46,00 25,00 100,00
L-Cystine2HCI H20 0,10
L-Alanine 25,00
L-Aspartic Acid 30,00
L-Glutamic Acid 75,00
L-Glutamine 100,00 300,00
Glycine 50,00
L-Proline 40,00
L-Serine 25,00 200,00
L-Hydroxyproline 10,00
D-Alpha alanine 450,00
L-Asparagine 250,00
Vitamin
K-Ca-Panthothenate 1,00 0,01 1,00
Folic Acid 1,00 0,01 1,00
i-Inositol 1,00 0,05 2,00
Niacinamide 2,00 0,025
Pyridoxal HCI 1,00 0,025 1,00
Riboflavin 1,00 0,025
Thiamine HCI 0,10 0,01
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Choline Chloride 1,00 0,50 1,00
Pyridoxine HCI 0,025

Biotin 0,01
Para-Aminobenzoic Acid 0,05

Niacin 0,025

Ascorbic Acid 0,05

a-Tocopherol Phosphate 0,01

Calciferol 0,10

Menadione 0,01

Vitamin A 0,14

Nicotinamide 1,00
Thiamine Monophosphate 1,00
Komponen kimia lainnya

D-Glucose 1.000,00 1.000,00 1.000,00
Phenol Red 10,00 20,00 20,00
Gluthatione (reduced) 0,05

Hypoxanthine.Na 0,04

Thymine 0,30

Adenine Sulphate 10,00
Adenosine-5-Triphosphate 0,20

Cholesterol 0,20

2-deoxy-D-ribose 0,50
Adenosine-5-Phoshate 0,20

Guanine HCI 0,30

Ribose 0,50

Sodium Acetate 50,00

Tween 80 20,00

Uracil 0,30

Xanthine Na 0,34

Keterangan : komposisi nutrisi tiap media dalam satuan mg/L

Sumber : Komposisi media MEM dan TCM menurut Yang and Xiong, 2012 dan
media L-15 menurut Himelab, 2011.
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Lampiran 2. Pertumbuhan Kultur Sel Insang pada Media Berbeda

Media MEM
No. | Harike- | Ulangan ke- Jumlah sel yang Rata-rata
tumbuh (x 10° sel/ml) (x 10%sel/ml)
1. 1 7
2. 6 2 6 7
3. 3 8
4, 1 15
5. 12 2 13 13
6. 3 J
7. 1. 16
8. 18 2 20 18
9. 3 18
10. d 27
11. 24 1 24 25
12. .- 24
Media TCM
No. | Hari ke- Ulangan Jumlah sel yang Rata-Rata
tumbuh (x 10° sel/ml) (x 10%sel/ml)
1. il 10
2. 6 2 di1 11
3. 3 12
4, 1 19
5. 12 2 21 19
6. 3 17
7. 1 28
8. 18 2 24 27
9. 3 29
10. 1 33
36
11. 24 1 37
lii
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12. 1 38

Media L15

No. | Hari ke- Ulangan Jumlah sel yang Rata-rata
tumbuh (x 10°sel/ml) (x 10°sel/ml)

15
14 14
13
22
25 24
25
30
34 33
35
43
41 43
45
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Lampiran 3. Hasil Analisis Data Pertumbuhan Sel Insang dengan SPSS

Hari ke-6
One-Sample Statistics
N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
MEM 3| 7.0000E6 1.00000E6 5.77350E5
TCM 3| 1.1000E7 1.00000E6 5.77350E5
L15 3| 1.4000E7 1.00000E6 5.77350E5
One-Sample Test
Test Value =0
95% Confidence Interval of the
Difference
t df Sig. (2-tailed) | Mean Difference Lower Upper
MEM 12.124 2 .007 7.00000E6 4.5159E6 9.4841E6
TCM 19.053 2 .003 1.10000E7 8.5159E6 1.3484E7|
L15 24.249 2 .002 1.40000E7 1.1516E7 1.6484E7
Tests of Within-Subjects Effects
Measure:MEASURE_1
Type 11l Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
factorl Sphericity Assumed 7.400E13 2 3.700E13 27.750 .005

Greenhouse-Geisser 7.400E13 1.000 7.400E13 27.750 .034

Huynh-Feldt 7.400E13 1.000 7.400E13 27.750 .034

Lower-bound 7.400E13 1.000 7.400E13 27.750 .034
Error(factorl)  Sphericity Assumed 5.333E12 4 1.333E12

Greenhouse-Geisser 5.333E12 2.000 2.667E12

Huynh-Feldt 5.333E12 2.000 2.667E12

Lower-bound 5.333E12 2.000 2.667E12

Hasil
liv
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Duncan

Subset for alpha = 0.05
Media N 1 2 3
MEM 3| 7.0000E6
TCM 3 1.1000E7
L15 3 1.4000E7,
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Hari ke-12
One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
MEM 3| 1.3000E7 2.00000E6 1.15470E6}
TCM 3| 1.9000E7 2.00000E6 1.15470ES€
L15 3| 2.4000E7 1.73205E6 1.00000ES€

One-Sample Test
Test Value = 0
95% Confidence Interval of the
Difference

t df Sig. (2-tailed) |Mean Difference Lower Upper
MEM 11.258 2 .008 1.30000E7 8.0317E6 1.7968E7|
TCM 16.454 2 .004 1.90000E7 1.4032E7 2.3968E7
L15 24.000 2 .002 2.40000E7 1.9697E7 2.8303E7
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Measure:MEASURE_1

