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RINGKASAN

Moh. Awaludin Adam Program Doktoral Pascasarjana Universitas
Brawijaya 2015. Potensi Ekspresi Biomarker Pada I|kan Gambusia
(Gambusia affinis) yang Terpapar Logam Berat (Studi Kasus Sungai
Wangi dan Kadmium) Komisi Pembimbing; Ketua: Prof. Ir. Yenny Risjani,
DEA., Ph.D. Anggota: Prof. Dr. Ir. Maftuch, MSi. dan Dr. Yuni Kilawati,
SPi., MSi.

Kondisi lingkungan disekitar aliran sungai Wangi apabila dilihat dari
kondisi eksistingnya sangat memprihatinkan dengan banyaknya sampah yang
terdapat di sepanjang aliran. Baik dari sampah pemukiman maupun sampah
pertanian, sedangkan dari industi kebanyakan berupa limbah cairan. Hasil
identifikasi sumber pencemar dibagi menjadi 3 (tiga) area kajian yaitu area kajian
I (limbah pabrik/industri), area kajian Il (limbah pemukiman) dan area kajian Il
(limbah pertanian). hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution
index (PI), jumlah indeks pencemaran rata-rata (Pliarata) pada sungai Wangi =
5,503 yang berarti kondisi sungai Wangi termasuk pada klasifikasi “cemar
sedang’.

Salah satu biota sebagai biomonitoring di aliran sungai Wangi adalah lkan
Gambusia (Gambusia affinis). lkan gambusia mampu bertahan hidup dan
berkembang biak pada lingkungan yang tercemar limbah. lkan Gambusia
dikelompokkan dalam spesies invasive asing dengan ciri-ciri  memiliki
kemampuan adaptasi yang tinggi terhadap perubahan lingkungan dan mampu
berkembang biak dengan cepat. Dalam mengamati efek yang terjadi, khususnya
cemaran logam berat cadmium pada ikan gambusia, perlu dilakukan
pengamatan toksisitas kadmium di laboratorium.

Nilai toksisitas letal (LCs0-96 jam) Cd?* pada ikan gambusia (Gambusia
affinis), yaitu sebesar 0,03+0,009 mg/L yang dapat dikategorikan kedalam
golongan dengan daya racun yang sedang (medium toxic); Paparan logam berat
cadmium menyebabkan meningkatnya aktivitas protease pada ikan gambusia
0,2-0,3 mmol/ml/menit; Pengamatan pada histopatologi memperlihatkan adanya
perubahan hyperplasia tulang rawan hyalin, proliferasi sel mukus, hipertropi sel
klorid, hyperplasia lamella sekunder dan fusi lamella sekunder; dan paparan akut
Gambusia affinis Cd** dapat menyebabkan perubahan histopathology organisme.
Cd** (bahkan pada konsentrasi lingkungan) mungkin memiliki dampak negatif
pada beberapa proses biokimia yang terhubung dengan produksi spesies
oksigen reaktif dan radikal bebas dalam organisme ikan.

Menurut hasil pemeriksaan dan pemindaian secara scanning elektron
mikroskopi, efek paparan kadmium pada luas permukaan CC dan kepadatannya
pada gambusia muda dengan hasil terdapat kerenggangan antara luas
permukaan dan kepadatan CC; Selain itu ditemukan hasil bahwa kadmium pada
sitoskeleton insang gambusia, dan terutama pada filamen aktin- mengalami
perubahan morfologi dengan adanya penyerapan dari paparan kadmium; dan
Paparan terhadap Kadmium menyebabkan stres oksidatif pada insang ikan
Gambusia melalui peningkatan enzim SOD, CAT, MDA, GPx, GSH dan H202.

Mekanisme penyerapan kadmium memasuki ekosistem perairan melalui
aktivitas antropogenik dan biotranspormasi yang berlangsung di insang.
Mekanisme penyerapan terjadi secara homeostasis dan mengganggu
metabolisme ion lainnya dengan menghasilkan hypocalcaemia dan
hiperglikemia. Ikan Gambusia mampu mengakumulasi dan menganalisa dampak
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paparan kadmium pada insang di sitoskeleton, chloride sel dan macropinositosis.
Ikan menggunakan insang sebagai organ utama dalam pernapasan. Proses
pernapasan berlangsung dalam insang melalui osmosis dan difusi. Organ insang
memiliki kemampuan bioavailabilitas terhadap kondisi lingkungan. lon dan logam
berat terfiltrasi dalam organ insang. Sehingga insang juga mampu
mengakumulasi logam berat dan ion yang masuk dalam tubuh. Akumulasi logam
berat cadmium dalam tubuh ikan terjadi pada organ insang, hati dan ginjal.
Pendeteksian akumulasi cadmium dapat dilakukan dengan  biomarker
metallotionein (MT). Proses penyerapan cadmium terjadi pada protein dalam
organ insang. Ekspresi MT menggambarkan tingkat serapan cadmium dan
instrument diagnostic pada ikan.
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SUMMARY

Moh. Awaludin Adam Doctoral Programme Pascasarjana Universitas Brawijaya
2015. Study Express of Biomarker Potential at Gambusia Fish (Gambusia affinis)
as Detector of Cadmium (Cd) Pollutant. Promotor; Prof. Ir. Yenny Risjani, DEA.,
Ph.D. Co-Promotor: Prof. Dr. Ir. Maftuch, MSi. And Dr. Yuni Kilawati, SPi., MSi.

The environmental conditions around the Wangi river flow when viewed
from the existing conditions are very concerning with a large amount of waste
found along the stream. Both from residential waste and agricultural waste, while
the industry mostly consists of liquid waste. The results of identification of
pollutant sources a divided into 3 (three) study areas, namely study area |
(factory / industrial waste), study area Il (residential waste) and study area Il
(agricultural waste). The results of data analysis using the pollution index (PI)
method, the average pollution index (PIR) on the Wangi river = 5.503, which
means that the condition of the Wangi river belongs to the classification of
"moderate pollutants.”

One biota as biomonitoring in streams Wangi is Gambusia fish (Gambusia
affinis). Gambusia fish can survive and breed in waste-polluted environments.
Gambusia fish a grouped in foreign invasive species with the characteristics of
having high adaptability to changes in the background and being able to
reproduce rapidly. In observing the effects, in particular, heavy metal cadmium
contamination in fish gambusia, need to be observed toxicity of cadmium in the
laboratory.

Lethal toxicity value (LC50-96 hours) Cd2 + in gambusia fish, which is
equal to 0.03 £ 0.009 mg / L which a categorized into groups with moderate
toxicity (medium toxic). Exposure to heavy metals cadmium causes increased
protease activity in fish. gambusia 0.2-0.3 mmol /ml/min; Observations on
histopathology showed changes hyalin cartilage hyperplasia, mucus cell
proliferation, cell hypertrophy chloride, secondary hyperplasia lamellae, and
secondary lamellae fusion; and acute exposure Gambusia affinis Cd2 + can
cause changes in the organism histopathology. Cd2 + (even at concentrations
environment) may hurt some of the biochemical processes associated with the
production of reactive oxygen species and free radicals in the organism of fish.

According to the results of scanning and scanning electron microscopy,
the effect of exposure to cadmium on the CC surface area and its density in
young adults with results there is a gap between surface area and CC density.
Also found results that cadmium on gill gambusia cytoskeleton, and especially on
the actin filaments morphologic change with the absorption of cadmium
exposure. Exposure to Cadmium causes oxidative stress on the gills of fish
Gambusia through increasing SOD, CAT, MDA, GPx, GSH, and H202.

The mechanism of absorption of cadmium enters the aquatic ecosystem
through anthropogenic activity and biotransformation that takes place in the gills.
The arrangement of incorporation occurs by homeostasis and interferes with
another ionic metabolism by producing hypocalcemia and hyperglycemia.
Gambusia fish can accumulate and analyze the effects of exposure to cadmium
on the gills in the cytoskeleton, cell chloride, and macropinocytosis. Fish use gills
as the principal organ in breathing. The breathing process takes place in the gills
through osmosis and diffusion. Gill organs have the ability to bioavailability of
environmental conditions. lons and heavy metals filtered in gill organs. So that
the gills are also able to accumulate heavy metals and ions that enter the body.
Accumulation of heavy metal cadmium in the shape of the fish occurs in the gills,

Xi



liver, and kidneys. Detection of cadmium accumulation to done by biomarker
metallothionein (MT). The process of absorption of cadmium occurs in proteins in
the gill organs. Expression of MT describes the level of uptake of cadmium and
diagnostic instruments in fish.
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KATA PENGANTAR

Dengan memanjatkan puji syukur ke hadirat Allah SWT, atas limpahan rahmat
dan hidayah-Mu penulis dapat menyajikan tulisan disertasi yang berjudul :
POTENSI EKSPRESI BIOMARKER PADA IKAN GAMBUSIA (Gambusia
affinis) YANG TERPAPAR LOGAM BERAT (STUDI KASUS SUNGAI
WANGI| DAN KADMIUM). Di dalam tulisan ini, disajikan pokok-pokok bahasan
yang meliputi identifikasi dan analisa cemaran limbah Cd sebagai bahan
pencemar dan akibat yang ditimbulkan pada ikan gambusia dalam kasus
pencemaran yang terjadi di aliran sungai Wangi yang dilakukan dengan langkah-
langkah (a) mendapatkan hasil analisa profil serta model hubungan Cd pada ikan
gambusia dengan Cd pada lingkungan (b) mendapatkan hasil analisa toksisitas
dan memperoleh data tingkat toksik ambang lethal Cd terhadap ikan gambusia
(c) menentukan pengaruh level dosis sub kronis pada ukuran ikan gambusia
yang berbeda terhadap pertumbuhan dan mendapatkan ekspresi kuantitatif dan
kualitatif metallotionein pada insang dan hati lkan gambusia (d) menentukan ikan
gambusia sebagai potensi biomonitoring pencemaran logam berat Cd di sungai
Wangi. Sangat disadari bahwa dengan kekurangan dan keterbatasan yang
dimiliki penulis, walaupun telah dikerahkan segala kemampuan untuk lebih teliti,
tetapi masih dirasakan banyak kekurangtepatan, oleh karena itu penulis
mengharapkan saran yang membangun agar tulisan ini bermanfaat bagi yang
membutuhkan.

Malang,

Penulis
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Spektrofotometri Serapan Atom adalah salah
satu jenis analisa spektrofometri dimana dasar
pengukurannya adalah pengukuran serapan
suatu sinar oleh suatu atom, sinar yang tidak
diserap, diteruskan dan diubah menjadi sinyal
listrik yang terukur

Berat suatu molekul dalam satuan massa atom
(sma)

Teknik pencitraan optik untuk meningkatkan
resolusi optik dan kontras dari mikrograf dengan
cara menambahkan Ilubang jarum spasial
ditempatkan di confocal bidang lensa untuk
menghilangkan out-of-focus cahaya

Air yang mengalir pada suatu kawasan yang
dibatasi oleh titik-titik tinggi dimana air tersebut
berasal dari air hujan yang jatuh dan terkumpul
dalam sistem tersebut

Rapid test atau uji cepat dalam mendeteksi atau
mengkuantifikasi jumlah antibodi atau antigen
melawan virus, bakteri, atau bahan lain

Metode untuk mendeteksi protein di dalam sel
suatu jaringan dengan menggunakan prinsip
pengikatan antara antibodi dan antigen pada
jaringan hidup

Logam kebiruan yang lunak, termasuk golongan Il
B table berkala dengan konfigurasi elekron [Kr]
4d105s2. unsur ini bernomor atom 48, mempunyai
bobot atom 112,41 g/mol dan densitas 8,65 g/cm3
Reaksi hidrolisis antara Cd dan Nitrit dalam
perairan sehingga menghasilkan senyawa asam
Konsentrasi yang menyebabkan kematian pada
50% binatang percobaan

Protein dengan berat molekul rendah (4-8 kDa),
kaya akan sistein (25-33%), tidak memiliki asam
amino aromatik, bersifat mengikat logam berat,
serta diketahui berperan dalam homeostasis dan
detoksifikasi ion-ion logam

Sebuah metode untuk mendeteksi protein pada
sampel jaringan.  Imunoblot = menggunakan
elektroforesis gel untuk memisahkan protein asli
atau perubahan oleh jarak polipeptida atau oleh
struktur 3-D protein
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pertumbuhan dan perkembangan industri yang semakin pesat
merupakan dampak dari era globalisasi yang terjadi sekarang ini. Namun,
perkembangan industri yang tidak terkontrol dan kurangnya kesadaran dari
pelaku industri tentang pentingnya menjaga kelestarian  lingkungan, menjadi
penyebab kerusakan lingkungan. Masalah terbesar seiring perkembangan
industri tersebut, adalah pembuangan limbah ke aliran sungai. Limbah inilah
yang diperkirakan menjadi penyebab utama terjadinya pencemaran lingkungan
perairan.

Permasalahan timbul apabila terjadi pencemaran lingkungan pada suatu
wilayah perairan, terkait dampak yang sangat merugikan bagi kehidupan
organisme di wilayah tersebut. Pencemaran yang diakibatkan limbah industri
akan menimbulkan banyaknya akumulasi bahan pencemar dalam perairan.
Bahan-bahan pencemar dari limbah industri banyak mengandung limbah logam
berat. Seperti penelitian yang telah dilakukan oleh Duruibe, et.al., (2007) dengan
hasil bahwa sebagian besar bahan-bahan pencemaran logam berat banyak
mengandung zat beracun antara lain raksa (Hg), kadmium (Cd), krom (Cr),
timbal (Pb), tembaga (Cu). Lebih lanjut Priadi, et.al., (2014) melaporkan bahan-
bahan beracun tersebut merupakan hasil akhir dari proses produksi baik sebagai
bahan baku, bahan katalisator maupun bahan utama dalam kegiatannya.

Logam berat dalam limbah akan terbawa oleh aliran air, selanjutnya akan
terserap dalam substrat dan tubuh ikan, kemudian dalam tubuh ikan akan diikat

oleh protein thionein yang disintesis dalam hati. Selanjutnya akan disebarkan ke



seluruh tubuh melalui mekanisme peredaran darah dalam tubuh ikan (Soemirat,
2005). Salah satu cemaran yang utama adalah logam berat Cd yang memiliki
daya toksik tinggi dan bersifat merugikan bagi kesehatan lingkungan perairan,
terutama ikan (Wang, et.al, 2014). Logam berat Cd akan terakumulasi pada

organ hati dan ginjal ikan. Logam berat Cd dapat menimbulkan perubahan pada
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struktur jaringan, steroid, telur dan sperma pada ikan seperti ikan carp (Cyprinus
carpio) dan Rainbow trout dan beberapa hormon sintetis lainnya pada testis
(Levit, 2010).

Salah satu kasus pencemaran perairan yang sedang hangat terjadi yaitu
kasus pencemaran aliran air sungai Wangi. Sungai Wangi merupakan aliran
sungai yang melintasi Kecamatan Pandaan dan Kecamatan Beji, tepatnya
melewati Desa Wangi Kecamatan Beji Kabupaten Pasuruan. Seperti- yang
dilansir dari Badan Lingkungan Hidup (BLH) Kabupaten Pasuruan tahun 2015
bahwa kondisi sungai Wangi mulai tercemar lagi sama seperti kasus
pencemaran dalam beberapa tahun sebelumnya. Kadar logam berat akan
semakin meningkat dengan adanya pencemaran di aliran air dan semuanya
akan bermuara di laut. Limbah yang didalamnya banyak kandungan logam berat,
biasanya berasal dari kegiatan industri, pemukiman dan pertanian (Maslukah,
2010).

Permasalahan dan kasus di atas menggambarkan bahwa sudah banyak
penelitian yang mengkhususkan studi tentang analisis pencemaran logam berat
diperairan baik perairan sungai maupun perairan laut. Namun secara khusus
studi tentang analisa dan identifikasi logam berat khususnya Cd dalam kasus

pencemaran yang terjadi di Sungai Wangi, Desa Beujeng, Kecamatan Beji,

S

Kabupaten Pasuruan belum teridentifikasi. Padahal pencemaran Cd bisa sangat

NIVERSITA

berbahaya bagi manusia dan lingkungan perairan. Soemirat, (2005)
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memaparkan bahwa kasus yang pertama kali dilaporkan terjadi di Jepang yang
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menimbulkan penyakit itai-itai sebagai akibat dari keracunan kronis pada nelayan
dan keluarganya akibar logam berat Cd dan mengakibatkan kematian sampai
100 jiwa manusia.

Kasus pencemaran yang terjadi tersebut tidak berlebihan apabila timbul
kekhawatiran akan berpengaruh terhadap kesehatan masyarakat yang
bertempat tinggal di kawasan DAS Wangi. Hal tersebut akan berpengaruh
terhadap aktivitas masyarakat yang menggunakan air sungai Wangi untuk
kebutuhan sehari-hari banyak juga warga yang memanfaatkan hasil tangkapan
ikan (pancing) di aliran sungai Wangi.

