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RINGKASAN

Tembaga (Cu) adalah logam esensial yang dibutuhkan dalam proses respirasi sel, pertahanan
terhadap radikal bebas dan metabolism sel. Namun jika kadarnya tinggi, Cu bersifat toksik karena
dapat memproduksi radikal bebas. Mengingat Cu bersifat toksik dan sekaligus esensial, sebagai
konsckuensinya organisme harus dapat menjaga kesimbangannya agar tidak kekurangan maupun
kelebihan Cu. Kepekaan organisme terhadap Cu dipengaruhi oleh umur. Organisme muda lebih
peka terhadap defisiensi maupun toksisitas Cu karena peningkatan  kebutuhannya untuk
pertumbuhan dan karena mereka mempunyai efisiensi yang tinggi dalam menyerap Cu ditambah
belum sempurnanya sistem ekskresinya. Peningkatan kegiatan industri dan penggunaan CuSQs
sebagai fungisida pada kegiatan pertanian serta dalam pengendalian alga dan penyakit dalam
kegiatan akuakultur menyebabkan kadar Cu dalam perairan meningkat. Peningkatan kadar Cu di
lingkungan alami umumnya terdapat dalam konsentrasi sublethal. Peningkatan kadar Cu dapat
menycuabkan berbagai gangguan fisiologi, pertumbuhan dan mortalitas pada organisme. Namun
demikian dampak Cu terhadap organisme tersebut sering tidak konsisten, karena ternyata dalam
beberapa kasus dimana konsentrasi Cu yang mematikan hanya menyebabkan gangguan fisiologi
yang ringan pada organisme. Hal ini dapat terjadi dikarecnakan organisme yang hidup
dilingkungan yang tercemar Cu suduh beradaptasi dengan lingkungan tersebut, sehingga mereka
mempunyai toleransi yang tinggi jika dipapar dengan konsentrasi akut Cu. Di lingkungan alami,
logam berat umumnya terdapat dalam konsentrasi sublethal. Jika terjadi pencemaran logam berat
dalam perairan, organisme air akan mengalami tiga tahap respon terhadap pencemaran tersebut.
Pertama tahap shock, kedua tahap recovery (pemulihan), dan ketiga tahap aklimasi dimana
organisme mengalami peningkatan toleransi terhadap pemaparan logam berat yang berkelanjutan.
Tahap shock biasanya terjadi kerusakan fisik khususnya kerusakan insang dan gangguan
homeostasis fisiologis internal tubuh. Tahap ini umumnya berlangsuny singkat (beberapa hari).
Kemudian tahap pemulihan bersamaan dengan terjadinya peningkatan proses biosintesis (mitosis,
sintesis protein) yang membantu memperbaiki kerusakan dan memulihkan gangguan fisiologis.
Pada tahap ini produksi protein pengikat logam seperti metallothionein meningkat dan terjadi
peningkatan regulasi ion untuk melawan efek merusak dari logam berat. Akhirya fisiologi
internal organisme kembali ke keadaan awal (pre-exposure) d2n keseimbangan baru terbentuk.
Pada tahap akhir ini toleransi organisme terhadap logam menjadi meningkat. Berdasarkan latar
belakang di atas, penelitian ini dirancang untuk mengkaji 1) Respon ikan nila strain Jawa Timur
(Oreachromis nitolitus) terhadap paparan konscntrasi sublethal Cu, 2) Respon ikan nila terhadap
kadar Cu dikaji melalui respon fisiologisnya yaitu perubahan kadar ion Na’, K* dan CI" serta
tekanan osmotik serum ikan nila, 3) Respon hematologisnya meliputi sel darah merah, sel darah
putih, hemoglobin, dan hematocrit, 4) Respon stress oksidatif dan protein pengikat logam
(metallothionein) dan 5) Besarnya tingkat akumulasi Cu ke dalam insang sebagai organ yang
pertama kali merespon adanya Cu.

Kata Kunci: ikan nila, tembaga, ion, osmolalitas, darah, metallothionein, stress oksidatif, insang
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PRAKATA

Puji syukur kehadirat Allah SWT atas limpahan rahmat dan kasih saying NYA. sehingga
penulis mampu menyelesaikan laporan kemajuan yang berjudul “Respon Fisiologis Pemaparan
Tembaga (Cu) pada lkan Nila (Oreochromis niloticus): Evaluasi terhadap Regulasi lonik,
Osmotik, dan Metallothinnein dalam Insang”. Pada kesempatan ini penulis memberikan ucapan
terima kasih kepada semua pihak yang telah membantv, yang tidak dapat penulis sebutkan satu
persatu.

Penulis menyadari sepenuhnya bahwa walaupun penelitian ini sudah menghasilkan paper
yang dikirim ke jurnal intenasional (masih under review), namun peaulis tetap menerima masukan
dari pihak lain untuk penyempurnaan hasil penelitian selanjutnya. Akhimya penulis berharap
semoga penelitian ini dapat bermanfaat dan bisa memberi sumbangan pemikiran, dalam kaitannya
dengan pencemaran, serta berpartisipasi akiit dalam mensukseskan pembangunan bangsa dan
negara,

Walaupun demikian penulis berharap semoga penclitian ini dapat bermanfaat dan bisa
memberi sumbangan pemikiran, dalam kaitannya ikut serta berpartisipasi aktif dalam

mensukseskan pembangunan bangsa dan negara.

Surabaya, 12 Nopember 2018

Penulis
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BAB 1. PENDAHULUAN

Tembaga (Cu) adalah logam esensial yang dibutuhkan dalam proses respirasi sel,
pertahanan terhadap radikal bebas dan metabolism sel (Solomon & Lowery 1993). Namun jika
kadarnya tinggi, Cu bersifat toksik karena dapat memproduksi radikal bebas (reactive oxygen
species= ROS).

Mengingat Cu bersifat toksik dan sekaligus esensial (dibutuhkan oleh organisme), sebagai
konsekuensinya organisme harus dapat menjaga kesimbangan agar iidak kekurangan Cu maupun
kelebihan Cu. Dalam hal ini organisme harus menipunyai sistem regulasi yang canggih untuk
menjaga homeostasis Cu dalam tubuhnya.

Kepeckaan organisme terhadap Cu dipengaruhi oleh umur. Organisme muda lebih peka
terhadap defisicnsi maupun toksisitas Cu karena peningkatan kebutuhannya untuk pertumbuhan
dan karena mereka mempunyai efisiensi yang tinggi dalam menyerap Cu ditambah belum
matangnya sistem ekskresinya (Kamunde et al. 2002).

Peningkatan kegiatan industri dan penggunaan CuSQs sebagai fungisida pada kegiatan
pertanian serta dalam pengendalian alga dan penyakit dalam kcgiatan akuakultur menycbabkan
kadar Cu dalam perairan meningkat. Peningkatan kadar Cu di lingkungan alami umumnya terdapat
dalam konsentrasi sublethal (McGeer et al. 2000). Peningkatan kadar Cu dapat menyebabkan
berbagai gangguan fisiologi, pertumbuhan dan mortalitas pada organisme. Namun demikian
dampak Cu terhadap organisme terscbut sering tidak konsisten, karena ternyata dalam beberapa
kasus dimana konsentrasi Cu yang mematikan hanya menyebabkan gangguan fisiologi yang ringan
pada organisme (Taylor et al. 2000). Hal ini dapat terjadi dikarenakan organisme yang hidup
dilingkungan yang tercemar Cu sudah beradaptasi dengan lingkungan teﬁcbut, schingga mereka
mempunyai toleransi yang tinggi jika dipapar dengan konsentrasi akut Cu (McGeer et al. 2000).
Di lingkungan alami, logam berat umumnya terdapat dalam konsentrasi sublethal (McGeer et al.
2000).

Jika terjadi pencemaran logam berat dalam perairan, organisme air akan mengalami tiga
tahap respon terhadap pencemaran tersebut. Pertama tahap shock, kedua tahap recovery
(pemulihan), dan ketiga tahap aklimasi dimana organisme mengalami peningkatan toleransi
terhadap pemaparan logam berat yang berkelanjutan (McDonald & Wood 1993).
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Tahap shock biasanya terjadi kerusakan fisik khususnya kerusakan insang dan gangguan
homeostasis fisiologis internal tubuh. Tahap ini umumnya berlangsung singkat (beberapa hari).
Kemudian tahap pemulihan bersamaan dengan terjadinya peningkatan proses biosintesis (mitosis,
sintesis protein) yang membantu memperbaiki kerusakan dan memulihkan gangguan fisiologis.
Pada tahap ini produksi protein pengikat logam seperti metallothionein meningkat dan terjad:
peningkatan regulasi ion untuk melawan efck merusak dari logam berat. Akhimya fisiologi
internal organisme kembali ke keadaan awal (pre-exposure) dan keseimbangan baru terbentuk.
Pada tahap akhir ini toleransi organisme terhadap logam menjadi meningkat (Pelgrom et al. 1995;
Hogstrand & Wood 1996).

berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dirancang untuk mengkaji:

1) Respon ikan nila strain Jawa Timur (Oreochromis nitolitus) terhadap paparan konsentrasi
sublethal Cu.