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
factorl Sphericity Assumed 1.820E14 2 9.100E13 22.750 .007,
Greenhouse-Geisser 1.820E14 1.391 1.308E14 22.750 .020
Huynh-Feldt 1.820E14 2.000 9.100E13 22.750 .007]
Lower-bound 1.820E14 1.000 1.820E14 22.750 .041]
Error(factorl)  Sphericity Assumed 1.600E13 4 4.000E12
Greenhouse-Geisser 1.600E13 2.783 5.750E12
Huynh-Feldt 1.600E13 4.000 4.000E12
Lower-bound 1.600E13 2.000 8.000E12
Hasil
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Media 1 2 3
MEM 3| 1.3000E7
TCM 3 1.9000E7
L15 3 2.4000E7
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Hari ke-18

One-Sample Statistics

Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
MEM 3| 1.8000E7 2.00000E6 1.15470ES6)
TCM 3| 2.7000E7 2.64575E6 1.52753E6)
L15 3| 3.3000E7 2.64575E6 1.52753E6)

One-Sample Test

Test Value =0
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95% Confidence Interval of the
Difference
t df Sig. (2-tailed) | Mean Difference Lower Upper
MEM 15.588 2 .004 1.80000E7 1.3032E7 2.2968E7
TCM 17.676 2 .003 2.70000E7 2.0428E7 3.3572E7
L15 21.604 2 .002 3.30000E7 2.6428E7 3.9572E7
Tests of Within-Subjects Effects
Measure:MEASURE_1
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Media Sphericity Assumed 3.420E14 2 1.710E14 27.000 .005

Greenhouse-Geisser 3.420E14 1.249 2.738E14 27.000 .021

Huynh-Feldt 3.420E14 2.000 1.710E14 27.000 .005

Lower-bound 3.420E14 1.000 3.420E14 27.000 .035
Error(Media)  Sphericity Assumed 2.533E13 4 6.333E12

Greenhouse-Geisser 2.533E13 2.498 1.014E13

Huynh-Feldt 2.533E13 4.000 6.333E12

Lower-bound 2.533E13 2.000 1.267E13

Hasil

Duncan
Subset for alpha = 0.05

Media N 1 2 3
MEM 3| 1.8000E7
TCM 3 2.7000E7
L15 3 3.3000E7
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Hari ke-24
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N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
MEM 3| 2.5000E7 1.73205E6 1.00000ES§
TCM 3| 3.6000E7 2.64575E6 1.52753E6)
L15 3| 4.3000E7 2.00000E6 1.15470ES6)
One-Sample Test
Test Value =0
95% Confidence Interval of the
Difference
t df Sig. (2-tailed) | Mean Difference Lower Upper
MEM 25.000 2 .002 2.50000E7 2.0697E7 2.9303E7
TCM 23.568 2 .002 3.60000E7 2.9428E7 4.2572E7
L15 37.239 2 .001 4.30000E7 3.8032E7 4.7968E7
Tests of Within-Subjects Effects
Measure:MEASURE_1
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Media Sphericity Assumed 4.940E14 2 2.470E14 42.343 .002

Greenhouse-Geisser 4.940E14 1.424 3.470E14 42.343 .008

Huynh-Feldt 4.940E14 2.000 2.470E14 42.343 .002

Lower-bound 4.940E14 1.000 4.940E14 42.343 .023
Error(Media)  Sphericity Assumed 2.333E13 4 5.833E12

Greenhouse-Geisser 2.333E13 2.847 8.195E12

Huynh-Feldt 2.333E13 4.000 5.833E12

Lower-bound 2.333E13 2.000 1.167E13

Hasil
Duncan
Media N Subset for alpha = 0.05
Iviii
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1 2 3
MEM 3| 2.5000E7
TCM 3 3.6000E7
L15 3 4.3000E7
Sig. 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 4. Hasil Analisis Data Viabilitas Sel Insang dengan SPSS

One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
MEM 3] 90.6333 .75009 .43306
TCM 3| 92.7033 1.03220 .59594
L15 3 96.7100 1.11638 .64454
One-Sample Test
Test Value =0
95% Confidence Interval of the
Difference
t df Sig. (2-tailed) | Mean Difference Lower Upper
MEM 209.284 2 .000 90.63333 88.7700 92.4967|
TCM 155.558 2 .000 92.70333 90.1392 95.2675
L15 150.045 2 .000 96.71000 93.9368 99.4832
Tests of Within-Subjects Effects
Measure:MEASURE_1
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Media Sphericity Assumed 57.264 28.632 21.000 .008

Greenhouse-Geisser 57.264 1.009 56.735 21.000 .044

Huynh-Feldt 57.264 1.038 55.186 21.000 .041

Lower-bound 57.264 1.000 57.264 21.000 .044
Error(Media)  Sphericity Assumed 5.454 1.363

Greenhouse-Geisser 5.454 2.019 2.702

Huynh-Feldt 5.454 2.075 2.628

Lower-bound 5.454 2.000 2.727

Ix
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Hasil

Duncan
Subset for alpha = 0.05

Media N 1 2 3
MEM 3 90.6333
TCM 3 92.7033
L15 3 96.7100
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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