Berbagai jenis organisme diketahui dapat mengakumulasi logam berat
dalam jumlah besar seperti ikan, kerang-kerangan, tanaman disekitar sungai dan
bahkan pada mikroorganisme. Namun dalam kajian ini akan lebih difokuskan
terhadap akumulasi logam berat yang terjadi pada ikan, dimana sepanjang aliran
sungai Wangi ikan yang banyak dan bisa dijadikan monitor adalah ikan
Gambusia (Gambusia affinis). Pendekatan inilah yang menjadi dasar penelitian
untuk pengembangan proses-biomonitoring dengan memanfaatkan kemampuan
aktivitas biosorpsi (biomarker) melalui metabolisme pada organ insang ikan
Gambusia. Menurut Araujo, et.al., (2009) ikan dari famili Poecilidae merupakan
salah satu jenis ikan air tawar yang hidup bebas diperairan dan tersebar luas di
daerah tropis. lkan tersebut mudah beradaptasi dan memiliki toleransi tinggi
terhadap rentang suhu dan salinitas, bahkan terhadap perairan yang tercemar.

Biomonitoring yang memanfaatkan potensi biomarker dalam organ ikan
Gambusia mampu dijadikan suatu indikator untuk menganalisis tingkat cemaran
Cd yang terjadi di sungai Wangi. Bioakumulasi logam berat Cd dalam tubuh ikan
sebagai penanda/biomarker terdapat pada organ insang, hati dan ginjal mereka

(ATSDR, 2008; EPA, 2002; Levit, 2010). Sehingga kajian ini akan lebih
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difokuskan pada penelusuran penggunaan biomarker pada ikan Gambusia
sebagai monitoring pencemaran di aliran sungai Wangi.

Monitoring yang dilakukan pada kualitas lingkungan aliran sungai wangi
menjadi suatu alasan untuk melakukan percobaan pada tingkat laboratorium
terkait seberapa besar pengaruh cemaran Cd yang masuk melalui lingkungan
menuju ke biota. Besarnya pengaruh tersebut akan mampu diamati dan diketahui
bilamana dilakukan suatu percobaan dan pengamatan dalam lingkungan yang
terkontrol. Pengaruh yang diharapkan bisa untuk diamati yang paling penting
adalah terhadap organ vital dari ikan gambusia yaitu insang. Pengamatan yang
sangat diperlukan adalah efeknya terhadap histologi, kadar paparan cemaran,
enzim yang bekerja dalam melakukan proses penangkalan dan respon terhadap

imunitas dari ikan tersebut dilihat dari kerja enzim yang ada pada organ insang.

1.2 Rumusan Masalah

Proses pencemaran lingkungan dari kandungan logam berat memiliki
efek biotoksik dalam biokimia tubuh yang menjadi perhatian penting pada ilmu
pengetahuan. Logam-logam berat banyak dihasilkan dari sumber antropogenik
seperti kegiatan pertambangan dan kegiatan industri. Bahan-bahan beracun
tersebut bersifat toksik (beracun) dalam proses oksidasi yang masuk ke dalam
perairan (Duruibe, et.al., 2007).

Pengujian pengaruh cemaran logam berat Cd pada perairan sudah
pernah dilakukan dengan identifikasi pada pengujian protein MT-1 yang terdapat
dalam hati bulu babi (Deadema setosum) dan dapat dijadikan sebagai
biomonitoring pencemar bahan beracun dari logam berat di perairan pada tingkat
molekuler (Rumabhlatu, et.al., 2013).

Secara alamiah, unsur logam berat terdapat dalam perairan namun

jumlahnya sangat rendah. Kadar ini akan meningkat apabila jumlah limbah yang
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mengandung logam berat juga meningkat dan masuk ke dalam perairan
sehingga menjadi racun bagi organisme perairan (Hutagalung dan Razak, 1982).
Secara fisiologis, ikan yang terpapar logam berat dapat menyerap melalui rantai
makanan maupun secara difusi pasif melalui-membran organ luar ikan termasuk
kulit dan insang (Siregar, et.al., 2012). lkan yang hidup pada perairan yang
mengandung logam berat akan mengakumulasi logam berat secara pasif sejalan
dengan proses absobrsi (Purnawan, et.al., 2013).

Pengujian tingkat akumulasi logam berat pada organ ikan yang berbeda
seperti hati, insang dan otot sangat perlu dilakukan. Insang dan hati merupakan
indikator penilaian akumulasi logam berat. Konsentrasi logam berat di insang
menggambarkan besarnya konsentrasi di perairan, konsentrasi pada hati
menggambarkan penyimpanan logam berat. Evaluasi logam berat yang masuk
ke dalam tubuh organisme dapat dilakukan dengan menentukan jumlah logam
berat terakumulasi pada organisme (Beitinger, 1990).

Biomarker atau biological markers atau marka biologis adalah suatu
teknik pengukuran spesimen biologis yang dapat menjelaskan hubungan antara
pemaparan lingkungan dan timbulnya kerusakan atau dampak buruk pada
organisme (CBM-NRC, 1992). Penggunaan biomarker digunakan - untuk
mendeteksi dan memantau keberadaan logam berat di dalam perairan. Selain
itu, dapat juga digunakan sebagai penanda jumlah logam berat yang terserap ke
dalam tubuh organisme dan toksisitas serta pengaruh yang ditimbulkan pada
sistem biologis organisme pada kadar tertentu. Kajian biomarker dapat dijadikan
sebagai awal pengendalian terjadinya pencemaran karena dengan adanya
biomarker pada organisme maka upaya pengendalian pencemaran ekosistem
perairan bisa diatasi.

Selain itu perlu juga dilakukan kajian terhadap efek yang terjadi karena

adanya paparan logam berat tersebut yang terjadi dilingkungan perairan. Lebih



jelasnya terkait tentang proses kerusakan dan efek yang ditimbulkan sangat
diperlukan sebuah percobaan dan pengamatan pada skala laboratorium. Kondisi
yang terkontrol pada laboratorium akan mempermudah dalam pengamatan dan

lebih spesifik terhadap efek yang ditimbulkan, baik terhadap tingkat kerusakan
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organ, proses penangkalan yang terjadi terhadap paparan logam berat serta
respon yang terjadi terhadap imunitas dari organ yang terpapar tersebut.
Berdasarkan hal tersebut di atas, maka dapat dirumuskan beberapa
permasalahan dalam penelitian sebagai berikut :
1. Bagaimana status kualitas lingkungan sungai Wangi yang teraliri cemaran
limbah berdasarkan indeks pencemaran pada lingkungan?
2. Berapa batas dosis akut Cd (LCg96 jam) dan dosis subkronis (28 hari)
pada ikan gambusia?
3.. Bagaimana efek paparan dosis lethal akut dan dosis sub kronis pada lkan
Gambusia terhadap respon imun dari proses sitotoksisitas pada organ

insang?

1.3 Tujuan

1.3.1 Tujuan Umum
Mengidentifikasi dan menganalisis cemaran limbah paling berpengaruh
pada aliran sungai Wangi sebagai bahan pencemar dan akibat yang

ditimbulkan pada ikan Gambusia

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengidentifikasi kualitas lingkungan sungai Wangi yang teraliri
cemaran limbah berdasarkan indeks pencemaran pada lingkungan
2. Menganalisa data tingkat toksik ambang lethal akut dan subkronis

paparan logam berat paling berpengaruh (cadmium) terhadap lkan

BRAWIJAYA
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3. Menentukan efek paparan dosis lethal akut dan dosis sub kronis pada
lkan Gambusia terhadap respon imun dari proses sitotoksisitas pada

organ insang

1.4 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kegunaan yang meliputi tiga

hal pokok sebagai berikut :

1. Kegunaan bagi dunia pendidikan/ilmu pengetahuan
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan dalam mengkaji
atau melakukan kegiatan penelitian tentang akumulasi dan acuan
biomonitoring limbah Cd pada ikan Gambusia.
2. Kegunaan bagi masyarakat
Hasil penelitian diharapkan mampu memberikan manfaat bagi
masyarakat terutama dalam menyikapi permasalahan yang timbul
dalam kehidupan sehari-hari, yang tergolong menjadi :
a. Kegunaan umum
Meningkatkan  perhatian Pemerintah Daerah  Kabupaten
Pasuruan termasuk Badan Lingkungan Hidup dan Bapedalda
dan instansi terkait lainnya terhadap penanganan limbah industri
b. Kegunaan khusus
Memberikan informasi yang bermanfaat bagi masyarakat
mengenai kualitas air di aliran sungai sehubungan dengan
pemanfaatan dan aktivitas masyarakat di sekitar sungai
3. Kegunaan bagi industri/pabrik
Sebagai acuan bagi kegiatan industri untuk selalu memperhatikan
pengolahan limbah dalam proses produksi sebelum limbah tersebut

dibuang ke perairan.
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1.5 Kebaharuan Penelitian

Penelitian-penelitian mengenai analisis dan laju akumulasi logam berat
memang bukan hal yang baru, demikian juga tentang bioakumulasi yang terjadi
pada ikan. Namun sejauh ini belum ada penelitian yang membahas tentang
pencemaran di aliran sungai Wangi secara umum, dan cemaran limbah Cd
secara khusus. Selain itu belum ada penelitian yang mempopulerkan tentang
ikan Gambusia sebagai ikan model dalam bioindikator cemaran limbah logam
berat dan efek sitotoksisitas serta kemampuan detoksifikasi yang terjadi pada

organ insang.
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2.1 Hasil Penelitian Terdahulu

Studi sebelumnya dan data terbaru dari sungai Wangi (penelitian
pendahuluan) mengindikasikan bahwa kandungan logam berat yang terdapat
pada aliran sungai Wangi sudah melebihi ambang batas. Beberapa logam berat
yang diindikasikan dalam kadar melebihi ambang batas tersebut antara lain
logam berat cadmium (Cd), timbale (Pb) dan merkuri (Hg). Dari hasil
pengamatan awal tersebut, logam berat paling tinggi yang mencemari aliran
sungai Wangi adalah logam berat Cd, baik pada sampel air, sedimen maupun
biota ikan Gambusia.

Tabel 2.1. Hasil Penelitian Terdahulu tentang Topik yang Sama

Nama Peneliti Hasil Penelitian

Eisler 1985; 2000; e Kadmium adalah logam yang tidak memiliki sifat
Kadmium Hazard pada menguntungkan dalam mendukung kehidupan yang
Ikan secara biologis kurang bermanfaat

e Pada konsentrasi rendah kadmium beracun bagi
semua kehidupan, termasuk tumbuhan, ikan, burung,
mamalia (Termasuk manusia), dan mikroorganisme

e Bisa menyebabkan kanker, cacat lahir dan mutasi

genetic
Borgmann et.al., 2005 ¢ Di perairan yang tidak tercemar, konsentrasi
Nordberg et.al., 2007 kadmium alami umumnya kurang dari 1 ug/L atau 1
ATSDR, 2008 bagian per Miliar (ppb)
Kasus Pencemaran e Uji toksisitas komparatif terhadap 63 logam berat,
Lingkungan oleh Racun  kadmium adalah logam yang paling beracun
Kadmium e Dalam bentuk unsur kadmiumnya tidak rusak tapi

bisa berubah bentuk menjadi senyawa yang
berbeda. Beberapa spesies dapat mengikat kuat
partikel tanah atau sedimen, tergantung pada
keasaman air di sekitarnya

Edmonds dan Peplow e Sumber kadmium lainnya adalah batubara dan

2000;2004 bahan bakar fosil dan serpihan hasil pembakaran
Dampak Pencemara atau bisa juga dilepas ke atmosfir saat letusan
Kadmium pada vulkanik serta sisa limbah industri, pertanian dan

lingkungan dari hasil
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pertambangan

EPA, 2000
Cadmium Compounds
Hazard

Dallinger et.al., 1996
Hansen et.al., 2002
Laju MT pada
Akumulasi Cadmium di
ikan arctic pada
perairan dingin

Yudkovski et.al., 2008
Kuantitatif Evaluasi IHK
pada MT Ikan yang
terpapar Cadmium

Ngatidjan, 1997
USEPA, 2002

Uji Toksisitas Cadmium
pada Hewan Uji

rumah tangga

Kadmium dan logam lainnya yang dihasilkan dari
lokasi penambangan bisa mencemari air minum dan
sumber air lainnya

Akumulasi logam berat Cd oleh organisme di tubuh
mereka akan menjadi beban dalam tubuh kemudian
akan dimakan oleh organisme lainnya dalam rantai
makanan yang terjadi pada perairan dan sebagainya,
sehingga  kadmium ~ akan = terakumulasi = dan
biomagnify dalam makanan Rantai

Sumber toksisitas kadmium yang paling  mungkin
terjadi adalah makanan yang terkontaminasi
Kontaminasi logam berat di perairan mendapat
perhatian khusus karena logam berat bersifat
persisten dan toksik

Orang yang rutin mengonsumsi kerang dan daging
ikan (liver dan ginjal) kemungkinan besar akan
meningkatkan paparan cadmium

Kadmium terakumulasi di ginjal, hati, dan insang ikan
air tawar

Akumulasi kadmium di organ ini nampaknya terkait
dengan adanya ikatan molekul kadmium yang
disebut metallothioneins

Spesies ikan sering merespons secara berbeda
terhadap dampak lingkungan yang sama

akumulasi kadmium ikan yang tinggi (Arctic char)
hasil penyerapan logam berat yang meningkat pada
insang dari air terjadi karena alkalinitas rendah
Alkalinitas berperan dalam apa dan di mana
Kadmium dan logam lainnya menumpuk, sehingga
metallothionein hati didominasi oleh tembaga dan
seng meskipun kadar kadmium tinggi di ginjal

Peran dari Metallothionein dalam akumulasi ikan
ditunjukkan dengan baik

Akibatnya, di perairan yang cenderung memiliki
alkalinitas rendah, ikan dapat menyerap kadmium
lingkungan pada tingkat yang lebih tinggi
dibandingkan dengan perairan alkalinitas yang
sebanding

Jumlah kematian hewan uji dipakai sebagai ukuran
untuk efek toksik suatu bahan (kimia) pada
sekelompok hewan uji.

Jika dalam hal ini hewan uji dipandang sebagai
subjek, respon berupa kematian tersebut merupakan
suatu respon diskretik

Pengamatan terhadap efek ini dilakukan untuk
menentukan jumlah respon dari suatu respon
diskretik (all or none response) pada suatu kelompok
hewan uji

Respon yang bersifat diskret itu dapat berupa
kematian, aksi potensial, dan sebagainya.
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Santoso, 2006; e Toksisitas janin tampak dari berkurangnya berat
Nadem Ali, 2007 badan janin yang tidak bertahan hidup. Data ini
Teratology in Zebrafish sering digunakan sebagai penyokong dalam menilai
Embryos teratogenisitas toksikan tersebut

¢ Gangguan perkembangan individu dalam embrio
menyebabkan kelainan antara lain kelahiran dengan
berat badan tidak normal.

¢ Individu yang mengalami malformasi (kecacatan)
umumnya lebih kecil dibandingkan individu normal.

2.2 Landasan Teori
2.2.1 - Aliran Sungai Wangi

Sungai merupakan perairan mengalir (lotik) yang dicirikan oleh arus yang
searah dan relatif kencang, dengan kecepatan berkisar 0,1-1,0 m/detik, serta
sangat dipengaruhi oleh waktu, iklim, bentang alam (topografi dan kemiringan),
jenis batuan dasar dan curah hujan (Mulyanto, 2007). Semakin tinggi tingkat
kemiringan, semakin besar ukuran batuan dasar dan semakin banyak curah
hujan, pergerakan air semakin kuat dan kecepatan arus semakin cepat.
(Newson, 1997). Sungai sebagai penampung dan penyalur air yang datang dari
daerah hulu atas, akan sangat terpengaruh oleh tata guna lahan dan luasnya
daerah aliran sungai, sehingga pengaruhnya akan terlihat pada kualitas air
sungai (Odum, 1996).

Sungai yang menerima bahan pencemar mampu memulihkan diri (self
purification) dengan cepat, terutama terhadap limbah penyebab penurunan kadar
oksigen (oxygen demanding wastes) dan limbah panas (Miller, 1975).
Kemampuan sungai untuk memulihkan diri sendiri-dari pencemaran dipengaruhi
oleh (1) laju aliran air sungai, (2) berkaitan dengan jenis bahan pencemar yang
masuk ke dalam badan air (Miller, 1975). Daerah pengaliran, topografi, tumbuh-
tumbuhan dan geologi mempunyai pengaruh terhadap debit banjir, debit

pengaliran dasar dan seterusnya (Sosrodarsono dan Takeda, 2003).
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Pemerintah memperhatikan manfaatnya sungai yang tidak kecil dalam
kehidupan, maka untuk pelestariannya dipandang perlu melakukan pengaturan
mengenai sungai yang meliputi perlindungan, pengembangan, penggunaan dan
pengendalian sungai dari segala bentuk pencemaran yang berakibat rusaknya
dan tidak berfungsinya kembali sungai yang tidak sesuai dengan kualitas
sebenarnya (Subagyo, 2005). Sungai sebagai sumber air, sangat penting
fungsinya dalam pemenuhan kebutuhan masyarakat dan sebagai sarana
penunjang utama dalam meningkatkan pembangunan nasional (Odum, 1996).
Sungai Wangi merupakan aliran sungai yang bersumber dari sungai prigen dan
bermuara di aliran sungai Bangil Pasuruan. Potensi pencemaran berasal dari
limbah pabrik, rumah tangga (perumahan) maupun dari limbah pertanian (BLH

Pasuruan, 2015; Adam dan Maftuch, 2016).