2) Respon ikan nila terhadap kacar Cu dikaji melalui respon fisiologisnya yaitu perubahan kadar
ion Na*, K™ dan CI" serta tckanan osmotik scrum ikan nila.

3) Respon hematologisnya meliputi sel darah erah, sel darah putih, hemoglobin, dan hematocrit.

4) Respon protein pengikat logam (metallothionein)

5) Respom stress oksidatif, dan

6) Besarnya tingkat akumulasi Cu ke dalam insang sebagai organ vang pertama kali merespon

adanya Cu.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Transpor Logam

Logam apabila masuk ke dalam tubuh organisme dengan konsentrasi yang berbeda akan
memberikan efek vang berbeda. Pada logam esensial (Cu. Fe. Zn) jika konsentrasinya terlalu
rendah akan menyebabkan defisiensi (malnutrisi). sedangkan Jika terlalu tinggi maka dapat
menyebabkan racun schingga konsentrasi yang masuk harus tepat agar dapat mendukung proses
metabolisme secara efektif dan efisien. Terdapat tiga kondisi pada konsentrasi logam esensial yaitu
kondisi kekurangan atau defisiensi, optimal, dan keracunar. Pada logam non esensial, jika
konsentrasinya reiidah maka masih dapat ditoleransi sedangkan jika konsentrasinya terlalu tinggi
maka dapat mengakibatkan toksik. Grafik yang berkaitan dengan konsentrasi dan pengaruh yang

ditimbulkan oleh logam esensial dan non esensial dapat dilihat pada Gambar 3.1.

LOGAM ESENSIAL LOGAM NON ESENSIAL
TOKSIK TOKSIK
f— -
Defisiensi | O 1| Subleta| Lea) Dapat ditol Subi Letal

KEBUGARAN/KESEHATAN
KEBUGARAN/KE SEHATAN

KONSENTRASI LOGAM DALAM TUBUH KONSENTRASI LOGAM DALAM TUBUH

Gambar 2.1 Efck bertambahnya konsentrasi logam dalam tubuh organisme
(Irawan, 2013)

2.2. Regulasi lonik dan Osmotik

Ikan air tawar menempati lingkungan perairan dalam komposisi ion dan pH yang sangat
beragam, yang umumnya memiliki konsentrasi total garam yang jauh lebih rendah dari cairan
tubuh ikan. Sebagai akibatnya, semua ikan air tawar terus menerus menambah air dan kehilangan
ion karena difusi pasif vang menurunkan gradien osmotik dan ionik antara cairan tubuh dan
lingkungan air tawar. Oleh karena itu, untuk menjaga keseimbangan cairan dan ion dalam tubuh
tkan harus melakukan proses osmoregulasi. Osmoregulasi didefinisikan sebagai pemeliharaan
konsentrasi osmotik intraseluler dan ekstraseluler terhadap osmolaritas eksternal yang sangat

diperlukan untuk adaptasi fisiologi organisme air. Oleh karena itu, regulasi ion, seperti Na™, K*,
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dan kation divalen Mg?* dan Ca?*, yang dibutuhkan untuk stabilisasi permeabilitas membran,
memainkan peran penting dalam metabolisme ikan (Atli dan Canli, 2010). Tanpa ion atau
osmoregulasi, ikan di air tawar hanya akan memperluas volume dan mati (Hwang, 2011).

Transport ion merupakan proses perpindahan atau pertukaran ion dari satu tempat ke tempat
yang lain dalam sistem kehidupan yang melewati membran sel pada organisme hidup. Dalam
mengatur komposisi jumlah ion, terdapat beberapa macam ion yang konsentrasi ionnya
dipertahankan lebih kecil daripada konsentrasi media seperti ion Na®, CI", dan Ca®>*. Oleh karena
itu, ior tersebut dapat berpindah melalui transport pasif dan aktif, Transport pasif merupakan
perpindahan molekul yzang tidak memerlukan energi dan berkaitan deﬁgan perbedaan konsentrasi
antar kedua sisi membran. Terdapat cmpat jenis transport pasif yaitu ditusi, difusi be fasilitas,
filtrasi dan osmosis. Transport aktif merupakan perpindahan molekul melewati membran sel yang
memerlukan energi atau ATP. Terdapat dua jenis transpe:t aktif yaitu transport aktif primer dan
transport aktif sckunder. Pada transport aktif primer yang menyediakan cnergi metabolik
merupakan protein transport seperti cnzim ATPase. Sedangkan transport sekunder, encrgi yang
digunakan berasal dari tenaga yang ditimbulkan oleh adanya gradient elektrokimia (lrawan, 2013).

Protein transporter merupakan protein yang terlibat dalam pemindahan molekul atau ion
melintasi membran sel. Berdasarkan arah perpidahannya protein transporter dibagi menjadi tiga
yaitu uniporter, simporter, dan antiporter. Uniporter dapat berupa protein pcmbawa atau protein
carrier, dapat juga berupa saluran atau kanal. Terdapat saluran yang memfasilitasi masuknya ion
berdasarkan jenis muatannya (Positif: kation, atau negatif: anion). Simporter merupakan protein
integral yang memindahkan dua jenis atau lebih molekul atau ion melintasi membran sel dengan
arah yang sama. Antiporter merupakan protein integral yang dapat memindahkan molekul atau ion
melawan gradicn, pada saat bersamaan memindahkan molekul atau ion lain vang sesuai dengan
arah gradien (Irawan, 2013).

Dalam mengatasi hidup dalam lingkungan yang encer, ikan air tawar meningkatkan efisiensi
mekanisme ion/ osmoregulasi untuk menjaga keseimbangan ionik lingkungan internal. lkan
mengimbangi hilangnya ion dengan aktif menyerap garam dari lingkungan eksternal melalui epitel
insang (Gambar 3.2). Untuk menjaga keseimbangan, ikan menghasilkan urine yang encer akibat

reabsorpsi garam di ginjal untuk meminimalkan kehilangan ion.
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Na-. Cr. Ca?* . Diute urine
Freshwater environment Na. Cr. Ca®. HCO,

Gambar 2.2. Proses penyerapan jon dan mckanisme regulasi asam-basa ikan air tawar
(sumber: Hwang, 2011)

Deraja. keasaman (pl) iniernal dicapai dengan mengatur pergeluaran H® dan HCO: di
insang. Insang bertanggung jawab untuk sebagian besar penyerapan io.. (Na*, CI', Ca®", Mg?*, dan
lain-lain) ke dalam tubuhnya, yang terutama dicapai melalui transport aktif dengan pengangkutan
Jenis sel ion tertentu, yang discbut "iondcytes" atau ionosit (Hwang, 2011). lonosit adalah sel epitel
khusus yang terlibat dalam pemeliharaan homeostasis osmotik dan memiliki ciri-ciri dengan
melimpahnya mitokondria yaitu mitochondrion-rich (sel-kaya mitokondria) dan bertanggung
Jawab untuk fungsi transport transepitelial ion tertertu (Farrell ef al., 2011). ionosit utama dalam
insang ikan air tawar adalah mitochondrion-rich (MR).

Pada ikan air tawar, proses biokimia yang terlibat dalam pengaturan ion (yaitu, pemeliharaan
ion Na*, CI', Ca?*, dan Mg?") tidak dapat dipisahkan dari proses asam basa atau pH, karena kedua
proses tersebut terjadi pada lokasi yang sama (insang) dan berbagi jalur umum (Hwang, 2011).
Regulasi ion merupakan kapasitas organisme untuk membangun dan mempertahankan gradien
ionik spesifik antara cairan tubuh dan cairan sel (Muralidharan, 2014). Regulasi komposisi ionik-
cairan tubuh dianggap memiliki makna adaptif (menyesuaikan diri) untuk organisme (Burton,
1973). Scbagi_an besar ikan mencapai. keseirﬁbanéan pH internal yang menyesuaikan kadar plasma
pada senyawa HCO3" dengun memvariasikan ekskresi (pengeluaran) H* dan HCOs™ di insang
(Gambar 3.2). Selain itu, pengeluaran H* dan HCOs" adalah mekanisme masuknya pasangan ion
Na* dan CI" di insang ikan. Mckanisme keluar masuknya ion dari lingkungan ke dalam organisme
dapat dilihat lebih jelas pada Gambar 2.3. Pada Gambar 3.3 menunjukkan proses perpindahan ion
dari lingkungan luar (air) melewati sel epitelium insang menuju darah atau hemolimfa dan
sebaliknya. Selain melewati epitelium. ion juga dapat berpindah melalui sela-sela epitelum. Dalam
melakukan proses regulasi ion memerlukan ATPase.
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Gambar 2.3. Mekanisme transport ion dari lingkungan melewati sel epitelium insang
menuju hemolimia dan sebaliknya
(sumter:lrawan, 2013)

ATPase adalah enzim yang bertanggung jawab untuk pengangkutan ion melalui membran
biologi (Evoglu dan Canli, 2013). Selain itu. ATPasc juga mengatur permeabilitas membran,
tekanan osmotik, dan volume seluler (Marshall dan Grosell 2005 ). Na“/K™ -ATPase adalah enzim
yang terikat membran yang mengangkut ion melalui membran biologis dan mengatur volume
seluler, tekanan osmotik, dan permeabilitas membran (Lietal., 2011). lon yang memainkan peran
penting dalam beberapa fungsi tubuh, yaitu ion natrium, kalium dan klorida (monovalen) terlibat
dalam rangsangan neuromuskular, keseimbangan asam basa dan tekanan osmotik (Verma et al.,
1981), sedangkan kation kalsium (divalen) memfasilitasi rangsangan neuromuskular, reaksi
enzimatik dan retensi membran permeabilitas.

Dalam proses memindahkan ion bermuatan dari air ke dalam ikan (atau scbaliknya dalam
kondisi asam), insang menggunakan berbagai transport protein yang menempel dalam membran
ionosit insang. Pertama transport protein memindahkan ion dari cairan pada satu sisi sel melintasi
membran ke dalam sel, dan kemudian kumpulan protein lainnva memindahkan ion melintasi
membran lain dalam cairan di sisi lain dari sel. Membran se! yang memisahkan bagian dalam
insang dari lingkungan air yang disebut 'membran apikal’ dan memban sel yang memisahkan sel
dari darah atau sel lain di dalam tubuh ikan yang disebut ‘'membran basolateral' (Hwang, 2011).
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2.3. Protein Metallothionein

Jumlah logam berat yang terakumulasi dalam tubuh orgaisme perairan tergantung pada
efek kimia logam berat tersebu tdan cenderung berikatan dengan protein dan lipid pada jaringan
biologis. Jenis protein yang menjadi sasaran utama bagi perlekatan dengan logam berat adalah
protein-protein yang memiliki kandungan logam pada struktur proteinnya (Rumahlatu, 2012).

Metallothionein (MT) merupakan protein yang sangat peka dan akurat sebagai indikator
pencemaran. Hal ini didasarkan pada suatu fenomena alam di mana logam logam dapat
terikat di dalam jaringan tubuh organisme yang dimungkinkan karena adanya protein tersebut.
Dengan demikian, MT merupakan protein pengikat logam (metal-binding protein) yang
berfungsi dan berperan dalam proses pengikatan logam di dalam jaringan setiap mahluk hidup
(Noél-Lambot et al., 1978; Bebianno et al., 1993).

MT terdiri atas protein (polipepiida) yang mempunvai massa moleku! yang kecil (6-
7 kDa). dan sifat utamanya adalab mengandung 26-33% ‘cysteine' serta tidak mempunyai asam
amino aromatik atau histidin (Frankennc e al., 1980; Le Gal, 1988; Carpenc, 1993). Sebagai
konsekuensi dari banyaknya kandungan asam amino ‘cysteine’ maka protein ini mengandung
kelompok ‘'thiol' (sulfhydryl, -SH) dalam jumlah yang besar. Kelompok ini mengikat logam-
logam berat sangat kuat, khususnya merkuri (Hg), kadmium (Cd), perak (Ag), seng (Zn)
dan tin. Residu sulfhiydryl dari ‘cysteine’ mampu mengikat logam, di mana 1 atom logam
(misalnya: Cd. Zn atau Hg) untuk 3 residu -SH, atau 1 atom logam 2 residu-SH (Nog¢l-Lambot
and Bouquegneau, 1977; Nogl-Lambot ef al., 1978; Le Gal, 1988).

MT dapat terinduksi pada semua golongan mahluk hidup (misalnya mamalia, ikan,
moluska/kerang, zooplankton dan fitoplankton) dan di berbagai tingkat jaringan/organ (misalnya
hati, ginjal. insang, testis, usus, otot, plasma, eritrosit, sel-sel epitelial dan_urine). Demikian
pula protein ini tersebar pada semua organisme laut, baik pada tumbuhan maupun organisme
vertebrata dan invertebrata; organ organisme terutama hati, hepatopankreas, insang, ginjal,
termasuk pula jenis alga Cyanophyccae. Konsentrasinya dalam jaringan (hati, insang, kelenjar
pencemaan) meningkat ketika organisme terkontaminasi oleh unsur-unsur logam berat (Noél-
Lambot et al., 1978; Le Gal, 1988; Bebianno and Langston, 1993).

Salah satu fungsi dari MT adalah keterlibatannya sebagai antioksidan tubuh. Molekul MT
memiliki sejumlah besar kelompok thiolic dengan sifat nukleofilik membuat MT mampu mengikat
tidak hanya logam tetapi juga radikal bebas. Selain itu MT berfungsi sebagai detoksifikasi logam
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untuk mencapai keadaan homeostasis, sehingga organisme menjadi resisten terhadap paparan
logam berat dan menyebabkan toksisitas dari logam berat berkurang. Hal ini merupakan cara MT
untuk melindungi sel dari senyawa mematikan (Campagne et al., 2000).

MT disintesis sebagai konsekuensi dari berbagai macam cekaman pada tingkat seluler dan
ditemukan baik pada intraseluler maupun ekstraseluler. Pada tingkat intraseluler, MT dapat
bertindak sebagai penyimpan logam-logam yang esensial, sebagai scavenger reactive oxygen
species (ROS) dan regulator untuk aktifitas transkripsi. Sedangkan keberadaan metallothionein
pada tingkat ekstraseluler berperan sebagai danger signal terhadap kerusakan yang ditimbulkan
pada tingkat seluler (Carpene et al., 2007; Ogra et al., 2008; Pearce ef al., 2008).

Organisme yang hidup diperairan tercemar logam berat menghasilkan MT lebih banyak
dibanding organisme yang tidak terpapar logam berat. Jumlah M1 yang dihasilkan di dalam sel
sangat dipengaruhi oleh jumlah logam berat yang masuk. Semakin banyak logam berat yang ada,
maka produksi MT semakin banyak pula. Selain itu menurut Sevcikova et al. (2013) produksi MT
yang dihasilkan bervariasi tergantung dari jenis kelamin, umur, ukuran tubuh ikan, jenis logam
berat, lamanya pemaparan, sifat kimia-fisik air (pH, suhu, salinitas, DO), dan musim. Pendapat
yang sama juga menyatakan bahwa kemampuan MT untuk mengikat logam berat dipengaruhi
olch faktor species ikan, umur, jenis kelamin, kondisi lingkungan/air, lamanya pemaparan, dan
konsentrasi kadmium (Kovarova ef a/., 2009).