2.2.2  Pencemaran Kadmium (Cd)
A. Toksisitas

Toksisitas adalah suatu keadaan yang menandakan adanya efek
toksik/racun yang terdapat pada bahan sebagai sediaan single dose atau
campuran (USEPA, 2002). Toksisitas ini diteliti pada hewan percobaan yang
menunjukkan evaluasi keamanan dari kandungan kimia untuk penggunaan
produk rumah tangga, bahan tambahan makanan, kosmetik, obat-obatan, dan
sediaan biologi (Paget,1970).

Uji toksisitas dilakukan untuk mendapatkan informasi atau data tentang
toksisitas suatu bahan (kimia) pada hewan uji (USEPA, 2002). Uji toksisitas
merupakan efek yang merugikan yang timbul segera sesudah pemberian suatu
bahan sebagai dosis tunggal, atau berulang yang diberikan dalam 24 jam
(Ngatidjan,1997). Uji toksisitas dirancang untuk menentukan atau menunjukkan

secara kasar median lethal concentration (LCso) dari toksikan. LCs ditetapkan
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sebagai tanda statistik pada pemberian suatu bahan sebagai dosis tunggal yang

dapat menyebabkan kematian 50% hewan uji (Frank,1996).

B. Pencemaran Logam Berat Kadmium (Cd)
1. Pencemaran Logam Berat

Logam berat yang sangat berbahaya dalam pencemaraan di perairan
yaitu Hg, Pb, Cd, Cu dan Zn (Maslukah, 2010). Dimana logam berat tersebut
banyak digunakan dalam kegiatan industri seperti pabrik tekstil, cat farmasi dan
kimia, pestisida, detergen, percetakan, alat-alat besar dan limbah dari kegiatan
manusia lainnya (Novarianto, 2008; Soegianto, et.al., 2008). Beberapa jenis
industri_dan kegiatan yang potensial sebagai sumber pencemar logam berat,
seperti : galangan kapal, percetakan, farmasi dan kimia, cat, pelapisan logam,
baterai, pabrik seng, pengantongan semen, stasiun BBM Pertamina, pasar dan
pengalengan ikan (Loganathan, et.al., 2008). Buangan limbah pabrik dan
kegiatan tersebut ke perairan umumnya tanpa melalui proses pengolahan
terlebih dahulu (Mokoagouw, 2008).

Walaupun dilakukan pengolahan limbah, umumnya tidak memadai
sehingga menyebabkan pencemaran perairan bahan kimia tersebut (Cheraghi,
et.al., 2012). Pembuangan air industri dan kegiatan secara terus menerus bukan
saja mencemari badan air tetapi menyebabkan pula terkumpulnya logam berat di
sedimen dan biota perairan bahkan dapat sampai pada manusia (Min dan Kang,
2013). Suatu proses produksi dalam industri memerlukan suhu tinggi seperti
pertambangan, pemurnian minyak, pembangkit tenaga listrik dan energi minyak,
pengecoran logam (Wang, et.al., 2014). Proses tersebut banyak mengeluarkan
limbah pencemar, terutama pada logam-logam yang relatif mudah menguap dan
larut dalam air seperti Hg, Pb, dan Cd (Darmono 1995; Soegianto dan Hamami,

2007).
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Ditambahkan Mokoagouw, (2008) bahwa peristiwa yang menonjol dan
dipublikasikan secara meluas adalah peristiwa pencemaran merkuri (Hg) yang
menyebabkan “Minamata Disease” dan Kadmium (Cd) yang menyebabkan “Itai-
itai Disease” pada orang disekitar daerah pencemaran. Karena sifat fisika, kimia
senyawa Hg, Pb, Cd, Cu dan Zn yang relatif sukar didegradasi, waktu paruh
biologis yang relatif lama dan afinitasnya yang besar terhadap gugus protein
organisme hidup, maka logam tersebut akan mudah diabsorbsi dan terakumulasi
pada organisme air, kerang dan ikan kemudian mengalami peredaran seterusnya
(secara ekologis) (Wang, et.al., 2004).

Siklus peredaran Cd di alam, peredarannya normal sebelum dikenal
sebagai bahan kimia untuk industri, namun siklus keseimbangannya terganggu
setelah adanya campur tangan manusia dalam kegiatan penambangan dan
pemanfaatan secara global (Goldwater and Clarkson 1972). Logam berat
mempunyai afinitas yang tinggi terhadap sulfur, sehingga terjadi ikatan pada
setiap kesempatan (Saeni 1995).

2. Logam Berat Kadmium (Cd)

Kadmium (nama latin' cadmia) adalah suatu unsur kimia dalam tabel
periodik yang memiliki lambang Cd dan nomor atom 48, berat atom 112,4, titik
leleh 321°C, titik didih 767°C dan memiliki masa jenis 8,65 g/cm3 (Widowati
et.al.,, 2008). Kadmium adalah logam berwarna putih perak, lunak, mengkilap,
tidak larut dalam basa, mudah bereaksi, serta menghasilkan Kadmium Oksida
bila dipanaskan (Hooda, 2004). Kadmium (Cd) umumnya terdapat dalam
kombinasi dengan klor (Cd Klorida) atau belerang (Cd Sulfit). Kadmium
membentuk Cd2+ yang bersifat tidak stabil (Colantonio dan Kim, 2016).

Logam kadmium (Cd) mempunyai penyebaran yang sangat luas di alam.
Berdasarkan sifat-sifat fisiknya, kadmium (Cd) merupakan logam yang lunak

ductile, berwarna putih seperti putih perak (Darmono, 1995). Logam ini akan
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kehilangan kilapnya bila berada dalam udara yang basah atau lembab serta
cepat akan mengalami kerusakan bila dikenai uap amoniak (NHs) dan sulfur
hidroksida (SO,). Berdasarkan pada sifat kimianya, logam kadmium (Cd)
umumnya mempunyai bilangan valensi 2+, sangat sedikit yang mempunyai
bilangan valensi 1+ (Soegianto, et.al., 1999). Bila dimasukkan ke dalam larutan
yang mengandung ion OH, ion-ion Cd?* akan mengalami proses pengendapan.
Endapan yang terbentuk dari ion-ion Cd** dalam larutan OH biasanya dalam

bentuk senyawa terhidrasi yang berwarna putih (Palar, 2004).

3. Mekanisme Penyerapan Logam

Penyerapan melalui saluran pencernaan hanya beberapa persen saja
tetapi jumlah logam yang masuk melalui saluran pencernaan biasanya cukup
besar walaupun penyerapannya relatif kecil. Proses dalam tubuh hewan, logam
di serap oleh darah berkaitan dengan protein darah yang kemudian
didistribusikan ke seluruh jaringan tubuh. Akumulasi logam yang tertinggi
biasanya dalam organ detoktifikasi (hati) dan ekskresi (ginjal). Jaringan-jaringan
tersebut biasanya logam juga berkaitan dengan berbagai jenis protein enzim
maupun protein lain yang disebut metaloenzim (Connel dan Miller, 2006).
Menurut Darmono  (2001), kemampuan organisme air dalam menyerap
(absorpsi) dan mengakumulasi logam berat masuk kedalam jaringan tubuh
melalui beberapa cara yaitu melalui saluran pernapasan (insang), saluran
pencernaan dan difusi permukaan kulit. Penyerapan logam melalui pernafasan
biasanya cukup besar, baik pada organisme air yang masuk melalui insang

mapun hewan darat yang masuk melalui debu di udara ke saluran pernafasan.

4. Efek Pencemaran Kadmium
Cd merupakan salah satu logam berat yang bersifat racun dan merugikan

bagi semua organisme hidup, bahkan juga berbahaya untuk manusia (Johri,
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et.al., 2010). Dalam badan perairan, kelarutan Cd dalam konsentrasi tertentu
dapat membunuh biota perairan (Fagerberg, et.al., 2016). Biota-biota yang
tergolong bangsa udang-udangan (crustacea) akan mengalami kematian dalam
selang waktu 24 - 504 jam pada rentang konsentrasi antara 0.005-0.15 ppm,
bangsa serangga (insecta) akan mengalami kematian dalam selang waktu 24-
672 jam dalam rentang konsentrasi antara 0.003-18 ppm, Oligochaeta selang
waktu 24-96 jam dengan rentang konsentrasi antara 0.0028-4.6 ppm (Lestari dan
Edward, 2004).

Cd merupakan salah satu logam transisi utama yang memiliki efek
toksisitas pada organisme akuatik (Soegianto, et.al., 1999). Percobaan yang
telah dilakukan pada juvenile udang putih (L. vanamei) menunjukkan bahwa Cd
dengan dosis 30 mg/kg yang diinduksi memberikan peningkatan yang signifikan
pada berat tubuh, laju pertumbuhan dan perubahan pada hepatopankreas
(struktur OFL). Cd yang diinduksikan hepatotoksisitas terakumulasi di seluruh
tubuh dan meningkat drastis pada metalothionein hepatopankreas (Yu, et.al.,
2015).

2.2.3. Biologi lkan Gambusia
A. Klasifikasi lkan Gambusia

Ikan Gambusia (Gambar 2.1;2.2) merupakan dari ikan genus Gambusia,

nama ilmiahnya (Gambusia affinis). Adapun klasifikasi ikan Gambusia menurut

Webb, et.al., (2007) sebagai berikut:

Filum : Chordata
Sub Filum : Vertebrata
Kelas . Pisces
Sub Kelas : Teleostei
)>
Ordo : Cyprinodonoidi
Sub Ordo : Poecilioidei Gambar 2.1. lkan Gambusia Betina
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Family : Poecilidae

Subfamily : Poeciliinae

Supertribe : Poeciliini

Tribe : Gambusiini

Genus : Gambusia

Spesies : Gambusia affinis Géréwm

Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2017

Nama umum dari - ikan ini adalah Gambusia, eastern gambusia,
mosquitofish, plague minnow, top minnow, dengan nama lokal ikan Gatul atau
ikan cetul. Tubuh yang bulat, warna kehijauan sampai cokelat dan keabu-abuan
pada sisi dorsal hingga bagian perut. Pola warna tersebut dapat berubah menjadi
warna pucat dengan kondisi lingkungan yang semakin dangkal dengan substrat
berpasir dan berlumpur (Webb, et.al., 2007).

Betina berukuran lebih besar dari jantan (maksimal ukuran masing-
masing 8 dan 3,5 cm) (Specziar, 2004). Betina Gambusia hampir mirip dengan
betina guppi (Poecillia reticulata) karena tidak memiliki sirip panjang seperti pada
pejantannya, meskipun memiliki sirip yang jelas sementara gambusia memiliki
sirip yang ditandai dengan bintik kecil gelap (Vargas dan de Sostoa, 1996).
Betina mendominasi dalam populasi karena umurnya lebih pendek dari jantan (1
tahun;2 tahun) dan terdapat perbedaan preferensi habitat pada jantan (Webb,
et.al.,, 2007).

Jantan memiliki sirip ekor yang termodifikasi semakin panjang untuk
membentuk sebuah tubular gonopodium sebagai transfer sperma ke betina.
Guppi jantan memiliki kesamaan dengan Gambusia jantan dalam ukuran dan
morfologi kecuali jantan gambusia kurang ekstensi ke dorsal atau sirip ekor dan

guppi jantan memiliki pola warna cerah yang khas (Webb, et.al.,, 2007).
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B. Habitat lkan Gambusia
Ikan ini lebih menyukai aliran air yang lebih hangat, mengalir pelan dan
antara vegetasi di badan air yang cenderung dangkal (Webb, etal., 2007).

Spesies ini memiliki toleransi terhadap ekologi yang sangat luas dan memiliki
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kemampuan untuk bertahan hidup yang panjang dalam kondisi lingkungan yang
keras dan mempertahankan populasi pada habitat suboptimal (Otto, 1973).
Spesies ini dapat bertahan pada suhu antara 0,5 dan 38°C untuk adaptasi
populasi pada suhu dingin maupun panas (Webb, et.al., 2007).

Selain itu, spesies ini juga memiliki toleransi yang kuat terhadap salinitas
antara 0 — 25 ppt serta mampu hidup pada perairan dari hulu sampai hilir sungai
yaitu daerah muara dekat laut (Nordile dan Mirandi, 1996). lkan Gambusia
memiliki sistem reproduksi yang aktif pada suhu 18 — 34 °C dan hidup pada
konsentrasi oksigen terlarut (DO) yang rendah 0,2 mg/L (McKinsey dan
Chapman, 1998; Webb, et.al., 2007).

C. Potensi Biomonitoring

Spesies dari ikan ini dikenal secara global sebagai biokontrol untuk larva
nyamuk. Gambusia ikut berperan dalam menurunnya jumlah spesies ikan di
dalam dan luar Australia sebagai predator telur dan larva nyamuk dengan
perilaku yang agresif sehingga mempengaruhi pola makan dan perilaku
reproduksi. Kebiasaan gambusia yang menggigit sirip pada ikan lain- merupakan
cara untuk menekan pertumbuhan dari spesies lainnya dan dapat menyebabkan
infeksi oleh bakteri dan jamur sampai terjadi kematian. Gambusia juga dapat
mempengaruhi kualitas air dengan mengurangi populasi zooplankton sehingga

memicu pertumbuhan fitoplankton yang dapat menyebabkan kurangnya pakan
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alami (Webb, et.al.,2007).
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carbamazepine (CBZ) yang dianalisis spesies G. affinis yang ditangkap di daerah
tercemar dari sungai Suquia (Cordoba-Argentina). Pengamatan pada pola
akumulasi  dari spesies ikan menunjukkan jalur yang berbeda untuk
bioakumulasi. Hasilnya menunjukkan bahwa pada insang dan otot ikan bisa
memetabolisme CBZ melalui jalur CBZ-EP (Valdes, et.al., 2016).
D. Biomarker
1. Pengertian Biomarker

Dalam arti luas biomarker atau biological markers atau marka biologis
adalah suatu teknik pengukuran spesimen biologis yang dapat menjelaskan
hubungan antara pemaparan lingkungan dan timbulnya kerusakan atau dampak

buruk pada organisme (CBM-NRC, 1992).

Habitat Hila

Tinggi

Penurunan Keanekaragaman

Kemampuan Reproduksi Hilang

Imunitas Menurun

Ukuran Tubuh Menurun

Laju Pertumbuhan Menurun

Mutasi Jaringan Tubuh

Kehilangan Keseimbangan Enerji

Kepentingan EKkologis

Abnormalitas Fisiologis

Patologi Sel
Perubahan Tingkah Laku

Perubahan Indeks Sitologi

Awal Akhi
wa Signal Dampak/Tekanan r

Gambar 2.3. Beberapa contoh signal dampak pada sistem biologi akibat
pemaparan lingkungan terhadap berbagai stressor (Broeg et al.,
2005).
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Dalam biomarker, respon biologis yang diukur adalah level terendah dalam
organisasi biologis, seperti: respon-respon molekuler, biokimiawi dan fisiologis,
sehingga hasil yang diberikan bersifat jangka pendek dan sangat sensitif yang

merupakan respon organisme terhadap stressor di dalam lingkungan (Langston
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et al.,, 2007). Walaupun juga memberikan respon yang relatif sensitif terhadap
stressor lingkungan (Gambar 2.3) dan relevansi ekologis yang tinggi, hamun

sifatnya jangka panjang (Broeg et al., 2005).

2. Keutamaan Biomarker

Pemberian suatu toxicant dalam konsentrasi yang memadai dapat
menghasilkan suatu respon. berlanjut, yang diawali dengan pemaparan dan
kemungkinan dapat menghasilkan perkembangan suatu penyakit (Hagger et al.,
2006). Peristiwa ini bermula dengan pemaparan eksternal, lalu diikuti dengan
pemantapan konsentrasi internal yang berujung pada sampainya kontaminan
pada suatu titik rawan (Chambers et al., 2002). Hal ini kemudian diikuti oleh
perubahan-perubahan, yang umumnya buruk atau tidak diinginkan, pada titik
rawan tersebut, baik perubahan yang dapat balik (reversible) maupun yang tidak
dapat balik (irreversible), dan perkembangan kondisi penyakit yang dapat

dengan mudah dikenali (Depledge, 1989) (Gambar 2.4).