Logam berat diketahui dapat menstimulasi trankripsi gen MT, sehingga keccpatan
produksinya akan meningkat (Klaassen ef al., 2009). Induksi sintesis MT berasal dari pengaturan
ckspresi gen MT yang berasal dari proses transkripsi dan translasi. Peningkatan logam dalam sel
akan disampaikan oleh gen MT melalui aktivasi logam sebagai faktor transkripsi untuk mengikat
logam tertentu (Roesijadi, 1992). ) ' _

Regulasi gen MT oleh logam berat diperantarai oleh inhibitor seng yang berinteraksi
dengan faktor transkripsi secara aktif. Afinitas in vitro dari protein menurun dalam urutan yang
terdiri atas Hg?* > Cu*, Ag*, Bi** Cd* > Pb?* > Zn?* > Co?* (Quaife ef dl., 1994) menunjukkan
bahwa Zn bisa diganti atau di geser oleh logam lain yang pada umumnya dianggap paling toksik.
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BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Terdapat lima (5) bidang/tema riset unggulan Universitas Airlangga yaitu: pertanian,
kesehatan dan obat, sosial ekonomi dan hukum. matematika dan ilmu pengetahuan alam, serta
psikologi dan budaya, dan memiliki 10 otitput/outcome yaitu: HKlI/paten, publikasi itmiah, ilmu
pengetahuan, teknologi, produk, model, kebijakan. seni dan budéya, buku ajar dan pengabdian
kepada masyarakat. Topik penelitian yang sedang diusulkan ini masuk dalam tema pertanian
khususnya menunjang ketahanan pangan seita dengan output/outcome publikasi ilmiah
internasional serta buku ajar.

Hasil penclitian ini akan membc:ikan informasi tentang dampak penggunaan CuSOs
sebagai fungisida pada kegiatan pertaniau serta dalam pengendalian alga dan penyakit dalam -
kegiatan akuakultur agar tidak mengganggu organisme akuatik yang hidup di dalamnya. Dengan

deraikian sekaligus melindungi sumberdaya hayati perairan agar tetap berkembang dengan baik.

Tujuan penelitian ini adalah:

1) Mengetahui respon ikan nila terhadap paparan konsentrasi sublethal Cu.

2) Mengctahui respon respon fisiologis (perubahan kadar ion Na“, K* dan CI- serta tekanan
osmotik serum ikan nila) terhadap kadar Cu.

3) Respon hematologis,

4) Respon metallothioncin,

5) Respom stress oksidatif, dan

6) Besamya tingkat akumulasi Cu ke dalam insang sebagai organ yang pertama kali merespon
adanya Cu. —

Luaran penelitian yang dihasilkan dari penelitian ini adalah:

1) Publikasi internasional yang direncanakan di terbitkan pada jurnal bercputasi satu
paper/tahun. Jurnal yang direncakan akan dituju diantaranya: Acta Ichthyologica et
Piscatoria. Journal of Applied Ichthvology. Marine and Freshwater Behaviour and
Physiology. Chemosphere. Fish Physiology and Biochemistry atau yang lainnya.

2) Buku ajar/teks.
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penclitian akan dilakukan di Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Airlangga Surabaya pada periode 20i8 - 2019.

4.2. Hewan Percobaan

lkan nila (Oreochromis niloticus) strain Jawa Timur dengan nama lokal Jatimbulan yang
berukuran 13-15 cm diperoleh dari Unit Pengelolaan Budidaya Air Tawar (UPBAT) Pandaan,
Pasuruzr Jawa Timur. Sebelum digunakan dalam percobaaan ikan diaklimasi selama | minggu
dengan kondisi laboratorium pada salinitas 0 ppt (air tawar). Selama proses aklimasi, air diganti
setiap dua hari dan diberi aerasi untuk menjaga agar kadar oksigen terlarut tersedia secara layak
bagi ikan nila. Selama aklimasi ikan diberi makan berupa makanan buatan yang berbentuk butiran
(pelet) setiap dua hari sekali. Kotoran dan sisa makanan yang tidak dimakan oleh ikan diambil dari

tcmpat pcmeliharaan dengan cara disifon setiap hari.

4.3. Penelitian Tahap 1
4.3.1. Pembuatan Larvtan Induk Cu

Membuat larutan induk Cu scbesar 1000 ppm yaitu dengan cara mencampurkan 3,9 gram
tembaga sultat CuSO4 (Merck, Darmstadt, Germany) dengan aquademineral sebanyak | L,

kemudian diaduk meraia sampai tidak terdapat endapan.

4.3.2. Rancangan Penclitian

Penclitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor
perlakuan, yaitu waktu paparan (1, 2, 3, 4, dan 5 hari) dan konsentrasi tembaga media (0 mg/L, 1
mg/L. 5 mg/L, dan 10 mg/L). Jumlah ikan yang digunakan sebanyak 5 ekor tiap perlakuan.

Pada masa pemaparan, ikan diberi makanan berupa pelet dua hari sekali dan dilakukan
pengamatan terhadap kondisi air pada media uji yaitu pH, suhu, dan oksigen terlarut (DO). Setelah
tujuh hari pemaparan ikan nila diambil sampel kulit dan sisiknya untuk dilakukan penelitian lebih

lanjut.
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4.3.3. Analisis Kadar Ion dan Osmolalitas dalam Serum
Sebelum pengambilan sampel darah, ikan dibuat pingsan terlebih dahulu dengan minyak
cengkeh, kemudian diukur panjang dan beratnya. Setelah itu. sampel darah diambil menggunakan
syringe berukuran 1 mL yang diinjeksikan pada bagian jantung ikan melalui tubuh bagian dorsal.
Darah yang diperoleh dimasukkan di sample cup dan kemudian dibawa ke Laboratorium Ekologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga Surabaya untuk diuji kadar ion Na™, K™, dan
CI'. Teknik pengambilan darah ini berlaku untuk kedua uji, baik untuk kadar ion maupun uji

tekanan osmotic.

4.3.3.1. Pengukuran Osmolalitas

Dalam melakukan uji osmoregulasi yaitu sampel darah yang telah diperoleh pada tahap
pelaksanaau dipindah ke sample cup. Selanjutnya sampel darah dibawa ke Laboratorium Ekologi
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga dan discntrifugasi dengan kecepatan 3000
pm sclama 10 menit schingga diperoleh serura darah. Kemudian scrum darah dari tabung
centrifuge dipindah ke sample cup yang baru dengan menggunakan pipet. Serum darah dalam
sample cup kemudian dipindah ke microtube dengan dicuplik sebanyak 20 pL untuk diukur nilai
osmolalitasnya dengan menggunakan micro-osmometer (Fiske 210). Nilai osmolalitas scrum
darah yang diperoleh akan dinyatakan dalam satuan mOsm/kg. Nilai osmolalitas media juga diukur

dengan mengambil air pada media uji pada setiap perlakuan.

4.3.3.2. Penguiian kadar ion

Sampel darah yang tclah diperoleh pada tahap pelaksanaan dipindah ke dalam sample cup
kemudian dibawa ke Laboratorium Ekologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga
Surabaya untuk diuji kadar ion Na+, K+, dan Cl-. Sampel darah diperoleh dalam sample cup
kemudian disentrifugasi (Rotofix 32 A) dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit untuk
mendapatkan serum darah. Setelah disentrifuge, serum darah dipindah ke microtube dan
dimasukkan ke dalam alat ISE (Jokoh electrolyte EX-D) untuk diukur kadar ion Natrium (Na*),
Kalium (K*), dan Klorida (CI").
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4.3.4. Pengukuran Parameter Hematologi

Sebelum pengambilan sampel darah, ikan dibuat pingsan dengan larutan cengkeh untuk
kemudian diukur panjang dan berat ikan. Setclah ikan pingsan, darah diambil dengan
menggunakan suntik berukuran 1 m! yang diinjeksikan pada bagian jantung ikan. Jumlah ikan
untuk sampel respon hematologi masing-masing 5 ekor. Darah yang diperoleh dari sampel ikan
untuk untuk respon hematologi dimasukkan di tabung EDTA.

Darah yang telah diambil kemudian diuji dengan menggunakan alat hematology analr=zer
(Sysmex/Mindray) untuk memperoleh data respon . hematologi (kadar hemoglobin, nilai
hematokrit, jumlah sel darah merah, dan jumlah sel darah putih). Sampel darah yang telah
homogen dengan antikoagulan diletakkan di dalam adaptor pada mesin hematology analyzer,
mesin tersebut akan bekerja dan menghasilkan data secara otomatis yang muncul pada layar
hematology analyzer. Data yang dihasilkan kemudian dicatat (atau di print).

4.3.5. Pengukuran Stres oksidatif

Pengukuran stress oksidatif mengikuti kit yang discdiakan oleh perusahan pembuat kit
dengan metode direct ELISA.

4.3.6. Analisis Data
Data yang diperoleh dalam penelitian ini dianalisis secara statistik dengan menggunakan
SPS5 versi 15. Normalitas scbaran data diuji dengan menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov dan
homogenitas data dianalisis menggunakan uji Levene’s test. Untuk mengetahui pengaruh salinitas
‘ Cu terhadap kadar ion serum, osmoregulasi dan respon hematologi ikan nila (Oreocnromis
niloticus) dilakukan analisis ANOVA untuk mengetahui perbedaan antar tiap perlakuan dengan
taraf ketelitian a = 0,05. Jika perlakuan berbeda nyata, maka dilakukan uji lanjutan dengan
menggunakan uji Duncan.

4.4. Penelitian Tahap 2
Pembuatan larutan induk Cu dan rancangan penelitian sama dengan penelitian Tahap |.

Membuat larutan induk Cu sebesar 1000 ppm yaitu dengan cara mencampurkan 3.9 gram
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tembaga sulfat CuSO4 (Merck, Darmstadt, Germany) dengan aquademineral sebanyak 1 L,
kemudian diaduk merata sampai tidak terdapat endapan.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor
perlakuan, yaitu waktu paparan (1, 2, 3, 4, dan 5 hari) dan konsentrasi tembaga media (0 mg/L, 1
mg/L. 5 mg/L, dan 10 mg/L). Jumlah ikan yang digunakan sebanyak 5 ekor tiap perlakuan.

Pada masa pemaparan, ikan diberi makanan berupa pelet dua hari sekali dan dilakukan
pengamatar: terhadap kondisi air pada media uji yaitu pH, suhu, dan oksigen terlarut (DO). Setelah
tujuh hari pemaparan ikan nila diambil sampel kulit dan sisiknya untuk dilakukan penelitian lebih

lanjut,

4.4.1. Penentuan kadar Cu insang ikan nila

Insang ikan nila bagian kanan kirinya diambil dari bagian tubuhnya kemudian sampel
ditimbang sebanyak kurang lebih 1 g dan menambahkan akuades untuk proses destruksi fisik.
Destruksi secara kimia dilakukan dengan memasukkan insang ikan nila ke dalam labu digesti dan
ditambahkan 10 mL HiNO3 pekat dan H2804 pekat. Larutan tersebut dipanaskan sampai tcmperatur
+ 60°C sclama 30 menit. Sclanjutnya didinginkan sclama 5 menit dan ditambahkan masing-masing
HNO:s pekat sebanyak 10 mL. Kemudian dipanaskan sampai mendidih. Larutan dibiarkan selama
5 menit kemudian ditambahkan 1 mL H20: sampai warna jernih. Memindahkan larutan ke dalam
iabung nessler dan ditambahkan lagi akuades hingga 100 mL. Kemudian larutan yang telah

homogen siap uji spcktrofotometer serapan atom (Chudaifah 20 10).

4.4.2. Penentuan kadar metallothionein dalam insang

Insang ikan nila bagian kanan kirinya diambil dari bagian tububhnya kemudian dihancurkan
menggunakan mortar dan alu. Hasil dari penghancuran berupa homogenate yang selanjutnya
dipindahkan ke tabung Eppendorf dan menambahkan sebanyak 300-500 puL buffer ckstrak dalam
keadaan dingin. Setelah itu, menginkubasi homogenate dalam refrigerator selama 30 menit dengan
dishaker sekali selama 10 menit, dan dilanjutkan dengan mensentrifugasi homogenate pada 1600
rpm sclama 10 menit dengan suhu 4°C.

Hasil dari proscs tersebut berupa supernatant, untuk mengendapkan protein non
metallothioneiz maka 1 mL supernatant aliquot dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit,
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kemudian dipindahkan ke tabung Eppendorf baru, dan mensentrifugasi supernatant pada 1400 pm
sclama 10 menit dengan suhu 4°C, dihasilkan pelct yang sclanjutnya ditambahkan scbanyak 100
L PBS pH 7,4 dan diresuspensi sehingga didapatkan metallothionein hasil ekstraksi untuk proses
selanjutnya.

Penentuan kadar metallothionein dilakukan dengan metode ELISA. Tahapan proses
pengujian ELISA scbagai berikut: membuat denah Elisa plate berdasarkan kode sampel dan lokasi
perempatan sampel dan coating buffer dengan kondisi fresh. Selanjutnya membuat couting
antigen yang diencerkan dengan couting buffer dengan kadar antigen yang digunakan (1 :40), yang
diinkubasi pada suhu 4°C semalam. Keesokan harinya plate dicuci dengan PBS Tween 0,2%
sebanyak 100 pL dan dilakukan pengulangan scbanyak 6 kali. Kemudian ditambalikan sebanyak
100 pL antibodi primer anti metallothionein (1:400) dalam assay buffer, elisa plate diinkubasi pada
suhu ruang selama 2 jam dan dishaker menggunakan shaker Elisa plate. Tabap berikutnya
dilakukan proses pencucian dengan larutan PBS Tween 0,2% sebanyak 200 uL dan dilakukan
pengulangan sebanyak 6 kali. Selarjutnya ditambahkan 100 pL antibcdi seckunder IGg biotin anti
rabbit (1:300) dalam assay buffer, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam sambil
dishaker. Selanjutnya dicuci kembali dengan PBS sebanyak 6 kali. Setclah itu mencuci kembali
dengan PBS sebanyak 200 uL dengan pengulangannya 6 kali. Kemudian menambahkan sebanyak
100 pL substrat sure blue TMB microwell pada masing-masing sumuran, diinkubasi selama 20-
30 menit pada ruang gelap. Jika terjadi reaksi antigen dan antibodi maka larutan akan berubah
menjadi biru. Tahapan reaktif, menambahkan 100 pL HCl 1 N untuk menghentikan reaksi
(menunjukkan perubahan wama menjadi kuning). Hasil dikuantifikasi dengan Elisa reader

panjang gelombang 450 nm. Selanjutnya dikonversi dengan kurva standart.

4.4.3. Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini dianalisis secara statistik dengan menggunakan
SPSS versi 15. Normalitas sebaran data diuji dengan menggunakan uji Kolmogorov-Smimov dan
homogenitas data dianalisis menggunakan uji Levene’s test. Untuk mengetahui pengaruh salinitas
Cu terhadap kadar Cu dan metallothionein dalam ikan nila (Oreochromis niloticus) dilakukan
analisis ANOVA untuk mengetahui perbedaan antar tiap perlakuan dengan taraf ketelitian o =
0,05. Jika perlakuan berbeda nyata, maka dilakukan uji lanjutan dengan menggunakan uji
Duncan.
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BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN

0.06
1mg/L m5mg/L ®10mg/L

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

Control D1 D2 D3 D4 D5

Exposure time

Gambar 5.1. Konsentrasi Cu (mg/kg) dalam insang O. niloticus setelah dipapar 1, 5 dan 10 mg
Cu/L.

Lowercase letters (regular) indicate significant differences under Cu exposure to | mg/L (p <
0.05, a < b<c). Lowercase letters (ifalic) indicatc significant differcnces under Cu exposure to 5
mg/L (p < 0.05, a < b<c<d). Capital letters indicate sign.iﬁcanl under Cu exposure to 10 mg/L (p
<0.05, A < B<C<D). The number inside bars denotes a significant difference between different
Cu concentrations under the same day (p < 0.05, 1<2). The data presented are the means of five

determinations.
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Gambar 5.2. Konsentrasi MT (ng/ml) dalam insang O. niloticus setelah dipapar 1, 5 dan 10 mg
Cu/L.

Lowercase letters (regular) indicate significant differences under Cu exposure to 1 mg/L (p <
0.05, a < b<c). Lowercase letters (italic) indicate significant differences under Cu exposure to 5
mg’L (p <0.05 a < b<c<d). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10 mg/L (p
<0.05, A < B<C). The number inside bars denotes a significant difference between different Cu
concentrations under the same day (p < 0.05, 1<2). The data presented are the means of five

determinations.
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Concentration of SOD in gills (mU/ml)
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Gambar 5.3. Konsentrasi SOD (mU/ml) dalam insang O. niloticus setelah dipapar 1, 5 dan 10 mg
Cu/L.

Lowercase letters (regular) indicate significant differences under Cu exposure to 1 mg/L (p <
0.05, a < b<c<d). Lowercasc letters (italic) indicate significant differences under Cu exposure to’
5 mg/L (p <0.05, a < h<c<d). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10 mg/L
(p <0.05, A < B<C<D). The number inside bars denotes a significant difference between

different Cu concentrations under the same day (p < 0.05, 1<2). The data presented are the means

of five determinations.
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Concentration of CAT in gills (nmol/ml)
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Gambar 5.4. Konsertrasi CAT (nmol/ml} dalam insang O. niloticus setelah dipapar 1, 5 dan 10
mg Cu/L.