Pemahaman yang lebih baik terhadap kondisi penyakit yang ditimbulkan
oleh bahan kimia meningkatkan jumlah biomarker spesifik dan bermanfaat dalam
ekstrapolasi pada spesies lainnya (Handy et al., 2003). Menjadi suatu kenyataan
bahwa semakin cepat kita mengetahui dampak pada suatu titik rawan, maka

prediksi terhadap ancaman bahaya atau penyakit akan lebih sensitif. Namun
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dalam banyak kasus, mekanisme pasti tentang bagaimana suatu toksikan
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sehingga indikator-indikator non-spesifik harus dipakai dalam penggunaan
biomarker (Galloway et al., 2004).
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Gambar 2.4. Ketidakseimbangan vs cacat sebagai indikator toksisitas bahan
kimia pencemar (diadopsi dari Depledge, 1989).
2.2.4 Metallothionein (MT)

Metallothionein merupakan protein pengikat logam (metal-binding protein)
yang memiliki fungsi dalam proses pengikatan logam di dalam jaringan setiap
mahkluk hidup. Biomarker merupakan akhir dari uji ekotoksikologi yang
menunjukkan efek pada organisme hidup. Salah satu kunci fungsi dari biomarker

adalah sebagai tanda peringatan dini, dari suatu pengaruh senyawa toksik

S

secara biologi dan biomarker dipercaya sebagai respon pada sub organisme

(molekuler, biokimia dan phisiologi) reaksi awal sebelum respon terjadi pada
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Metallothionein berfungsi sebagai biomarker pencemaran logam berat, sehingga
dapat digunakan sebagai alat untuk monitoring lingkungan perairan yang
tercemar logam berat seperti Cd, Pb dan Hg (Dewi et al., 2014).

Metallothionein merupakan protein yang sangat akurat sebagai indikator
pencemaran di suatu perairan. Hal ini didasarkan pada suatu fenomena alam di
mana logam-logam dapat terserap di dalam jaringan tubuh organisme yang
dimungkinkan karena adanya protein tersebut. Dengan demikian, metallothionein
merupakan protein pengikat logam (metal-binding protein) yang berfungsi dan
berperan dalam proses pengikatan/penyekapan logam di dalam jaringan setiap
mahluk hidup (Lasut, 2002). Sifat utama dari MT adalah mengandung 26-33%
asam amino cysteine (Cys) serta tidak mempunyai asam amino aromatik atau
histidin. MT merupakan protein (polipeptida) yang mempunyai massa molekul
yang kecil (4-8 kDa). MT = adalah protein yang terkonservasi, yang ditemukan
tidak hanya pada berbagai tingkat jaringan/organ (misalnya hati, ginjal, insang,
testis, usus, otot, plasma, eritrosit, sel-sel epitelial dan urine) tetapi ditemukan

juga pada sitoplasma dan nukleus yang ada pada tiram (Anwar, 2008).

a. Ekspresi Metallothionein (MT)

Ekspresi protein metallothionein memiliki potensi menjadi biomarker
lingkungan sensitive (Rumahlatu, et.al., 2013). Berdasarkan hasil penelitian,
hubungan kuat dapat disimpulkan antara paparan logam, stres oksidatif,
perbedaan seks dan tingkat protein MT (Coyle et.al.,2002). Oleh karena itu,
penelitian ini merupakan langkah penting untuk memahami proses respon MT
secara keseluruhan. Namun, hasil ini harus dikombinasikan dengan hasil dari
genom, transcriptomic, metabolomika, fungsional dan fisiologis penelitian untuk

mengungkap kompleksitas tanggapan metallothionein (Abdelmigid, et.al., 2014).
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Metallothionein pertama kali ditemukan pada tahun 1957 sebagai protein
yang mengandung banyak sulfur dan mengikat cadmium (Cd) dari ginjal kuda
(Vallee 1991), dan menunjukkan hubungan yang erat dengan beberapa ion
logam lainnya sepertizink (Zn) dan cupper (Cu) (Kagi & Kojima 1987). Sejak itu,
MT telah diidentifikasi hampir pada berbagai organisme yang berbeda termasuk
tanaman, mamalia, fungi bahkan pada beberapa prokariot (Vallee 1991; Cobbett
& Goldsbrough 2002). MT merupakan protein (polipeptida) yang mempunyai
massa molekul yangkecil (4-8 kDa), dan sifat utamanya adalah mengandung 26-
33% asam amino cysteine (Cys) serta tidak mempunyai asam amino aromatik
atau histidin (Binz & Kagi, 1999). MT adalah protein yang terkonservasi, yang
ditemukan tidak hanya pada berbagai tingkat jaringan/organ (misalnya hati,
ginjal, insang, testis, usus, otot, plasma, eritrosit, sel-sel epitelial dan urine) tetapi
ditemukan juga pada sitoplasma dan nukleus (Cherian 1994).

b. Mekanisme Pengikatan Logam oleh Metallothionein

lon logam biasanya terlibat dalam proses biologi yang komplek, termasuk
perannya sebagai kofaktor atau sebagai modulator didalam reaksi biokimia
oksidasidan reduksi. Sel perlu menyimpan cadangan logam tetapi tidak
berlebihan atau pada konsentrasi toksik. lon-ion logam tersebut selanjutnya
dibebaskan secara perlahan sebagai fungsi keperluan sel (Carpene 1993).
Peningkatan konsentrasi dari logam-logam esensial dan non-esensial didalam
tanah, dapat memacu terjadinya gejala keracunan dan terhambatnya
pertumbuhanpada sejumlah besar tanaman (Hall 2001). Peranan MT didalam
mekanisme detoksifikasi logam berkaitan dengan kemampuan MT dalam
mengikat logam-logam yang dapat bersifat toksik seperti logam esensial (Cu+
dan Zn2+) dan logam non-esensial (Cd2+ dan Hg2+) (Kagi & Kojima 1987).

MT juga digunakan sebagai indikator pencemaran karena kepekaan dan

keakuratannya. Hal ini didasarkan pada suatu fenomena alam dimana logam-
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logam dapat tersekap di dalam jaringan tubuh organisme yang dimungkinkan
karena adanya protein tersebut. Metallothionein merupakan protein pengikat
logam (metal-binding protein) yang berfungsi dan berperan dalam proses
pengikatan ataupun penyekapan logam di dalam jaringan setiap mahkluk hidup
(Bebianno et.al., 1993). Sebagai konsekuensi dari banyaknya kandungan asam
amino Cys maka protein ini mengandung kelompok 'thiol' (sulfhydryl, -SH) dalam
jumlah yang besar. Kelompok ini mengikat logam-logam berat dengan sangat
kuat dan efisien, termasuk zink, mercury, cupper, dan cadmium. Residu
sulfhydryl dari Cys mampu mengikat logam, dimana 1 ion logam (misalnya: Cd,
Zn atau Hg) untuk 3 residu -SH, atau 1 ion logam dengan 2 residu -SH (Bebiano

& Langston 1992).

Gambar 2.5 Model struktur pengikatan logam oleh PsMTA (Kille et.al.,1991)
MT mengandung banyak residu Cys yang dibutuhkan untuk
mendetoksifikasi logam-logam berat dengan mengikat kation dari logam transisi
(Kagi 1991). MT memiliki dua domain yang mempunyai peranan fungsional yaitu
domain B(N-terminal) yang terlibat dalam homeostasis dari ion logam esensial,
dan domain a(C-terminal) yang mengikat dengan kuat logam-logam toksik

(Hamer 1986; Cherian et.al.,1994). Mekanisme kedua pengikatan ion logam
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oleh kedua domain tersebut telah diamati oleh Kille et.al., (1991) pada asosiasi
antara logam dengan PsMTA (Pisum sativum MTA), yang kemudian di
ilustrasikan dalam bentuk model (Gambar 2.5).

c. Deteksi MT dengan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Metode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) dirancang untuk
mendeteksi dan mengukur peptida, protein, antibodi dan hormon  (Boster
Biological Technology, 2011). Cara = kerja metode ELISA yaitu dengan
menggunakan aktivitas enzim untuk mendeteksi pengikatan antigen (Ag) dan
antibodi (Ab). Enzim akan mengubah sampel menjadi produk berwarna yang
nantinya akan mengindikasi keberadaan Ag maupun Ab (Bull, 1976).

Metode ELISA adalah tes serologis yang umumnya dilakukan dalam
berbagai bentuk pada tipe antigen dan reagen yang digunakan pada saat
melakukan tes. Teknik tes ELISA hanya dapat mendeteksi antibody spesifik
genus dan tidak dapat digunakan untuk mengidentifikasi serogrup atau serovar.
Prinsip teknik ELISA secara umum adalah antibodi yang terdapat dalam serum
dimasukkan ke dalam anti gen yang sudah difiksasi pada penyangga padat (plat
mikrotiler), yang kemudian dilakukan inkubasi selama waktu tertentu dan dicuci
untung menghilangkan antibody yang berlebihan. Selanjutnya ditambahkan
antibody anti-spesies yang dikonjugasi dengan enzim (Setiawan, 2007). Metode
ELISA diyakini sebagai metode yang mudah dilakukan serta cukup sensitif

terhadap bahan pencemar khususnya logam berat (Rachmawati et al., 2004).

2.2.5 Antioksidan dan Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan atom tunggal atau berkelompok yang
sedikitnya mempunyai satu orbit terluar yang mempunyai satu elektron tunggal
(tidak berpesangan) di mana seharusnya mempunyai elektron berpasangan

(lorio, 2007). Radikal bebas adalah molekul yang mengandung satu elektron
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tidak berpasangan pada orbit terluarnya. Selama metabolisme oksidatif, banyak
oksigen yang dikonsumsi akan terkait pada hidrogen selama fosforilasi oksidatif,
kemudian membentuk air. Akan tetapi, diperkirakan bahwa 4-5% oksigen yang
dikonsumsi saat bernapas tidak diubah menjadi air, tetapi akan membentuk
radikal bebas. Maka, konsumsi akan meningkat selama pelatihan, juga akan
terjadi peningkatan produksi radikal bebas dan peroksida lipid, yang kemudian
radikal bebas tadi akan menimbulkan respon inflamasi menyebabkan kerusakan
otot setelah pelatihan.

Tubuh mempunyai sistem pertahanan antioksidan yang tergantung dari
asupan vitamin, antioksidan dan mineral dan produksi antioksidan endogen
seperti glutation. Vitamin A (betakaroten) ,C dan E adalah antioksidan dan
vitamin utama. (Clarkson dan Thompson, 2000). Pada keadaan normal (saat
istirahat) sistem pertahanan antioksidan di dalam tubuh dapat secara mudah
mengatasi radikal bebas yang terbentuk. Selama waktu terjadi peningkatan
pemakaian oksigen (contohnya saat pelatihan) produksi radikal bebas diyakini
berperan menyebabkan penyakit kardiovaskuler, kanker, penyakit Alzheimer dan
Parkinson (Capelli dan Cysewski, 2006). Pemakaian oksigen meningkat banyak
selama pelatihan, di mana menyebabkan peningkatan terbentuknya radikal
bebas. Tubuh akan melawan peningkatan radikal bebas tersebut dengan sistem
pertahanan antioksidan. Ketika produksi radikal bebas melebihi kemampuan
mengatasinya maka kerusakan oksidatif akan terbentuk. Radikal bebas yang
terbentuk selama pelatihan kronik dapat melebihi kapasitas proteksi sistem
antioksidan, akan membuat imunitas terhadap penyakit menurun dan cidera.
Karena itu dibutuhkan asupan vitamin sebagai zat antioksidan. Radikal bebas
menyerang membran dan merusak sel dimana dibutuhkan sistem kekebalan
untuk  melawannya. Jika pembentukan radikal radikal bebas dan

penyerangannya tidak dikendalikan di dalam otot selama pelatihan, maka otot
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dalam jumlah besar dapat dengan mudah menjadi rusak. Kerusakan otot dapat
mempengaruhi performa dikarenakan terjadinya kelelahan (Abramson dan
Vaccarino, 2002).

Antioksidan ‘pada keadaan ini berbahaya karena mereka mempunyai
kemampuan untuk melakukan perubahan elektron tanpa menjadi reaktif. Tubuh
manusia mempunyai pertahanan sistem antioksidan. Antioksidan yang dibentuk
di dalam tubuh dan juga didapat dari makanan seperti buah-buahan, sayur-
sayuran, biji-bijian, kacang-kacangan, daging dan minyak. Ada dua garis
pertahanan antioksidan di dalam sel. Garis pertahanan pertama, terdapat di
membran sel larut lemak yang mengandung vitamin A (betakaroten) E, dan
koensim Q (Clarkson dan Thompson, 2000). Tubuh dalam keadaan normal akan
memproduksi radikal bebas yang berhubungan dengan metabolisme sel
fisiologis. Contohnya, sintesis beberapa hormon akan menghasilkan radikal
bebas, juga lekosit polimorfonukleus akan membentuk radikal bebas untuk
membunuh bakteri yang membantu tubuh memerangi infeksi. Radikal bebas
yang lain, seperti Nitric Oxide (NO) merupakan dasar homeostatis di dalam
tubuh, karena NO berperan penting, termasuk menjaga tonus vaskuler, agregasi
platelet, adhesi sel, dan lain-lain. Adapun hal yang diyakini menyebabkan
peningkatan radikal bebas berasal dari berbagai sumber seperti kegiatan fisik,
kimiawi dan alam. Faktor alam yang menyebabkan peningkatan radikal bebas
adalah pulusi, radiasi, faktor fisik adalah kehamilan, overtraining, gaya hidup
yaitu merokok, minum alkohol, makanan buruk, kurang berolahraga, efek
psikologis seperti stres, emosi, berbagai penyakit, faktor lain seperti obat-obatan,
terapi radiasi (lotio, 2007).

Pada keadaan sehat, tubuh dapat mencegah terbentuknya radikal bebas
karena sistem pertahanan natural antioksidan tubuh, yang mempunyai

kemampuan melawan aksi oksigen dari radikal bebas. Menurunnya efektivitas
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sistem tersebut menyebabkan defisiensi absolut atau relatif kadar antioksidan di
dalam tubuh (lorio, 2007). Radikal bebas berpotensi bahaya karena cenderung
mengisi orbit externa yang tunggal dengan elektron lain. Adanya dua elektron
pada orbit yang sama merupakan kondisi energi yang stabil secara maksimal.
Ketika radikal bebas dekat dengan target molekul, yang mempunyai satu atau
lebih elektron, seperti molekul dari asam lemak tidak jenuh (seperti asam
arachinoid), radikal bebas tersebut akan segera menarik keluar elektron dari
target molekul tadi. Karena efek aksi oksigen ini, radikal bebas tersebut akan
kehilangan potensi berbahayanya, sedangkan molekul lain 'seperti pada
karbohidrat, lipid, asam amino, peptide, protein, nukleotid, asam nukleat dan lain-
lain (lorio, 2007).
a. Produksi ROS padaikan

Masuknya logam berat dalam tubuh makhluk hidup dapat terjadi melalui
udara, air, dan makanan yang di konsumsi oleh makhluk hidup atau dapat di
katakan bahwa terakumulasi logam berat dalam tubuh makhluk hidup melalui
rantai makanan. Logam berat dibutuhkan makhluk hidup sebagai logam esensial
dalam proses metabolisme dan juga sebagai co-faktor enzim tetapi dalam jumlah
yang sangat kecil. Jika penyerapan logam melebihi batas aman akan berbahaya
bagi tubuh makhluk hidup tersebut, sebab akan meracuni yang dapat
mengganggu proses. metabolisme. Logam barat merupakan zat pencemaran
yang berbahaya, logam yang masuk kedalam tubuh Kkita melalui sistem
pencernaan kita akan bereaksi dengan unsur belerang dan enzim dalam tubuh
kita sehingga enzim akan tidak bekerja dengan baik selain itu juga logam berat
yang masuk kedalam tubuh kita juga akan bereaksi dengan Gugus karboksilat(-
CooH) juga amino (- NH2) dalam asam amino.

Radikal bebas adalah molekul yang pada dasarnya tidak berpasangan

dalam struktur kimianya sehingga radikal bebas ini akan mencari pasangan
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untuk berikatan. Pada dasarnya semua biomolekul berpasangan untuk mencapai
kestabilan, sehingga untuk mencapai kestabilan ini radikal bebas akan mencari
elektron bebas yang lain untuk berikatan untuk mencapai kestabilan. Sifat dari
oksigen (02) pada dasarnya adalah akseptor elektron sehingga akan menerima
elektron bebas walaupun sudah -mencapai kestabilan, sehingga akan
membentuk superoksida (O2 .- ), radikal-radikal bebas yang berikatan dengan
oksigen ini disebut dengan Reactive Oxygen Spesies (ROS) (Danusantoso,
2003).