Lowercase letters (regular) indicate significant differences under Cu exposure to | mg/L (p <
0.05, a < b<c). Lowercase letters (italic) indicate significant differences under Cu exposure to 5
mg/L (p < 0.05, a < h<c). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10 mg/L (p <
0.05, A < B<C<D). The number inside bars denotes a significant difference between different Cu

concentrations under the same day (p < 0.05, 1<2). The data presented are the means of five

determinations.
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Concentration of MDA in gills (nmol/ml)
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Gambar 5.5. Konsentrasi MDA (nmol/ml) dalam insang O. niloticus setelah dipapar 1, 5 dan 10
mg Cu/L.

Lowercase letters (regular) indicate significant differences under Cu exposure to 1 mg/L (p <
0.05, a < b). Lowercase letters (italic) indicate significant differences under Cu exposure to 5
mg/L (p <0.05, a < b). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10 mg/L (p <
0.05, A < B). No significant difference between different Cu concentrations under the same day

(p >0.05). The data presented are the means of five determinations.
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Luaran yang dicapai adalah sebuah paper berjudul:

“Effect of cadmium on plasma melanocyte-stimulating hormone and morphological
changes of melanophore in the cichlid fish Oreochromis niloticus Linnaeus, 1757 at
different salinity levels™ yang disubmir pada jurnal Ecohydrology & Hydrobiology. Bukti

submit dapat dilihat pada lampiran.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana penelitian selanjutnya adalah:

1) Melakukan penclitian lanjutan pengaruh Cu terhadap osmolalitas serum ikan
2) ion serum (Na, K. dan Cl),

3) hematologi (sel darah merah, sel darah putih, hemoglobin, hematokrit)

4) Serta memperbaiki manuscript yang akan dikirim ke jurnal internasional.
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

I) Penelitian ini mengungkapkan bahwa kadar Cu dalam insang dari scmua ikan nila yang
terkena Cu (1, 5 dan 10 mg Cu / L) meningkat secara signifikan sclama beberapa hari
pertama, kemudian secara bertahap menurun, dan mencapai nilai yang sama dengan
kontrol pada D4 -DS.

2) Tingkat MT, SOD, dan CAT dalam insang ikan yang terkena Cu sebanding dengan
akumulasi Cu.

3) Peningkatan MT, SOD dan CAT selama beberapa hari pertama mungkin merupakan
respon adaptif dari hewan terhadap toksisitas Cu. MT mengikat Cu yang meningkat,
scmentara SOD dan CAT mengais radikal bebas yang meningkat karena meningkatnya
kadar Cu.

4) Hasil saat ini menunjukkan bahwa tingkat MDA dalam insang dari semua ikan yang
terpapar Cu tidak berbeda secara signifikan dengan kontrol, menunjukkan sistem
pertahanan antioksidan (SOD dan CAT) dikombinasikan dengan induksi MT yang mampu

sepenuhnya mengais peningkatan ROS, yang mencegah LPO.

7.2. Saran

Melakukan Penelitian lanjutan pengaruh Cu terhadap osmolalitas, ion serum dan parameter

hematoiogi.
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The daily changes of metallothionein and oxidative response in gills

of the cichlid fish Oreochromis niloticus after exposed to copper

Abstract

Copper is an essential element for the aguatic organisms for a number of biological processes,
however, at high concentrations it may be toxic to organisms. In the present study, we
investigated the effects of waterburne copper (Cu) on the levels of metallothionein (MT),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and malodialdehyde (MDA) in gills of fish
Oreochromis niloticus. The Cu concentrations in gills of fish exposed to 1, 5 and 10 mg CwL
were increased significantly at day 1 (D1), then gradually decreased starting from D2 and
reaches the similar value with the controls at D5. A similar tendency has been observed in MT
levels in the gills. All Cu-exposed fish showed the highest level of MT on DI, then decreased at
D3 and a plateau at D4 and D5. The levels of SOD and CAT of gills in all Cu-exposed fish
showed a similar pattem, increased significantly at D1, then gradually decreased starting from
D2, and increased again at D4 and D5. The levels of MDA in gilis of all Cu-exposed fish showed

no significant difference, and h=d relatively similar values with the controls.

Keywords: cichlid fish, Cu, metallothionein, oxidative stress, free radicals
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1. Introduction

Copper is commonly found in aquatic systems as a result of both natural (such as
geological deposits, volcanic activity. weathering and erosion of rocks and soils), and
anthropogenic sources (such as mining activities. agriculture, metal and electrical manufacturing,
and pesticide use) (USEPA, 2007). In most natural waters. copper is usually present at sublethal
concentration, however, in polluted waters, it can reach 0.85-7.75 mg/L (Wong, 1993; Saager et
al., 1997; Soegianto et al., 1999; Boran and Altinok. 2010), and have in some cases been
reported in the 200 mg/L in and near mining areas (Davis and Ashenberg, 1989; Robins et al.,
1997; USEPA, 2007).

Copper is an essentizl element for the aquatic organisms, including fish (Ogino and
Yang, 1980; Satoh et al., 1983). It can be utilized by a number of processes such as cellular
respiration, iron oxidation. pigment formation, connective-tissue biogenesis, peptide amidation,
neurotransmitter biosynthesis, and free-radical defense and cellular metabolism (Solomon and
Lowery, 1993; Pena et al., 1999). However, Cu is also a very toxic element when its cellular
level is elevated (Harris and Gitlin, 1996; Pena et al.. 1999). Body Cu levels, therefore should be
subject to tight homeostatic control in order to guard against deficiency and toxicity (Kamunde et
al., 2002; Bury et al., 2003). The maintenance of body Cu balance involves the strict regulation
of uptake, distribution, metabolism, detoxification and excretion (Kamunde et al., 2002; Wang
and Wang, 2016).

Freshwater fish uptake waterborne Cu mainly through the gills, followed by the skin and
intestine (Carvalho and Fernandes, 2008). It has been kncwn from toxicological studies that
elevated copper concentration in water can lead to increased copper levels in the gills (Grosell

and Wood. 2002). and alters the function of the gills by causing severe ion regulation, gas
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exchange, and excretion of metabolic waste products (Lauren and McDonald, 1987; Reid and
McDonald, 1988; Cerqueira and Fernandes. 2002: Monteiro ct al.. 2009).

Accumulation of metals in organs does not always cause harmful effects as long as the
organisms are able to protect themselves from metal toxicity by increasing excretion,
sequestering among organs and by binding metals with metallothionein (MT) intercellularly
(Bervoets et al., 2013; Nursanti et al.. 2017). Studies suggest that antioxidant may also play an
important role in reducing hazardous effects of metals (Elia et al., 2003; Atli and Canli, 2010;
Saglam et al., 2014). Antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx) and catalase (CAT) are considered vital defenses against reactive oxygen species (ROS)
toxicity due to the change in metal levels (Elia et al., 2003; Atli and Canli, 2010; Wang et al.,
2013; Saglam et al., 2014; Shofiatun et al., 2017). However, when the production of ROS
surpasses the capacity of cells tu generate antioxidant, excessive ROS can provoke oxidative
stress, which induces lipid peroxidation (LPO). Malondialdehyde (MDA) is one of the final
products of LPO and is responsible for cell membrane damage (Rodriguez-Ariza et al., 1999;
Valko ct al., 2006; Shofiatun et al., 2017).

In the present study. we investigated the levels of MT. SOD. CAT and MDA in gills of

fish Oreochromis niloticus after exposure to waterborne copper.

2. Materials and methods
2.1. Fish acclimation and determination 96-h LCsyof copper

The fish O. niloticus. approximately 10.7 £ 0.4 cm length and 15.2 + 0.6 g weight were
obtained from a commercial farm in Pasuruan. East Java Province, Indonesia. The fish were

transferred 10 the laboratory of Department of Biology, Universitas Airlangga, Indonesia, and
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kept for two weeks for adaptation in a large fiberglass tank (250 L) supplied with a continuous
flow of dechlorinate freshwater (FW) through gravel, sand and sponge filter. lilumination was
maintained at 12 h light, 12 h dark cycle using fluorescent tubes as a light sources. During the
acclimation fish were fed twice a day to satiation with Takari commercial pellets (30% protein.
3% fat and 4% fiber). Before used as experimental animals, fish were starved 48 h. A static
bioassay was performed to determine the median lethal concentration (96h LCsp) of Cu to O,
niloticus. Fish were exposed to nominal copper conceatrations: 0 (control), 2.5, 5, 10, 20, 40 and
80 mg/L in 63 L plastic tanks (each tank contains 50 L of testing media). A stock solution of Cu
(10600 mg/L) was prepared by dissolving 3.845 g CuS0,4.5H,0 (Merck, Germany) in 1000 mL
deionized water. Each tark contained 10 fish in duplicate. During the toxicity test, media were
aerated continuously, but was not renewed. The fish were not fed during the toxicity test.
Regular observations were made, and fish mortality was recorded daily. The 96 h LCsy and 95%
confidence intervals were calculated using the trimmed Spearman-Karber method (Putranto et
al., 2014). The 96 h LCs, and 95% confidence intervals of Cu to O. niloticus were 26.02 (20.89-
32.41) mg/L. The Cu concentrations used in this study were 1, 5 and 10 mg/L. According to the
ccotoxicological point of view, these concentrations can potentially be found by fish in their

natural environment (USEPA 2007).

2.2. Effects of Cu on levels of MT, SOD, CAT and MDA

After acclimation, the fisk (180 individuals) were randomly selected from the holding tank
and distributed among 36 tanks. Each tank contains 50 L of selected testing media: 1, 5 and 10
mg Cu/L, and the control (without Cu). There were five fish per tank in duplicate. The

experiment was conducted in a static system with 80% test solutions being renewed every 48 h.
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The experiment lasted for five days. Five fish were randomly collected from each treatment (with
Cu) every day (D1, D2, D3, D4, and D5). and five individuals in the control group (D0). Before
sacrificed, fish were anesthetized with 200 mg/L clove solution (Soegianto et al., 2017). then the

gills were sampled for MT, SOD, CAT and MDA measurement.

2.3. Water quality

Thz temperature was measured using mercury in glass thermometer (°C), pH using a pH
meter (Hanna Model HI 981502, China), and the dissolved oxygen (DO) using DO meter
(Lutron DO 5510, Taiwan). The values of temperature, pH, and dissolved oxygen during the

experiment were 27-29 °C, 7.65 - 8.10 and 7.0 — 7.5 mg L, respectively.

2.4. Determination of Cu

After the fish were sacrificed, the gills were dissected and stored at -20°C until a Cu
determination as described by Ruaeny et al. (2015). Prior to the analysis, the gills were thawed at
room temperature and then kept in the oven at 65° C for 48 h to a constant weight. The dried
sample was then ground into a fine powder using agate mortar and pestlc. Approximately 2 g of
the honiogenized tissue sample was thoroughly homogenized and digested using 5 ml
concentrated HNO; at 100° C for 3 h in the microwave digester (Mars 6). After cooling. the
sample was diluted to 50 ml with deionized water. An aliquot was taken for Cu detection using
an atomic absorption spectrometer (Analitik Jena, ZEEnit 700). Cu concentrations were
expressed as mg/kg dry weight (dw). Analytical blanks were run in the same way as the samples.
and concentrations were determined using standard solutions prepared in the same acid matrix.

The accuracy of the Cd determination was verified using dogfish muscle reference material
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(DORM-2) provided by the National Research Council of Canada (Ottawa, Canada), with Cu

recovery of 109% and detection limit of 0.002 mg/kg dw.

2.5. Determination of MT, SOD, CAT and MDA

The sandwich-ELISA was used to measure MT. SOD. CAT. and MDA. The
measurement protocol followed the instructions from Bioassay Technology Laboratory. All
micro-titer plates provided in the kits were pre-coated with an antibody specific to MT, SOD,
CAT, and MDA respectively.

On the last day of the experiment, the fish were sacrificed, the gills were carefully
excised, weighed, and minced into small pizces, rinsed thoroughly in ice~cold phosphate-
buffered saline (PBS. 0.01M. pH=7.4) to remove excess blood and stored at -20°C until analysis
(<5 days). Tissue pieces were weighed and homugenized in PBS with a motorized mini
handheld homogenizer on ice. The homogenates were then centrifuged at 3000 RPM for 20
minutes to obtain the supernatant.

To measure the levels of MT, SOD, CAT. and MDA, all samples experienced the
following treatments: 50 pl of standard, and 40 pul sample was added to cach well, then

-immediately 10 pl of a biotin-conjugated anti-Fish (MT. SOD. CAT and MDA respectively)
antibody was added to each well, then 50 pl of streptavidin horseradish was added to sample and
standard well and mixed well. The plate was then covered with a sealer provided by kit
manufacture and incubated for 60 minutes at 37°C.

After conducting the above procedure. the plates were aspired, washed 5 times with wash
buffer. and then soaked with wash buffer (approximately 350 uliwell) for one minute. Any

remaining wash buffer was removed by aspirating or decanting. Further, 50 uL of substrate
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solution A and 50 uL of substrate solution B were added to each well. Then the wells were
covered with new sealers and incubated for 10 minutes at 37°C in the dark. To terminate the
enzyme reaction. 50 pL of stop solution was added to each well, the blue color will change into
vellow immediately. The optical density of each well was determined using an automatic
microplate reader (Bio-Rad. model iMark. Japan) at 450 nm within 10 minutes after adding the
stop solution. The concentrations of MT, SOD, CAT and MDA were determined using the
appropriate standard curves and data were expressed as ng/ml for MT and SOD, mU/mi for

CAT, and nmol/ml for MDA,

2.6. Statistical Analysis

Prior to statistical analysis, all data were tested for normality of distribution using the
Kolmogorov-Smimov test. Then the data were subject to one-way ANOVA to evaluate effects of
waterborne Cu exposure on level of Cu. MT. SOD. CAT and MDA in gills respectively. When
significant differences were detected (p<0.05), Duncan test was used to determine which

treatment is resulting in significant effects at a significance level of 0.05.

3. Results

The leveis of Cu in gills of fish aflet exposed to 1, 5 and 10 mg Cu/L is presented in
Figure 1. Compared to control group, the Cu concentrations in gills of all Cu-exposed fish were
increased significantly at D1, then gradually decreased starting from D2 to D4, and its
concentration reaches the similar value with the control at D5. At D2, the Cu level in gills of fish
exposed to | mg Cw/L. was higher than those in fish exposed to 5 and 10 mg Cuw/lL.

The levels of MT in gills of all Cu-exposed fish gradually increased starting from D1 to
D2. then decreased at D3 and reached an apparent plateau at D4 and D5. The Cu levels of gills of
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fish exposed to 10 mg Cuw/L on D4 ard D5 were higher than those exposed to 1 and 5 mg CwlL.
At D5, only fish exposed to 1 mg Cw/L showed no significantly different with the control group
(Figure 2).

The levels of SOD of fish exposed to all Cu concentrations increased significantly at D1
compared to the control, then gradually decreased from D2 to D3, increased again at D4 and D5
(Figure 3). The levels of SOD of all treatments on D5 were higher than those of the controls.

Compared to the contro, the levels of CAT of gills increased significantly at D1 in fish
exposed to all Cu concentrations. Then the values gradually decreased from D2 to D3, and
increased again at D4 and D5. The levels of CAT of all Cu-exposed fish on D5 were higher than
the control group (Figure 4).

The levels of MDA in gills of fish exposed to all Cu concentrations showed no significant

difference (Figure 5). Their levels were relatively similar to the control.