Terbentuknya ROS dalam tubuh kita disebabkan juga oleh stres oksidatif,
ROS akan dengan mudah merusak lemak peroksida dari membran lipit,
membran sel dari phospolipid, dan lipoprotein dengan menyebar pada reaksi
berantai. (Hazra, Sarkar, Biswas, & Mandal, 2010) ROS sendiri dapat menyerang
semua jenis biomolekul seperti asam nukleat, protein dan asam amino sehingga
mengganggu metabolisme. Kerusakan DNA merupakan konsekuensi dari
modifikasi materi genetik yang mengakibatkan kematian sel, mutagenesis,
karsinogenik dan penuaan (Kunwar & Priyadarsini, 2011) oleh tubuh kita ROS
dihasilkan oleh proses metabolisme tubuh kita yang akan digunakan secara
terprogram untuk mengnonaktifkan sel-sel. ROS terdiri dari- Superoksidaradical
(02 - ), HydrogenPeroxide (H202), Hydroxyl Radical (OH) dan Singlet Oxigen
(02), dan akan meningkat jika terpapar sinar UV, Radiasi lonik dan jika terpapar
polusi (Kunwar & Priyadarsini, 2011).

Toksisitas logam berat bagi Makhluk Hidup. Akumulasi logam berat
melalui makanan dan air yang kita konsumsi selain itu juga melalui pencemaran
oleh limbah-limbah. Akumulasi ini mengganggu metabolisme makhluk hidup,
sehingga dapat menyebabkan penyakit degeneratif, berikut beberapa gejala
keracunan oleh logam berat Kadmium (Cd) Menurut (Sudarmaji, Mukono, &

Prasasti, 2006) dalam tubuh manusia kadmium terutama di eliminasi melalui urin.
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Hanya sedikit yang diabsorpsi, yaitu sekitar 5-10%. Proporsi yang besar adalah
absorpsi melalui pernafasan yaitu antara 10-40% tergantung keadaan fisik.
Gejala umum keracunan Cd adalah sakit di dada, nafas sesak (pendek), batuk-
batuk dan lemah. Gejala akut keracunan Cd adalah sesak dada, kerongkongan
kering dan dada terasa sesak, nafas pendek, nafas terengah-engah, distres dan
bisa berkembang ke arah penyakit radang paru-paru, sakit kepala dan menggigil,

bahkan dapat diikuti dengan kematian.

b. Mekanisme Pertemuan Antara Antioksidan dan ROS

Masuknya ion-ion logam berat ke dalam tubuh kita melalui makanan, air
yang kita konsumsi sehari-hari, lewat pencemaran udara. lon-ion logam berat
akan masuk melalui sistem pencernaan, dan akan berikatan dengan albumin
sehingga akan masuk ke dalam peredaran darah kita. Sebagian akan dipakai
oleh tubuh untuk sistem metabolisme tubuh kita yaitu sebagai co-faktor enzim,
tetapi logam yang dipakai untuk co-faktor hanya sampai batas tertentu, jikalau
logam berat terserap oleh tubuh kita secara berlebihan dapat bersifat racun bagi
tubuh kita yang akan menyebabkan terjadinya gejala-gejala penyakit-penyakit,
ion logam berat yang terakumulasi dalam tubuh kita akan membutuhkan waktu
paruh yang lama untuk detoksifikasi, ion-ion logam berat yang terakumulasi akan
memicu terjadinya stresoxidativeakibat berikatannya ion logam berat ini dengan
sulfida sehingga menghasilkan Superoksidaradical (02 - ), HydrogenPeroxide
(H202), HydroxylRadical (OH) dan singlet oksigen (-O2), yang dapat memicu
terjadinya ROS. ROS dapat menyebabkan penyakit karsinogenik (pembentukan
kanker) maupun tetranogenik (salah pembentukan organ) akibat dari mutasi
genetik.

Mekanisme yang paling umum terjadi di mana radikal bebas dapat

melawan pertahanan antioksidan, radikal bebas tersebut akan menyerang
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komponen biokimia di dalam tubuh dan membentuk hydroperoksida. Dalam
bentuk patofisiologis tersebut sel akan mulai memproduksi radikal bebas dalam
jumlah banyak, dikarenakan stres eksogen (unsur kimia, fisik dan biologi) dan
atau aktivitas metaboliknya (khususnya pada membran plasma, mitokondria,
retikulum endoplasma, dan sitosol), sitosol diantaranya terdapat radikal hidroksil
(HOH) yang berbahaya, merupakan salah satu reaktive oxygen species (ROS)
yang paling berbahaya.

Radikal hidroksil dapat menyerang setiap macam molekul (termasuk
karbohidrat, lemak, asam amino, peptide, protein, nukleotid, asam nukleat dan
lain-lain). Akibat dari proses ini, setiap molekul akan kehilangan satu elektron
dan kemudian menjadi radikal. Setelah itu akan mulai terjadi reaksi rantai radikal,
dikarenakan adanya molekul oksigen (melalui pernapasan), dan terbentuknya
hidroperoksida (ROOH), sejenis Reactive Oxygen Metaboltes (ROMS).
Walaupun Hidroperoksida termasuk jenis kimia yang relatif stabil, mereka juga
berpotensi membentuk radikal bebas lagi dan dapat mengoksidasi target molekul
yang lain. Setelah itu sel akan menarik keluar hidroperoksida di lingkungan
ekstraseluler, termasuk darah, cairan cerebro-spinal, cairan pleura dan lain-lain
(lorio, 2007). Cidera oksidatif setelah pelatihan dapt dicegah dengan asupan
antioksidan seperti vitamin A, C, E, tidak hanya selama pelatihan, juga sehari-
hari. Sebaliknya, ~ada beberapa peneliti menunjukkan antioksidan - tidak
mempengaruhi kerusakan otot dan respon peradangan yang disebabkan oleh
pelatihan sangat berat.

Salah satu kemungkinan penyebab hasil yang berbeda adalah karena
efek antioksidan sepertinya berbeda pada kondisi pelatihan seperti intensitas dari
stres mekanik dan asupan oksigen. Antioksidan adalah unsur kimia atau biologi
yang dapat menetralisasi potensi kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas

tadi. Beberapa antioksidan endogen (seperti enzim superoxide-dismutase dan
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katalase) dihasilkan oleh tubuh, sedangkan yang lain seperti vitamin A, C, dan E
merupakan antioksidan eksogen yang harus didapat dari luar tubuh seperti buah-
buahan dan sayur-sayuran (lorio, 2007). Menurut Kumalaningsih (2006),
antioksidan adalah: senyawa yang mempunyai struktur molekul yang dapat
memberikan  elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa mengganggu
fungsinya dan dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas. Menurut
Kartikawati (1999), terdapat tiga macam mekanisme kerja antioksidan pada
radikal bebas, yaitu:

a. Antioksidan primer yang mampu mengurangi pembentukan radikal bebas
baru dengan cara memutus reaksi berantai dan mengubahnya menjadi
produk yang lebih stabil. Contohnya adalah superoskida 'dismutase
(SOD), glutation peroksidase, dan katalase yang dapat mengubah radikal
superoksida menjadi molekul air.

b. Antioksidan sekunder berperan mengikat radikal bebas dan mencegah
amplifikasi senyawa radikal. Beberapa contohnya adalah vitamin A
(betakaroten), vitamin C, vitamin E, dan senyawa fitokimia.

c. Antioksidan tersier berperan dalam mekanisme biomolekuler, seperti

memperbaiki kerusakan sel dan jaringan yang disebabkan radikal bebas
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Peningkatan jumlah penduduk yang diikuti dengan peningkatan aktivitas
pembangunan untuk meningkatkan ~ pertumbuhan ekonomi akan memacu
peningkatan aktivitas di segala bidang termasuk industri, agrikultur dan
pemukiman. Kondisi ini berpotensi menyebabkan besarnya volume limbah yang
dihasilkan oleh aktivitas tersebut. Limbah yang dihasilkan baik dari aktivitas
industri, pertanian maupun pemukiman sebagian besar terbuang ke arah
perairan umum terutama aliran air sungai karena mindset dari masyarakat
tentang sungai adalah sebagai tempat buangan. Seperti pada kasus yang terjadi

di aliran sungai Wangi, Desa Beujeng, Kecamatan Beji, Kabupaten Pasuruan.
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian
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Adanya limbah yang terbuang ke aliran sungai menyebabkan terjadinya
biodegradasi sungai baik dari perairan, substrat dan biota yang terdapat
didalamnya. Pencemaran pada badan air berarti turunnya kualitas air sampai ke
tingkat tertentu menyebabkan air tidak dapat berfungsi lagi sesuai dengan
peruntukannya. Oleh karena itu, diperlukan adanya tindakan identifikasi dan
sampling terhadap limbah yang mengandung bahan pencemar baik dari
perairan, substrat maupun biotanya untuk diujikan di laboratorium. Pengujian
tersebut perlu dilakukan sampai ke tingkat jaringan dan protein dari biota yang
ditemukan sehingga akan mampu dilakukan suatu analisis tentang limbah
pencemar pada aliran sungai secara detail. Untuk lebih jelasnya kerangka

konsep penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1 berikut.

3.2 Kerangka Operasional Penelitian

A. Kerangka Operasional Penelitian Tahap |

SUNGAI WANGI DESA BEUJENG
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Gambar 3.2 Operasional Tahap |
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B. Kerangka Operasional Penelitian Tahap I
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A 4
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A 4
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DOSIS BERKALA
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PROBIT MULTIVARIAN

Gambar 3.3 Operasional Tahap Il

C. Kerangka Operasional Penelitian Tahap lll
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Gambar 3.4 Operasional Tahap Il
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3.2.1. Variable Penelitian
Tahapan pada penelitian disertasi yang dilakukan, dijelaskan pada Tabel 3.1 berikut :

Tabel 3.1 Variable Penelitian

No. Rumusan Tujuan Variabel Data Yang Metode Pengumpulan Metode Analisis Hasil Yang
Masalah Penelitian dibutuhkan Data Data diharapkan
1. Bagaimana  Memperoleh Cd pada 1. Kandungan Cd Deskriptif, Data Primer  Statistic Deskriptif Ditemukannya
interaksi interaksi antara  perairan, dan pada sedimen : observasi lapang Data primer : interaksi
antara Cddi Cd pada lkan sedimen, 2. Kandungan Cd dengan cara diperoleh dari antara Cd di
perairan dan Gambusia serta Cd pada perairan mengambil sampel Cd  observasi langsung  lingkungan
sedimen dengan Cd pada lkan . Kandungan Cd di lingkungan dan Cd di lapang tentang (Cd sedimen,
terhadap Cd pada Gambusia pada lkan pada lkan Gambusia kandungan Cd di dan Cd pada
pada lkan lingkungan Gambusia pada kurun waktu 4 lingkungan dan perairan)
Gambusia kali pengambilan pada lkan Gambusia terhadap
selama 2 di musim dengan metode kandungan Cd
penghujan dan 2 kalidi analisis Atomic pada lkan
musim kemarau Absorbtion Gambusia
Data sekunder : kajian ~ Spectofotometer / (organ insang,
pustaka AAS (Basset et al., hati dan organ
1994). Data total)
Selanjutnya

dianalisis untuk
mengetahui interaksi
tersebut dengan
menggunakan
analisis regresi

<C
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No. Rumusan Tujuan Variabel Data Yang Metode Pengumpulan Metode Analisis Hasil Yang
Masalah Penelitian dibutuhkan Data Data diharapkan

2. Berapa Memperoleh Penentuan Tingkat kematian Eksperimen, dengan Analisis Probit untuk Pengaruh
batas dosis  data tingkat ambang Ikan Gambusia pada  melakukan uji menentukan dosis yang terjadi
akut Cd toksik ambang lethal atas uji pendahuluan pendahuluan untuk lethal Lcso 96 jam pada paparan
(Lcso96 jam)  lethal akut dan  dan bawah dalam rangka menentukan ambang dan analisa dosis akut Cd
dan dosis lethal subkronis - dan dosisi menentukan nilai lethal bawah (Lc1gg 24 multivarian (Lcso 96 jam)
subkronis paparan Cd subkronis ambang lethal bawah  jam) dan ambang lethal pengaruh paparan dan dosis
(28 hari) terhadap lkan paparan Cd  dan atas serta atas (Lcol12 jam) nilai pada dosis lethal subkronis (28
pada ikan Gambusia terhadap pengaruh pada dosis . - ini digunakan untuk subkronis selama 28 hari) pada
gambusia Ikan lethal subkronis. menentukan median hari Ikan

Gambusia Tingkat kematian lethal consentration Gambusia

Ikan Gambusia pada
uji sesungguhnya
untuk menentukan
nilai Lcsq96 jam dan
pengaruh pada dosis
lethal subkronis

sebagai dasar untuk uji
sesungguhnya untuk
menentukan dosis
lethal Lcs96 jam serta
pegaruhnya masing-
masing pada dosis
lethal subkronis selama
28 hari. Hewan uji
(Ikan Gambusia) diuji
dengan level dosis 0%,
12,5%, 25% dan 50%
dari ambang lethal
konsentrasi (Lcsy 96
jam) (USEPA, 2000)
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antioksidan (ROS,
PA, SOD, H202,
GPx, GSH, MDA,
CAT) dan respon
imun, Makrofage,
Aktivitas Pinositosis,

No. Rumusan Tujuan Variabel Data Yang Metode Metode Analisis Hasil Yang
Masalah Penelitian dibutuhkan Pengumpulan Data diharapkan
Data
3. Bagaimana Menentukan Histologiorgan  Preparasi Organinsang dari  Eksperimen untuk Ada pengaruh
pengaruh pengaruh insang ikan Jaringan, Dot hewan uji (Ikan menguji interaksi yang signifikan
paparan paparan gambusia, Slide Preparat, Gambusia) diuji pemaparan dosis interaksi
dosis lethal dosisi lethal Kadar MT-Cd, Ekspresi MT dengan dosis akut dan sub kronis pemaparan
akut dan akut dan dosis - Enzim kuantitatif lethal akut (Lcsp 96 Cd terhadap kadar dosis akut dan
dosis sub sub kronis Antioksidan, kadar MT, jam) dan dosis MT dan intensitas MT sub kronis
kronis pada pada lkan Imunitas kualitatif: Berat = subkronis melalui prosedur terhadap
Ikan Gambusia Molekul MT, (USEPA, 2000) imnuhistokimia ekspresi MT
Gambusia terhadap intensitas MT dengan analisis secara
terhadap respon imun melalui Multivariant kuantitatif
responimun  dari proses prosedur (Gasperz, 1991) (umol) dan
dari proses detoksifikasi imunohistokimi Kuantitatif MT: kualitatif untuk
detoksifikasi  pada organ a, Jumlah prosedur mengetahui
pada organ insang Makrofage, spektofotometri, dan  berat molekul
insang Aktivitas kualitatif MT: berat MT yang
Pinositosis, molekul dengan CL-  terekspresi
Aktivitas Enzim SM, ELISA, SEM (KDa) dan
Antioksidan, Edax Mapping, intensitas MT
Aktivitas Sel aktivitas enzim yang terekspresi
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3.2.2 Hipotesis : Analisis pencemaran limbah Cd yang terjadi di daerah
aliran sungai Wangi, Desa Beujeng, Kecamatan Beji,
Kabupaten Pasuruan dengan percobaan paparan Cd

pada ikan = model (Gambusia affinis)  dapat
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memberikan gambaran :

e Status kualitas lingkungan sungai Wangi yang
teraliri cemaran limbah berdasarkan indeks
pencemaran pada lingkungan

e Data tingkat toksik ambang lethal akut dan
subkronis paparan  logam berat paling
berpengaruh (cadmium) terhadap Ikan Gambusia

o Efek paparan dosis lethal akut dan dosis sub
kronis pada lkan Gambusia terhadap respon imun

dari proses sitotoksisitas pada organ insang
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Lokasi penelitian dilakukan di sepanjang aliran sungai wangi yang
berlokasi di Desa Beujeng, Kecamatan Beji, Kabupaten Pasuruan. Area sampling
ditentukan secara purposive berdasarkan tingkat konsentrasi logam berat Cd
yang sudah dilakukan pada sampling pendahuluan. Lokasi untuk penelitian
(Lampiran 1) ditentukan 3 (tiga) area kajian. Area kajian | (pertama) adalah aliran
air pada lokasi pembuangan limbah industri, area kajian 1l (kedua) adalah aliran
air pada lokasi pembuangan limbah permukiman dan area kajian Il (ketiga)
adalah aliran air pada lokasi pembuangan limbah pertanian. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
menggunakan variabel sampel ikan gambusia dan logam berat Cd.

Pengujian kualitas air, logam berat, dan preparasi dilakukan pada
laboratorium dilingkungan Universitas Brawijaya Malang (Laboratorium Sentral
llmu Hayatai (LSIH) Sub Bidang Bioecotox-UB, Laboratorium Kimia Fakultas
MIPA UB, Laboratorium Anatomi dan Patologi Fakultas Kedokteran UB,
Laboratorium Fisiologi dan limu Faal Fakultas Kedokteran UB, Laboratorium
Bioscience UB). Penelitian dilaksanakan mulai bulan Mei 2017 sampai Maret

2018.

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
Sampel penelitian yang diambil adalah air, sedimen, dan organisme
hidup yang ada pada aliran sungai (ikan). Populasi penelitian adalah ikan yang

hidup di daerah aliran sungai Wangi. Pengambilan sampel dilakukan pada area
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pengambilan sampel yang telah ditentukan dengan mengambil 30% dari populasi
tergantung keseragaman dari sampel. Pengambilan sampel secara random
sehingga setiap sampel mendapatkan peluang yang sama untuk menjadi sampel

sehingga bisa mewakili kondisi populasi yang sebenarnya.

4.3 Instrumen Penelitian
4.3.1 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah larutan Kadmium-Nitrit
(CdNOy), air limbah yang mengandung logam berat, sedimen, formalin, xylol,
paraffin padat, pewarna hematoksilin eosin (HE), aquabidest, bahan pengujian
hematologi, bahan pengujian histologi, bahan pengujian teratogenik, bahan
pengujian kadar MT.
4.3.2 Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian adalah
a. Perangkat pengujian kadar Cd vyang disebut Atomic Absorption
Spectrofotometry (AAS). Metode analisa AAS digunakan untuk memperoleh
kadar Cd yang terkandung di dalam air, sedimen dan ikan.
b. Peralatan untuk mengukur kualitas air dan sedimen yaitu pH meter, DO
meter, thermometer.
c. Peralatan untuk uji toksik ambang lethal yaitu wadah untuk aklimatisasi ikan
Gambusia, wadah untuk pemeliharaan ikan Gambusia pada saat pengujian.
d. Scanning Electron Microscopy (SEM) FEI Tipe Inspect S-50 yang digunakan
untuk memperoleh gambar mikrostruktur dari jaringan organ ikan gambusia.
e. Peralatan untuk pengujian preparat metode Energy Dispersive X-Ray (EDX).
f. Peralatan untuk preparasi jaringan organ ikan gambusia.

g. Peralatan untuk pengamatan preparat jaringan organ ikan gambusia.
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4.3.3 Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan gambusia
yang diperoleh dari lokasi penelitian di Desa Beujeng Kecamatan Beji Kabupaten

Pasuruan Jawa Timur dan ikan gambusia hasil kultur.

4.4 Metode Pengumpulan Data dan Informasi

Penelitian yang dilakukan menggunakan metode deskriptif dan uji
laboratorium. Metode deskriptif digunakan untuk pengambilan sampel air dan
sampel ikan di lapangan (kualitas lingkungan) dan uji laboratorium untuk
pengujian hematologi dan histologi, pengujian immunohistokimia dan pengujian
ELISA-CLSM untuk ekspresi enzim metallothionein (Lampiran 2).

Data yang dikumpulkan adalah data primer dan data sekunder. Data
primer diambil langsung di lapangan dan data sekunder dikumpulkan dari literatur
dan informasi dari instansi terkait.

4.4.1 Prosedur Penelitian Tahap | (Kajian Kualitas Lingkungan)

Sampel air yang diuji berasal dari sampel air limbah yang mengandung
logam berat Cd pada stasiun pengambilan sampel yang sudah ditentukan di
Desa Beujeng Kecamatan Beji Kabupaten Pasuruan. Pengamatan air secara
langsung di lokasi penelitian yaitu suhu, warna, bau, pH. Sampel air diambil
dengan menggunakan botol untuk diuji DO, BOD, COD dan kandungan logam
berat Cd. Sampel sedimen diambil dari sedimen pada setiap stasiun yang telah
ditentukan. Teknik pengambilan sampel sedimen diambil dengan menggunakan
pipa paralon pada kedalaman 10-15 cm dari permukaan sedimen. Sampel
dipisahkan dari kerikil, potongan binatang, tumbuhan dan objek lain. Sampel
kemudian disaring dengan menggunakan ayakan dengan ukuran 2 mesh.
Sampel dimasukkan ke dalam botol, disegel dan dimasukkan ke dalam kotak

pendingin. Sampel disimpan dalam freezer sebelum dilakukan pengukuran.
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Sampel sedimen diambil untuk diukur kadar logam berat Cd, warna, tekstur dan
kelembaban. Sedangkan untuk sampel ikan gambusia diambil pada stasiun yang
telah ditentukan. Teknik pengambilan ikan gambusia adalah secara langsung
diambil dari air dan disimpan dalam wadah beserta air dan substratnya. Ikan

gambusia yang telah diambil, kemudian diukur kandungan logam berat Cd-nya.

4.4.2 Prosedur Penelitian Tahap Il (Kajian Toksik Akut)

Uji toksik akut dilakukan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi Cd yang
terlarut di perairan terhadap jaringan ikan gambusia. Prosedur penelitian uji
toksik akut/lethal kronis dilakukan pada dua tahap yaitu uji pendahuluan dan
dilanjutkan dengan uji sesungguhnya (definitive). Kisaran lama pengujian adalah
kelipatan 24 jam. Dosis yang digunakan berdasarkan skala logaritmik yang
dibaca secara progressive bisection (Guthrie, et al.,1980).

Sebelum melakukan pengujian utama, uji pendahuluan dilakukan untuk
menentukan ambang lethal yaitu ambang bawah (LCy..4am) dan ambang atas
(LCi00-12am). Konsentrasi ambang atas adalah konsentrasi terendah yang
menyebabkan kematian 100% dari hewan uji. Konsentrasi ambang bawah
adalah konsentrasi tertinggi yang tidak menyebabkan kematian sama sekali pada
hewan uji (USEPA, 2002). Dosis ambang lethal ini selanjutnya dipergunakan
untuk menentukan nilai median lethal consentration (LCso.e6:am). Prosedurnya
sebagai berikut :

1) Ikan gambusia yang akan diuji, diaklimatisasi terlebih dahulu selama 2 hari
dengan tujuan agar ikan bisa menyesuaikan diri dengan kondisi yang baru.

2) Larutan CdNO; dibuat dengan konsentrasi 0,001 ppm ; 0,01 ppm ; 0,1 ppm ;
O ppm ; 1 ppm ; 10 ppm sesuai dengan skala logaritmik (Guthrie, et

al.,1980), masing-masing perlakuan diulang 2 kali. Larutan yang telah dibuat
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dimasukkan ke dalam masing-masing wadah yang berbeda dengan volume
larutan 2000 ml.

3) Kemudian ikan gambusia yang sudah diaklimatisasi dipapar dalam larutan
CdNO3;. Pengamatan dilakukan setiap 12 jam (Yilmaz, 2003) dan jumlah
kematian hewan uji pada masing-masing perlakuan dihitung setelah 48 jam.

4) Berdasarkan hasil perhitungan jumlah kematian hewan uji maka dapat
ditentukan konsentrasi tertinggi yang tidak menyebabkan kematian pada
hewan uji (ambang bawah/LC, j.m) dan konsentrasi terendah yang
menyebabkan kematian 100% pada hewan uji (ambang atas/LC g 4gjam) (Van
der Geest, et al., 1999).

5) Persentase mortalitas hewan uji dihitung dari jumlah hewan uji yang mati

dibagi dengan jumlah total semula pada kadar perlakuan.

> Hewan Uji Mati

Mortalitas (%) = ==~

x 100%

Selanjutnya dilakukan pengujian ulangan untuk menentukan nilai LCsq
assiam- Nilai LCso merupakan konsentrasi yang menyebabkan kematian hewan uji
sebesar 50% dari yang diujikan. Uji pengulangan dilakukan terhadap lima
konsentrasi uji yang berada di antara ambang atas dan ambang bawah serta
kontrol (USEPA, 2002). Penentuan konsentrasi uji definitive sesuai dengan skala
logaritmik dan dilihat pada Tabel Rand (Guthrie, et al.,1980).

Sebelum dilakukan uji pengulangan, ikan gambusia diaklimatisasi terlebih
dahulu selama 2 hari. Setelah itu, ikan gambusia yang telah diaklimatisasi
dipaparkan dalam larutan CdNO3; dengan volume larutan 2000 ml. Pengamatan
dilakukan setiap 12 jam sekali (Yilmaz, 2003) selama 96 jam dan dihitung jumlah
ikan gambusia yang mati dari masing-masing perlakuan dan dihitung secara
kumulatif setelah 96 jam. Pada akhir pengujian, jumlah dan proporsi kematian

pada setiap perlakuan dicatat untuk kemudian dihitung LCs.g6jam-
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4.4.3 Prosedur Penelitian Tahap Ill (Kajian Lethal Sub Kronis)

Uji toksik subkronis adalah suatu pengujian untuk mendeteksi efek toksik
yang muncul setelah pemberian bahan kimia uji dengan dosis berulang selama
tidak lebih dari 10% seluruh umur hewan (USEPA, 2002). Uji toksisitas subkronis
dilakukan untuk mengevaluasi efek senyawa, apabila diberikan pada hewan uji
secara berulang-ulang. Uiji ini menyangkut evaluasi seluruh hewan untuk
mengetahui efek patologi kasar dan efek histologi. Uji ini dapat menghasilkan
informasi toksisitas zat uji yang berkaitan dengan organ sasaran, efek pada
organ dan hubungan dosis efek dan dosis respons. Pada uji toksisitas subkronis
dilakukan melalui dua tahapan yaitu uji pendahuluan dan uji pengulangan.

Pada uji pendahuluan, langkah pertama yang dilakukan adalah
aklimatisasi ikan gambusia selama 2 hari agar dapat beradaptasi dengan
lingkungan baru. Larutan CdNO; dibuat dengan dosis 0%; 12,5%; 25%; 37,5%
dan 50% dari dosis LCs.g55am, Yang diperoleh pada penelitian tahap Il. Hewan uji
dipapar CdNO; selama 10% dari harapan hidup ikan gambusia (USEPA, 2002).

Pengamatan dilakukan setiap hari dengan mengukur penurunan
konsentrasi Cd sehingga diperoleh penurunan konsentrasi Cd harian yang akan
digunakan sebagai dasar penentuan dosis paparan pada uji subkronis
sesungguhnya (definitif).

Uji pengulangan dilakukan setelah diperoleh dosis paparan pada uji
pendahuluan. Langkah awal adalah mengaklimatisasi ikan gambusia selama 2
hari, kemudian ikan gambusia yang telah diaklimatisasi dipapar dengan
konsentrasi CANO3; yang berbeda (0%; 12,5%; 25%; 37,5% dan 50% dari dosis
LCso 95iam). Pemaparan pada hewan uji dilakukan selama 10% dari harapan hidup
hewan uji (USEPA, 2002); pada umumnya hewan uji ikan dilakukan pemaparan

selama 28 hari (OECD, 2002). Pengamatan dilakukan terhadap kematian ikan
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gambusia. lkan yang mati sesaat langsung diambil untuk dilakukan pengujian

SEM dan HE.

45 Analisis Data

4.5.1 Analisis Data Penelitian Tahap |
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A. Analisis Status Perairan

Pengolahan data merupakan suatu langkah untuk membandingkan hasil
analisis laboratorium dari sifat fisik dan kimia sampel air sesuai dengan Baku
Mutu PP Nomor 82 Tahun 2001 kelas 3, Permenkes Nomor 416 Tahun 1990,
Permenkes Nomor 492 Tahun 2010 dan Kepmen LH Nomor 202 Tahun 2004.
Untuk Analisis data yang digunakan yaitu Metode Storet sebagai acuan dalam
menentukan kualitas air sungai dengan tujuan untuk mengetahui status mutu air
sungai.
B. Analisis Kualitas Lingkungan

Analisis deskriptif dari observasi langsung digunakan untuk analisis kajian
kualitas air (fisik, kimia dan biologi). Data kualitas air meliputi data fisik
(kedalaman perairan, kecerahan, suhu, warna, bau, rasa); data kimia air (BOD,
COD, pH, logam berat, nitrat); data biologi (jenis-jenis organisme dalam
perairan).
C. Analisis Jalur

Hasil yang diperoleh pada penelitian tahap | dianalisis menggunakan
analisis jalur, dilanjutkan dengan analisis deskriptif. Analisis jalur digunakan
untuk mendeskripsikan adanya akibat langsung atau tidak langsung dari

beberapa variable penyebab (eksogenous) terhadap beberapa variabel akibat

S

(endogenous). Analisis jalur dapat dilakukan antar variabel atau secara bersama-

sama antara variabel. Kegunaan analisis jalur untuk mengetahui hubungan

NIVERSITA

BRAWIJAYA

struktural antara variabel penyebab terhadap variabel akibat (Leras, 2005).
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Analisis jalur pada penelitian ini digunakan untuk melihat adanya
hubungan langsung dan tidak langsung antara masukan logam berat Cd pada
lingkungan perairan yang meliputi air dan sedimen (faktor eksogenous) terhadap
ikan gambusia (faktor endogenous).

4.5.2 Analisis Data Penelitian Tahap Il

Perhitungan toksik akut dilakukan untuk mendapatkan nilai LCsy ggjam,
yaitu konsentrasi toksikan yang menyebabkan kematian 50% hewan uji. Nilai
LCs gsjam dihitung dengan metode analisis probit (USEPA, 2002), yaitu dengan
cara mengkorelasikan proporsi kematian hewan uji di akhir pengujian terhadap
nilai logaritma konsentrasi Cd yang diujikan pada kertas semi log. Penentuan
nilai LCso g6jam dihitung dengan bantuan perangkat lunak MINITAB versi 14. Nilai
konsentrasi dihitung dari LCsy g6am Yang dikalikan dengan nilai faktor aplikasi
0,001 untuk bahan-bahan pencemar yang persisten seperti logam berat (Frias-
Espericuetas, et.al., 2008).

4.5.3 Analisis Data Penelitian Tahap Il

Pengamatan yang dilakukan pada penelitian tahap Il adalah kematian
ikan gambusia. |kan yang mati sesaat kemudian langsung diambil untuk
pengujian histologi IHK dengan SEM, EDX, HE, dan kadar MT dengan CL-SM
dan ELISA. Pada penelitian tahap Il diperoleh titik jenuh akumulasi Cd pada ikan
gambusia dan tingkat akumulasi Cd pada bagian-bagian jaringan ikan gambusia
serta dapat diketahui terjadinya pertukaran ion dengan Cd. Hasil pengamatan
yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis jalur yang digunakan untuk
melihat adanya hubungan langsung dan tidak langsung antara masukan logam
berat Cd pada lingkungan perairan terhadap akumulasi Cd pada jaringan tubuh
ikan. Semua hasil pengamatan dianalisis secara deskriptif. Output pada
penelitian tahap 11l ini adalah dapat ditentukan tingkat akumulasi Cd dan tingkat

kerusakan jaringan ikan gambusia.
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5.1 Identifikasi Kualitas Lingkungan Sungai Wangi Yang Teraliri
Cemaran Limbah Berdasarkan Indeks Pencemaran Pada Lingkungan
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5.1.1 Identifikasi Sumber Pencemar
Data yang ditampilkan merupakan data hasil pengamatan di lapangan
serta data sekunder sebagai data pendukung. Hasil identifikasi dibuatkan peta

seperti yang terlihat pada Gambar 5.1.
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Gambar 5.1. Peta Hasil Identifikasi Sumber Pencemar pada Sungai Wangi
Hasil identifikasi sumber pencemar dibagi menjadi 3 (tiga) area kajian
yaitu area kajian | (limbah pabrik/industri), area kajian Il (limbah pemukiman) dan
area kajian Il (limbah pertanian).
a. Karakteristik Sumber Pencemar di Area Kajian |

Area kajian | meliputi daerah pabrik/industri yang ditandai dengan blok warna

BRAWIJAYA

biru pada Gambar 5.1. Pencemaran diakibatkan oleh pemanfaatan sungai
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sebagai tempat pembuangan limbah cair industri. Adapun jenis industri yang
teridentifikasi di sekitar area kajian | sebagai berikut :

Tabel 5.1 Jenis Industri sekitar Area Kajian |

No  Jenis Industri Limbah yang Dihasilkan

1. Tekstil Limbah Cair

2. Pengolahan lkan Limbah Cair dan Limbah Padat
3. Pengolahan Plastik Limbah Cair

4. Pengecatan Besi/Knalpot Limbah Cair

Sumber : Hasil Survey Pribadi, 2017.

Banyaknya limbah cair yang terbuang ke aliran sungai wangi, terutama
limbah dari industri memberikan potensi pencemaran yang sangat luar biasa.
Berdasarkan hasil pemantaun dilapang dan hasil wawancara dengan beberapa
masyarakat yang tinggal di sekitar aliran sungai, menjelaskan bahwa setiap
malam (dini hari) beberapa industri membuang limbah cair. Pada saat tersebut,
timbul bau yang tidak sedap dari buangan limbah.