4. Discussion

The concentrations of Cu in gills of fish exposed to three Cu concentrations increased
significantly on the first dav (D1), then gradually decreased, and reached the same value with the
controi on D5. The highest value of Cu in gills on the first day (D1) afier exposure to all Cu
concentrations could be the initial shock phase of animal in resbonse the waterborne Cu. This
phase usually corresponds to a period of physical damage, primarily occurs in the gills, and
results the disturbances of internal physiological homeostasis. This damage phase is usually
short-timed (McDonald and Wood 1993). In our study, depending on the level of waterborne Cu,
the recovery phase starts on D2, and takes place between two and four days. however at D5 the

Cu level in gills of all Cu-exposed fish reached the control value. A similar pattern was observed
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in the gills of juvenile of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Cu uptake increased during the
first 1-2h of radiolabelled copper incubation, after 2h, branchial *Cu level decreased
considerably (Grosell and Wood, 2002). Recovery usually begins in conjunction with the
increase in biosynthetic process (such as elevated protein synthesis. mitosis) which support to
improve the tissue damage and to correct the physiological disruptions (McDonald and Wood
1993; Mc Geer et al., 2000). Inherent within the recovery phase is the massive production of
metal binding protein such as MT (Bradley et al., 1985; Hogstrand and Wood, 1996) to impede
the harmful effect of metal (McGerr et zl., 2000). Hogstrand and Haux ( 1591) prompted that if
metal ions enter the cell, the synthesis of MT will increase, and homeostasis wi!l b restored by
aggregation of mefal into MT. MT has been proposed to reduce Cu toxicity in fish by
sequestering Cu away from metabolically important enzyme systems (Lauren and McDonrald
1987). The present study showed that the induction of MT in gills was proportional with the
accumulated Cu, however, its increase was one day slower than the increase of Cu in the gills.
Starting from D3, the level of MT gradually declined, and showed the plateau at D4 and D5,
however, at D5 its level was still higher than the control. The kigher level of MT in gills of D5
than the control, suggesting that it is in a temporary state of MT imbalance. and might indicate
that MT regulation is not yet down-regulated. The present study revealed that Cu did not induce
serious gill damage for at least five days of Cu expoéure. Apparently MTs are involved in
regulating the Cu as an essential metal, and the MT binding capacity to Cu has not been
exceeded (Brown and Parsons, 1978; Coyle et al. 2002). MT can also act as non-toxic metal
reserves for metalloenzyme synthesis. protect against ionizing radiation and play an important

role as an antioxidant (Di Giulio and Meyer. 2008: Simonato et al.. 2016).
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Accumulation of metal leads to enhanced ROS level leading the damage of cellular
constituent (Lushchak 2011: Shofiatun et al. 2017). in organism, ROS are continuously produced
and eliminated to maintain a balance of ROS concentration. ROS are generally under tight
control of antioxidant defense system (Valko et al. 2006). The levels of SOD and CAT as the
vital first-line defenses against ROS toxicity in gills of fish exposed to all Cu concentrations
increased significantly on D1. then gradually decreased on D2 and/or D3, and increased again on
D4 and D5. The levels of SOD and CAT on DS were still higher than the controi. Our results
suggest that Cu exposure might increase significantly free radicals in the first few days a_nd lead
to the production of ROS causing oxidative stress in fish. It is likely that the enhancement of
SOD and CAT was an adaptive response of the animal to Cu toxicity and served to neutralize the
impact of increased ROS generation (Valko et al. 2006; Lushchak 201 1; Shofiatun et al. 2017;
Abdel-Tawwat and Hamed 2018). Carvalho et al. (2015) revealed that SOD and CAT had the
prominent roles in the scavenging of free radicals to protect the organisms from oxidative stress.
SOD is an early produced antioxidant to protect ceils against superoxide anions (O,™) by
decomposing this superoxide radicals to hydrogen peroxide (H,0,) and O, (Liuetal. 2014;
Carvalho et al., 2015). CAT decomposed H,O, to non-toxic H»0 and O, (Romeo et al. 2000;
Wang et al.. 2013; Carvalho et al.. 2015). While. the decrease of SOD and CAT on D3 may be

" attributed to the inactivation of these enzymes and the inhibition of de novo enzyme protein
synthesis after continuous and high production of these enzymes in the first few days in response
the Cu stress (Verma and Dubey 2003). or some other antioxidants such as glutathione
peroxidase. glutathione, and glutathione-related enzymes may be active to scavenge ROS

(Fatima and Ahmad 2005: Valko et al. 2006; Wang et al., 2008; Liu et al. 2014). Furthermore,
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since the levels of Cu in gills on D5 were not significantly different with DO (the control), higher
levels of SOD and CAT on D5 suggested that these enzymes were not yet down-regulated.

When production of ROS in cell exceeds the antioxidant generation, excessive ROS can
destroy biomolecules through free radical attaches to polyunsaturated fatty acid side chains in
cell membranes and leads to LPO (Rodriquez-Ariza et al., 1999). LPO is a highly destructive
process that increases the rigidity and decrease the fluidity of cellular membranes (Wey and
Yang 2015). It has been reported that the levels of MDA increased as a result of oxidation of
lipoprotein and lipids in cell membranes during oxidative stress (Moghaddam et al. 2015; Abdel-
Tawwab and Hamed 2018). The current results showed that the level of MDA in gills of all Cu-
exposed fish were not significantly different with the control. Regarding to the present MDA
values. we suggest that although Cu exposure resulted in the generation of ROS and antioxidant
defense systems (SOD and CAT), however, these defenses combined with the increase in the MT

response were able to completely scavenge the increased ROS, which prevent to LPO.

5. Conclusion

The present study revealed that the levels of Cu in gills of all Cu-exposed tilapia (1, 5 and
10 mg Cu/l.) increascd significantly during the first few days, then gradually decreased, and
reached the same value with the control at D4-D5. The levels of MT, SOD, and CAT in gills of
Cu-exposed fish were proportional with the accumulated Cu. The enhancements of MT, SOD
and CAT during the first few days might be the adaptive response of the animal to Cu toxicity.
MT binds the elevated Cu, while SOD and CAT scavenge the increased free radicals due to the
increasing level of Cu. The current results showed that the level of MDA in gills of all Cu-

exposed fish were not significantly different with the control, suggesting the antioxidant defense
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systems (SOD and CAT) combined with the induction of MT were able to completely scavenge

the increased ROS, which prevent to LPO.
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Figure 1. Concentration of Cu (mg/kg) in gills of ¢). niloticus after exposed to 1, 5 and 10 mg
Cu/L. Lowercase letters (regular) indicate significant di erences under Cu exposure to 1 mg/lL
(p < 0.05. a < b<c). Lowercase letters (izalic) indicate significant di _erences under Cu exposure
to 5> mg/L (p <0.05. a < b<c<d). Capital letters indicate significant under Cu exposure to [0
mg/L (p < 0.05. A < B<C<D). The number inside bars denotes a significant di erence between
dierent Cu concentrations under the same day (p < 0.03, 1<2). The data presented are the

means ol five determinations.
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Figure 2. Concentration of MT (ng/ml) in giiis of O niloticus afier exposed to 1. 5 and 10 mg
Cu/l.. Lowercase letters (regular) indicate significant di erences under Cu exposure to | mg/l.
(p <0.05. a <b<c). Lowercase letters (iralic) indicate significant di erences under Cu exposure
o 5> mg/l. (p <0.05. a < h<c<d). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10
mg/L (p < 0.05. A < B<C). The number inside bars denotes a significant di  erence between

di erent Cu concentrations under the same day (p < 0.05. 1<2). The data presented are the

means of five determinations.
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Figure 3. Concentration of SOD (mU/ml) in gills of O. niloticus after exposed to I, S and 10 mg
Cu/L. Lowercase letters (regular) indicate significant di erences under Cu exposure to | mg/L
(p < 0.05, a < b<c<d). Lowercase letters (italic) indicate significant di._ erences under Cu
exposure to > mg/L. (p < 0.05, @ < b<c<d). Capital letters indicate significant under Cu exposure
to 10 mg/L (p < 0.05, A < B<C<D). The number inside hars denotes a significant di._ erence
between di  erent Cu concentrations under the same day (p < 0.05, 1<2). The data presented are

the means of five determinations.
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Concentration of CAT in gills (nm.ol/ml)
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Figure 4. Concentration of CAT (nmol/ml) in gills of O. niloticus after exposed to 1.5 and 10
mg Cu/L. Lowercase letters (regular) indicate significant di ~ erences under Cu exposure to |
mg/L (p <0.05. a < b<c). Lowercase letiers (italic) indicate significant di _erences under Cu
exposure to 5 mg/L (p < 0.05, a < h<c). Capital letters indicate significant under Cu exposure to
10 mg/L (p <0.05, A < B<C<D). The number inside bars denotes a significant di  erence
between di' ¢rent Cu concentrations under the same day (p <0.05, 1<2). The data presented are

the means of five determinations.
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Concentration of MDA in gills (nmol/ml)
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Figure 5. Concentration of MDA (nmol/ml) in gills of O. niloticus afier exposed to 1, 5 and 10
mg Cu/L.. Lowercase letters (regular) indicate significant di erences under Cu exposure to |
mg/L (p < 0.05. a <b). Lowercase letters (iralic) indicate significant di _erences under Cu
exposure to S mg/L (p < 0.05. a < h). Capital letters indicate significant under Cu exposure to 10
mg/L (p < 0.05, A <B). No significant di erence between di 'erent Cu concentrations under the

same day (p >0.05). The data presented are the means of five determinations.
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