Selain buangan pada malam hari, terkadang ada pabrik yang membuang
limbah cair pada pagi maupun siang hari. Namun terdapat perbedaan antara
buangan limbah tersebut. Limbah yang dibuang pada pagi maupun siang hari
cenderung terlihat lebih jernis dan tidak berbau menyengat.

b. Karakteristik Sumber Pencemar di Area Kajian Il

Area kajian Il meliputi daerah perumahan/pemukiman yang ditandai dengan
blok warna orange pada Gambar 5.1. Pencemaran diakibatkan oleh
pemanfaatan sungai sebagai tempat pembuangan limbah cair pemukiman.
Adapun jenis buangan yang teridentifikasi di area kajian Il sebagai berikut :

Tabel 5.2 Jenis buangan limbag sekitar Area Kajian I

No Jenis Pemukiman Limbah yang Dihasilkan
ik Rumah Rakyat Limbah Cair Deterjen
2. Warung Makan Limbah Cair Deterjen

Sumber : Hasil Survey Pribadi, 2017.
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Limbah cair yang mendominasi pada area kajian Il ini dari jenis deterjen.
Limbah cair tersebut berasal dari aktivitas warga dalam hal mandi dan mencuci.

Penggunaan sabun menghasilkan limbah deterjen yang sangat berlimpah.

(Industri), (B) Area Il (Pemukiman) dan (C) Area lll (Pertanian)

c. Karakteristik Sumber Pencemar di Area Kajian IlI

Area kajian Il meliputi daerah pertanian yang ditandai dengan blok warna
hijau pada Gambar 5.1. Pencemaran diakibatkan oleh pemanfaatan sungai
sebagai tempat pembuangan limbah cair pertanian. Berdasarkan pengamatan
yang dilakukan dilapang, sisa pestisida yang terdapat dalam aliran pemupukan di

lahan pertanian semua terbuang ke aliran sungai Wangi. Sehingga bisa

)
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disimpulkan pada area kajian Ill ini yang mendominasi adalah limbah cair
pestisida.
5.1.2 Hasil Analisis Kualitas Air

Observasi dan survey lapangan sudah dilakukan selama 2 musim yang
berbeda untuk mendapatkan perbedaan data kualitas lingkungan. Pengamatan
kualitas air selama penelitian pada musim yang berbeda yaitu musim hujan
(bulan Oktober 2016 sampai Februari 2017) dan musim kemarau (bulan Maret
sampai September 2017) dilakukan untuk menjawab tujuan pertama dari
penelitian ini yang dapat dilihat pada Tabel 5.3. Sedangkan kegiatan yang
dilakukan selama penelitian dapat dilihat pada Gambar 5.2. Kondisi lingkungan
disekitar aliran sungai Wangi apabila dilihat dari kondisi eksistingnya sangat
memprihatinkan dengan banyaknya sampah yang terdapat di sepanjang aliran.
Baik dari sampah pemukiman maupun sampah pertanian, sedangkan dari industi
kebanyakan berupa limbah cairan.

Tabel 5.3. Rata-rata Kualitas Air Musim Penghujan dan Kemarau
Oktober 2016 - Februari 2017 Maret - September 2017

Paramater
Area | Area 2 Area 3 Areal Area?2 Area3

Suhu (°C) 28 29 27 30 31 30
pH 6.1 6.5 7.1 5.8 6.2 6.4
DO (mg/L) 7.6 7.2 7.7 6.2 6.3 6.1
BOD (mg/L) 21 25 30 18 30 35
COD (mg/L) 46 32 57 53 49 66
Arus 180 140 150 110 120 110
(cm/menit)

Detergent 2417 25.78 22.2 27.35 35.39 20.17
Air

Detergent 310 390 374 365 460 290
Sedimen

Sumber : Olahan Data Pribadi, 2017

Dari Tabel 5.3 dan Gambar 5.3, terlihat perbedaan hasil pengamatan
pada musim penghujan dan musim kemarau.Pada setiap parameter terdapat
perbedaan, kandungan oksigen terlarut pada musim penghujan lebih tinggi dari

pada musim kemarau.Demikian juga halnya dengan BOD pada musim kemarau
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lebih rendah jika dibandingkan dengan musim penghujan pada setiap area
kajian. Namun nilai hasil pengamatan COD justru berbeda dengan pengamatan
yang lain. Pada musim kemarau nilai COD justru meningkat drastis.

Hal tersebut diatas sangat erat kaitannya dengan kondisi lingkungan yang
teraliri limbah yang didalamnya terdapat proses akumulasi bahan-bahan kimia
dalam perairan.

5.1.3 Hasil Analisis Logam Berat

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan dalam Tabel 5.4 dan
Gambar 5.3 menunjukkan bahwa kadar Pb, Cd dan Hg pada perairan rata-rata
sebesar 0,031 ppm, 0,019 dan 0,009 ppm, hal ini menunjukkan bahwa kadar Pb,
Cd dan Hg telah melebihi dari standar baku mutu yang diperbolehkan yakni
untuk Pb, Cd dan Hg pada air sebesar 0,01 ppm, 0,01 ppm dan 0,002 ppm
(Gambar 5.3).

Tabel 5.4. Hasil Rata-rata Nilai Pengujian Logam Berat Pb, Cd dan Hg di
sampel Air, Sedimen dan Ikan
Oktober 2016 - Februari 2017 Maret - September 2017

Paramater

Area | Area 2 Area 3 Areal Area2 Area3

Pb Air 0.023 0.032 0.024 0.033 0.035 0.029
Sedimen 0.321 0.322 0.354 0.324 0.322 0.341
lkan 0.043 0.052 0.054 0.053 0.055 0.059

Cd Air 0.02 0.013 0.029 0.01 0.015 0.002
Sedimen 0.386 0.253 0.244 0.286 0.235 0.318
lkan 0.059 0.036 0.061 0.048 0.037 0.021

Hg Air 0.003 0.015 0.005 0.002 0.014 0.006
Sedimen 0.012 0.174 0.023 0.014 0.085 0.022
lkan 0.006 0.019 0.009 0.006 0.012 0.008

Sumber : Olahan Data Pribadi, 2017

Hal ini disebabkan karena tingginya pencemaran logam berat Pb, Cd dan
Hg dari sungai yang terkontaminasi limbah industry, pemukiman dan pertanian.
Salah satu sungai yang terkontaminasi logam berat Pb, Cd dan Hg adalah

sungai Wangi, karena sekitar sungai tersebut terdapat pabrik yang berpotensi
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menghasilkan limbah yang mengandung Pb, Cd dan Hg. Kadar Pb, Cd dan Hg
pada sedimen rata-rata sebesar 0,325 ppm, 0,289 dan 0,085 ppm, hal ini
menunjukkan bahwa nilai tersebut belum melampaui standar baku mutu yang
diperbolehkan.

Kadar Pb, Cd dan Hg pada sedimen melampaui ambang batas, hal ini
dikarenakan sedimen mudah tersuspensi akibat pergerakan massa air yang
mana dapat melarutkan kembali logam yang terkandung dalam air tersebut.
Kadar Pb, Cd dan Hg akan terakumulasi dalam tubuh ikan gambusia melalui
absorbsi logam yang masuk ke dalam insang dan masuk ke dalam saluran
pencernaan melalui aktivitas osmosis dan difusi. Proses bioakumulasi logam
dalam jaringan ikan melalui rantai makanan serta tingginya proses pengambilan
logam Pb, Cd dan Hg dari perairan atau sedimen menyebabkan tingginya

konsentrasi Pb, Cd dan Hg dalam tubuh ikan gambusia juga.

0.035 +

0.031

0.03

0.025

0.02

0.015

Konsentrasi (mg/L)

0.01

0.005

0
Pb Cd Hg

Logam Berat

Gambar 5.3 Perbandingan Hasil Pengamatan Logam Berat di Aliran Air Sungai
dengan Baku Mutu Air

Menurut Vouk (1986) mengatakan bahwa terdapat 80 jenis dari 109 unsur

kimia di muka bumi ini yang telah teridentifikasi sebagai jenis logam berat.
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Berdasarkan sudut pandang toksikologi, logam berat ini dapat dibagi dalam dua
jenis, yaitu:

1. Jenis pertama adalah logam berat esensial, di mana keberadaannya
dalam jumlah tertentu sangat dibutuhkan oleh organisme hidup, namun
dalam jumlah yang berlebihan dapat menimbulkan efek racun. Contoh
logam berat ini adalah Zn, Cu, Fe, Co, Mn dan lain sebagainya.

2. Jenis kedua adalah logam berat tidak esensial atau beracun, di mana
keberadaannya dalam tubuh masih belum diketahui manfaatnya atau
bahkan dapat bersifat racun, seperti Hg, Cd, Pb, Cr dan lain-lain.

Logam berat ini dapat menimbulkan efek kesehatan bagi organisme
tergantung pada bagian mana logam berat tersebut terikat dalam tubuh. Daya
racun yang dimiliki akan bekerja sebagai penghalang kerja enzim, sehingga
proses metabolisme tubuh terputus. Lebih jauh lagi, logam berat ini akan
bertindak sebagai penyebab alergi, mutagen, teratogen atau karsinogen bagi
manusia. Jalur masuknya adalah melalui kulit, pernapasan dan pencernaan.

Adanya logam berat di perairan, berbahaya baik secara langsung
terhadap kehidupan organisme, maupun efeknya secara tidak langsung terhadap
kesehatan manusia. Hal ini berkaitan dengan sifat-sifat logam, yaitu :

1. Sulit didegradasi, sehingga mudah terakumulasi dalam lingkungan
perairan dan keberadaannya secara alami sulit terurai (dihilangkan).

2. Dapat terakumulasi dalam organisme termasuk kerang dan ikan, dan
akan membahayakan kesehatan manusia yang mengkomsumsi
organisme tersebut.

3. Mudah terakumulasi di sedimen, sehingga konsentrasinya selalu lebih
tinggi dari konsentrasi logam dalam air. Disamping itu sedimen mudah

tersuspensi karena pergerakan masa air yang akan melarutkan kembali
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logam yang dikandungnya ke dalam air, sehingga sedimen menjadi

sumber pencemar potensial dalam skala waktu tertentu.

5.1.4 Indeks Pencemaran

Penentuan status mutu air pada sungai Wangi didasarkan atas Metode
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Indeks Pencemaran (IP). Persebaran nilai indeks sungai Wangi dapat dilihat
pada Gambar 5.8, sedangkan rincian hasil perhitungan status mutu air dengan
metode Indeks Pencemaran tercantum pada Tabel 5.5

a. Indeks Pencemaran (IP) di Area Kajian |

Tabel 5.5 Hasil Penentuan Status Mutu Air Metode Indeks Pencemaran
Area Kajian | Sungai Wangi — Pasuruan
Pengukuran Bulan Oktober 2016 dan September 2017

Parameter Lij Satuan Ci Ci/Lij Ci/lij baru

pH 6,0-9,0 5,95 0,99 0,33

Residu 50 mg/I| 33,5 0,67 0,67

Tersuspensi

Residu Terlarut 1000 mg/I 362,5 0,36 0,36

Oksigen Terlarut 6 mg/l 02 6,9 1,15 1,30

BOD 2 mg/I 19,5 9,75 7,47

COD 10 mg/I 49,5 4,95 4,54

Nitrat 10 mg/l NO3 0,89 0,07 0,07

Nitrit 0,06 mg/l NO2 0,087 1,30 1,57

Amoniak 0,5 mg/l NH3-N 0,71 1,42 1,76

Detergent 200 mg/l MBAS 25,76 0,13 0,48

Merkuri 0,001 mg/l Hg 0,003 3 3,39

Timbal 0,01 mg/l Pb 0,035 3,5 3,72

Kadmium 0,01 mg/l Cd 0,034 3.4 3,66

Bakteri Koli Tinja 100 JPT/100 ml 1,67 x 10° 1670,00 17,11

g Bakteri Total Koli 1000 JPT/100 ml 6,7 x 10° 670,00 15,13
i Keterangan : jumlah 61,56
' § (GHILI M= komea s parameter kualtzs af-maksia ratarata 4,104
5 3 Pl EVEARVIERE nilai maks 17,11
% P1J 5,83
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Berdasarkan hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution
index (PI), jumlah indeks pencemaran rata-rata (Plixaraa) pada area kajian |
adalah = 5,83 yang berarti kondisi area kajian | termasuk pada klasifikasi “cemar

sedang”.
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b. Indeks Pencemaran (IP) di Area Kajian |l

Tabel 5.6 Hasil Penentuan Status Mutu Air Metode Indeks Pencemaran
Area Kajian Il Sungai Wangi — Pasuruan
Pengukuran Bulan Oktober 2016 dan September 2017

Parameter Lij Satuan Ci Ci/Lij Ci/lij baru
pH 6,0-9,0 6,35 0,91 0,79
Residu Tersuspensi 50 mg/I 34,5 0,69 0,19
Residu Terlarut 1000 mg/I 382,5 0,38 -1,09
Oksigen Terlarut 6 mg/l 02 6,75 1,13 1,26
BOD 2 mg/I 27,5 13,75 6,69
COD 10 mg/| 40,5 4,05 4,04
Nitrat 10 mg/l NO3 0,79 0,08 -4,51
Nitrit 0,06 mg/l NO2 0,077 1,30 1,54
Amoniak 0,5 mg/l NH3-N 0,61 1,22 1,43
Detergent 200 mg/l MBAS 30,59 0,15 -3,08
Merkuri 0,001 mg/l Hg 0,015 15 6,38
Timbal 0,01 mg/l Pb 0,032 3,2 3,53
Kadmium 0,01 mg/l Cd 0,014 1,4 3,53
Bakteri Koli Tinja 100 JPT/100 ml 1,16075x 1670,00 17,11
Bakteri Total Koli 1000 JPT/100 ml 61,(7)5X 670,00 15,13
Keterangan : jumlah 51,64
(Vo r oo R et 34K
Pij =Indeks, Pencemaran nilai maks 17,11
P1J 5,38

Berdasarkan hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution
index (PI), jumlah indeks pencemaran rata-rata (Plaaraa) pada area kajian |l
adalah = 5,38 yang berarti kondisi area kajian Il termasuk pada klasifikasi “cemar

sedang”.
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g c. Indeks Pencemaran (IP) di Area Kajian Il
—g Tabel 5.7 Hasil Penentuan Status Mutu Air Metode Indeks Pencemaran
:l Area Kajian 1l Sungai Wangi — Pasuruan
g Pengukuran Bulan Oktober 2016 dan September 2017
8 Parameter Lij Satuan Ci CilLij Ci/lij baru
S pH 6,0-9,0 6,75 0,99 0,33
= Residu Tersuspensi 50 mg/l 31,5 0,67 0,67
Residu Terlarut 1000 mg/l 332,5 0,36 0,36
Oksigen Terlarut 6 mg/l 02 6,9 1,15 1,30
BOD 2 mg/l 32,5 9,75 7,47
COD 10 mg/l 61,5 4,95 4,54
Nitrat 10 mg/l NO3 0,89 0,07 0,07
Nitrit 0,06 mg/l NO2 0,087 1,30 1,57
Amoniak 0,5 mg/l NH3-N 0,71 1,42 1,76
Detergent 200 mg/l MBAS 21,185 0,13 0,48
Merkuri 0,001 mg/l Hg 0,006 3 3,39
Timbal 0,01 mg/l Pb 0,026 3,5 3,72
Kadmium 0,01 mg/l Cd 0,016 3.4 3,66
Bakteri Koli Tinja 100 JPT/100 ml 1,15075x 1570,00 16,98
Bakteri Total Koli 1000 JPT/100 ml 51,(7)5X 570,00 14,78
(iéﬁ}ﬁirj(’;\rgan:: konsentrasi parameter kualitas air rata -rata ju } o S0
(Cij/Li)) M = konsentrasi parameter kualitas air maksimum rata-rata 3,334
Pl = Indeks Pencemay) nilai maks 16,98
P1J 5,30

Berdasarkan hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution
index (PI), jumlah indeks pencemaran rata-rata (Plyaraa) pada area kajian 1l
adalah = 5,30 yang berarti kondisi area kajian lll termasuk pada klasifikasi

‘cemar sedang”.

Secara umum, berdasarkan cara yang ditentukan oleh metode indeks
pencemaran hasil harga indeks pencemaran di sungai Wangi pada area kajian I,

Il dan Il adalah cemaran sedang. Hasil perhitungan dari ketiga area kajian

<
=z
=

tersebut disajikan pada Tabel 5.8.
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(_x_é Tabel 5.8 Hasil Perhitungan Rata-Rata Ci/Lij Baru
== Cillij baru
; Parameter Area | Arealll Area lll
e pH 0,33 0,79 0,33
) g ?esidu i 0,67 0,19 0,67
e TR 0,36 1,09 0,36
. Oksigen Terlarut 1,30 1,26 1,30
BOD 7,47 6,69 7,47
COoD 4,54 4,04 4,54
Nitrat 0,07 -4,51 0,07
Nitrit 1,57 1,54 1,57
Amoniak 1,76 1,43 1,76
Detergent 0,48 -3,08 0,48
Merkuri 3,39 6,88 3,39
Timbal 3,72 3,53 3,72
Kadmium 3,66 3,53 3,66
Bakteri Koli Tinja 17,11 17,11 16,98
Bakteri Total Koli 15,13 15,13 14,78
Jumlah 61,56 51,64 50,01
Rata-rata 4,104 3,443 3,334
Nilai maks 17,11 17,11 16,98
P1J 5,83 5,38 5,30
Rata-rata 5,503
Keterangan :
(Cij/Lij) R konsentrasi parameter kualitas air rata -rata

(Cij/Lij) M = konsentrasi parameter kualitas air maksimum
Pij = Indeks Pencemaran

Berdasarkan hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution
index (PI), jumlah indeks pencemaran rata-rata (Pli.araa)  pada sungai Wangi
secara umum (area kajian I, Il dan Ill) adalah = 5,503 yang berarti kondisi sungai
Wangi termasuk pada klasifikasi “cemar sedang”.

Pada saat ini, ada beberapa jenis standar kualitas air minum baik yang
bersifat nasional maupun internasional. Kualitas air yang bersifat nasional hanya
berlaku untuk negara yang menetapkan standar, sedangkan yang bersifat

internasional berlaku pada negara yang belum memiliki standar kualitas air
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tersendiri. Namun standar internasional ini dapat digunakan di negara man saja
dengan menyesuaikan kondisi dan situasi negara yang bersangkutan (Sutrisno,

1987).

5.2 Paparan Dosis Akut Cd dan Dosis Subkronis pada lkan Gambusia
5.2.1 Paparan Dosis Akut Cd/Uji Toksisitas Letal (LCs,-96 jam)

Tujuan kedua dari penelitian ini mengetahui seberapa besar pengaruh
pemberian lethal dosis akut dan subkronis paparan Cd terhadap ikan Gambusia.
Untuk  menjawab hal tersebut dilakukan eksperimen dan observasi di
laboratorium.

Uji toksisitas cadmium pada ikan Gambusia dilakukan dua tahap yaitu
tahap uji pendahuluan dan uji definitif. Tahap uji pendahuluan dilakukan selama
24 jam untuk mencari konsentrasi ambang letal atas dan ambang letal bawabh.
Tahap pengujian selanjutnya adalah uji definitif untuk menentukan nilai LC50
selama 96 jam dengan pengamatan setiap 24 jam.

Determinasi LCso Cd*" pada Ikan Gambusia dengan paparan selama 96
jam diperoleh berdasarkan nilai ambang letal bawah dan ambang letal atas
kadmium pada lkan Gambusia. Konsentrasi ambang letal atas adalah
konsentrasi terendah yang menyebabkan kematian 100% dari hewan uji,
sedangkan konsentrasi ambang letal bawah adalah konsentrasi tertinggi yang
tidak menyebabkan kematian sama sekali pada hewan uji (USEPA, 2002).

a. Uji pendahuluan

Pada uji pendahuluan, konsentrasi Cd*" yang digunakan didasarkan pada
deret logaritmik yaitu 1 mg/L; 0,1 mg/L; 0,01 mg/L; 0,001 mg/L; 0,0001 mg/L dan
tanpa pemberian Cd?* sebagai kontrol. Variabel yang diamati pada uji

pendahuluan adalah mortalitas hewan uiji.
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Tabel 5.9. Kisaran Konsentrasi pada Perlakuan Berdasarkan Konsentrasi
Anjuran dan Persentase Mortalitas

Perlakuan Konsentrasi (mg/L) Mortalitas (%)
A 1 mg/L air 100
B 0,1 mg/L air 80
C 0,01 mg/L air 50
D 0,001 mg/L air 40
E 0,0001 mg/L air 10
K (Kontrol) Tanpa Kadmium (CdNO3) 0

Keterangan : Berdasarkan data mortalitas tersebut di atas diduga
nilai LCgs berada diantara pada perlakuan A dan B
dan LCsberada di E. maka kisaran uji definitif berada
antara B sampai C. Setiap perlakuan konsentrasi
cadmium diuji dengan ulangan minimal tiga kali.

Hasil yang diperoleh dari uji pendahuluan adalah pada perlakuan kontrol
tidak terjadi kematian hewan uji. Pada konsentrasi Cd?* tertinggi (1 mg/L),
kematian hewan uji mencapai 100%, sedangkan pada paparan Cd*" dengan
konsentrasi yang berbeda menyebabkan jumlah mortalitas hewan uji yang

bervariasi. Tabel 5.9 menunjukkan mortalitas ikan Gambusia meningkat seiring

dengan semakin tingginya konsentrasi Cd*".

b. Uji definitif

Konsentrasi pada uji definitif didasarkan pada nilai ambang letal atas dan
ambang letal bawah yang diperoleh pada uji pendahuluan. Berdasarkan
penentuan konsentrasi dengan metode Quantal Responses (Finney, 1971)
diperoleh konsentrasi perlakuan pada uji definitif sebagai berikut 0,095 mg/L;
0,08 mg/L; 0,0625 mg/L; 0,05 mg/L; 0,035 mg/L; 0,025 mg/L; 0,0125 mg/L.

Rata-rata mortalitas ikan Gambusia pada uji akut definitif tertinggi pada
pengamatan 96 jam sebesar 70% yaitu pada konsentrasi 0,095 mg/L, sedangkan
tanpa paparan tidak terjadi kematian. Pada uji toksisitas akut definitif, kematian
hewan uji pada kontrol tidak melebihi 20% yang merupakan batas kematian

maksimum yang memungkinkan dalam uji toksisitas akut (USEPA, 2002).
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Konsentrasi Mortalitas 24 Mortalitas 48 Mortalitas 96 jam
(mg/L) jam (%) jam (%) (%)

0 0 0 0
0,0125 5 6 9
0,0250 12 11 12
0,0350 46 51 49
0,0500 54 52 56
0,0625 59 60 60
0,0800 60 63 62
0,0950 75 70 77

Tabel 5.10 menunjukkan bahwa pada paparan selama 24, 48 dan 96 jam,

setiap paparan menyebabkan tingkat mortalitas yang hampir sama. Paparan

tertinggi dengan konsentrasi 0,0950 mg/L menyebabkan mortalitas sebesar rata-

rata 70%. Berdasarkan hasil analisa probit diperoleh nilai LCso 24, 48 dan 96 jam

sebesar 0.0385574+0,009 mg/L (Gambar 5.4).

Tabel 5.11 Hasil Pengujian Probabilitas LCsp o jam dengan Software MINITAB 14

Percent Percentile Error Lower Upper

1 -0.135634 0.0348909 -0.253451 -0.0871238
2 -0.115222 0.0305902 -0.218146 -0.0725381
3 -0.102272 0.0278841 -0.195790 -0.0632387
4 -0.0925296 0.0258641 -0.179005 -0.0562117
5 -0.0846052 0.0242335 -0.165376 -0.0504707
6 -0.0778602 0.0228564 -0.153798 -0.0455625
7 -0.0719462 0.0216586 -0.143666 -0.0412391
8 -0.0666509 0.0205952 -0.134612 -0.0373496
9 -0.0618350 0.0196368 -0.126396 -0.0337945
10 -0.0574020 0.0187630 -0.118850 -0.0305047
20 -0.0244611 0.0126872 -0.0636572 -0.0051812
30 -0.0007084 0.0093219 -0.0261237 0.0153435
40 0.0195874 0.0081184 0.0018227 0.0370056
50 0.0385574 0.0090297 0.0226201 0.0625763
60 0.0575274 0.0114550 0.0396252 0.0919390
70 0.0778232 0.0149023 0.0558659 0.125307
80 0.101576 0.0194402 0.0737931 0.165438
90 0.134517 0.0261230 0.0978515 0.221896
93 0.149061 0.0291467 0.108326 0.246972
94 0.154975 0.0303844 0.112569 0.257184
95 0.161720 0.0318007 0.117399 0.268841
96 0.169644 0.0334702 0.123062 0.282548
97 0.179387 0.0355298 0.130009 0.299412
98 0.192337 0.0382777 0.139225 0.321851
99 0.212749 0.0426271 0.153714 0.357254

Note : Standard 95.0% Fiducial ClI
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Gambar 5.4 LCs0 96 jam uji toksisitas definitif akut pada lkan Gambusia

Gambar tersebut menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi Cd?**
berbanding lurus dengan persentase mortalitas ikan Gambusia. Semakin tinggi
konsentrasi Cd**, maka jumlah ikan Gambusia yang mati semakin banyak.
Persentase kematian meningkat secara bertahap dengan meningkatnya
konsentrasi logam berat kadmium klorida (Banavathu, et al., 2016).

Kematian ikan gambusia pada uji toksisitas letal disebabkan oleh
masuknya kadmium ke dalam jaringan tubuh makhluk hidup melalui beberapa
jalan yaitu pencernaan, penetrasi melalui kulit, dan saluran pernapasan
(pengambilan dari air melalui membran insang) (Hirata et al., 2003; Muaja,
Koleangan & Runtuwene 2013; Gadhave et al.,, 2014). Hal ini yang
menyebabkan terjadinya penghambatan enzim karbonik anhidrase dan transport
ATP-ase terutama pada mitokondria akson parasinaptik dan sedikit pada
endoplasmik = retikulum. Menurut Quinlan, Evans & Gutteridge (1994),

penghambatan ATP-ase berkaitan dengan Ca** yang menyebabkan peningkatan

S

pelepasan neuro-transmitter.

Tingkah laku ikan gambusia yang akan mati akibat terpapar Cd** selama
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permukaan air, berenang tidak teratur dan selanjutnya mati. Selain itu,
permukaan kulit dari ikan gambusia nampak banyaknya mengeluarkan lendir
(moLPus) sebagai akibat terpaparnya oleh logam Cd*", berbeda halnya pada
ikan kontrol yang tidak ditemukan lendir pada kulit ikan gambusia. Menurut Levit
(2010), ikan yang terpapar toksik dapat diketahui dari tingkah laku ikan tersebut,
yaitu dengan gerakan hiperaktif, menggelepar, dan lumpuh. Hal ini diduga
sebagai suatu cara untuk memperkecil proses biokimia dalam tubuh yang
teracuni, sehingga efek letal yang terjadi lebih lambat. Berdasarkan hasil dari
analisis probit didapatkan nilai LC5,-96 jam pada ikan gambusia adalah 0.03
mg/L, artinya pada konsentrasi tersebut didapatkan kematian 50% hewan uji
dalam waktu pemaparan 96 jam. Epa (2016), menyatakan ambang batas untuk
konsentrasi cadmium diperairan umum untuk irigasi dan perikanan adalah <0.01.
Sehingga nilai LCsy dapat dijadikan sebagai konsentrasi acuan dalam melakukan

percobaan paparan akut Cd pada ikan model yaitu ikan Gambusia.

5.2.2 Paparan Dosis Subkronis
a. Penurunan konsentrasi kadmium (Cd) harian

Uji toksisitas subkronis adalah salah satu uji praklinik —untuk
mengidentifikasi ciri fisik maupun organ yang diberikan senyawa uji secara
berulang dalam waktu tertentu selama 28 atau 90 hari (Casarett and Doull,
2008). Prinsip uji toksisitas subkronis yaitu sediaan uji dalam beberapa tingkat
dosis diberikan setiap hari pada beberapa kelompok hewan uji. Tujuan uji
toksisitas subkronik adalah untuk memperoleh informasi adanya efek toksik zat
yang tidak terdeteksi pada uji toksisitas akut (OECD, 2001).

Konsentrasi yang digunakan pada uji toksisitas subkronis didasarkan
pada konsentrasi LCs0 96 jam yang dihasilkan pada uji akut definitif (0,03+0,009

mg/L). Berdasarkan nilai LCso 96 jam maka konsentrasi Cd** yang digunakan
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dalam uji toksisitas subkronis adalah 12,5% (0,0035 pg/L); 25% (0,0075 ug/L);
37,5% (0,0115 pg/L); 50% (0,015 pg/L); 100% (0,03 ug/L) dan tanpa paparan
Cd?* sebagai kontrol.

Pengujian toksisitas subkronis dilakukan dua tahap yaitu tahap uiji
pendahuluan dan tahap uji definitif. Tahap uji pendahuluan dilakukan untuk
mengetahui penurunan konsentrasi media uji setiap hari, sedangkan tahap uji
definitif dilakukan untuk mengetahui tingkat mortalitas dan konsentrasi kadmium
di dalam tubuh hewan uji. Uji subkronis dilakukan selama 28 (dua puluh delapan)
hari, hal ini didasarkan pada 10% dari harapan hidup dari ikan (280 hari). Hal ini
sesuai dengan USEPA (2002), bahwa uji toksisitas subkronis pada hewan uji
dilakukan selama 10% dari siklus hidupnya.

Tabel 5.12 Rata-rata penurunan konsentrasi kadmium harian

Konsentrasi Paparan Cd*" Konsentrasi Cd air
(mg/L) (mg/L)
0% 0,001+0,001
12,5% 0,0035+0,002
25% 0,0075%0,004
37,5% 0,0125+0,01
50% 0,015+0,01
100% 0,0310,02

Pada uji pendahuluan diperoleh hasil bahwa setiap hari konsentrasi
kadmium mengalami penurunan yang bervariasi pada setiap konsentrasi. Tabel
5.12 menunjukkan penurunan tertinggi pada paparan konsentrasi larutan Cd2+
100% (0,03+0,02 mg/L) dan pada konsentrasi 25% sebesar 0,075+0,004 mg/L.
Penurunan konsentrasi kadmium yang terjadi pada setiap perlakuan rata-rata
lebih tinggi dari penurunan konsentrasi harian pada kontrol.

Penurunan ' konsentrasi cadmium harian ' semakin tinggi dengan

meningkatnya konsentrasi paparan. Penurunan konsentrasi harian pada paparan
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subkronis digunakan untuk mengetahui jumlah larutan Cd2+ yang harus

ditambahkan pada media uji definitif agar konsentrasinya konstan.

b. Persentase konsentrasi kadmium pada lkan Gambusia

Pengujian  dilanjutkan  dengan - uji - toksisitas  subkronis  definitif.
Berdasarkan hasil dari uji toksisitas subkronis pendahuluan, konsentrasi
kadmium dalam tubuh ikan Gambusia tertinggi pada paparan Cd?" 100% (Tabel
5.13).

Konsentrasi kadmium dalam ikan Gambusia setelah paparan Cd2+
selama 28 hari menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi paparan maka
semakin tinggi pula konsentrasi kadmium dalam tubuh lkan Gambusia dan
konsentrasinya lebih tinggi dari konsentrasi kontrol (Gambar 5.7).

Tabel 5.13 Konsentrasi kadmium pada Ikan Gambusia setelah paparan

Perlakuan Jumlah Sampel Konsentrasi Cd*"
Paparan (ekaor) (mg/L)

0 30 0,011+0,001
12,5% 30 0,021+0,002
25% 30 0,028+0,004
37,5% 30 0,032+0,01
50% 30 0,035+0,01
100% 30 0,042+0,02

Hal ini disebabkan pada uji toksisitas subkronis, paparan dilakukan setiap
hari dengan dosis yang sama. Oleh karena sifat dari kadmium yang mudah
diabsorbsi ikan Gambusia dan tidak bisa terurai, maka apabila ikan Gambusia
dipapar setiap hari dengan dosis yang sama selama 28 hari berturut turut maka
kadmium terakumulasi di dalam tubuh ikan Gambusia. Kadmium yang diabsorpsi
oleh ikan Gambusia akan terakumulasi di dalam tubuhnya sehingga semakin
lama waktu paparan maka semakin tinggi konsentrasi kadmium di dalam tubuh
ikan. Konsentrasi kadmium di dalam tubuh ikan Gambusia ditentukan oleh

konsentrasi dan lama waktu paparan.
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0.045
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

Konsentrasi (mg/L)

1 0.011+0.001

0.032+0.01
0.028+0.004

0.021+0.002 I

0.042+0.005

0.035+0.01

0

12,5%

25% 37,5%

Paparan Cd2+

50% 100%

Gambar 5.5 Konsentrasi kadmium pada Ilkan Gambusia Cd2+ subkronis

53 Pengaruh Paparan Kadmium Subkronis pada lkan Gambusia

5.3.1 Gejala Klinis lkan Gambusia

a. Investigasi Gejala Klinis

Selama paparan kadmium, ikan gambusia menunjukkan gejala klinis

yang berbeda-beda pada setiap perlakuan konsentrasi. Mulai dari gejala klinis

ikan dengan sisik terlepas dan berenang tidak beraturan sampai dengan organ

insang yang pucat pada dosis paling tinggi (perlakuan A). Kemudian ada juga

yang menunjukkan gejala klinis berenang dengan menabrak dinding akuarium

dan agresif terhadap ikan yang lain. Lebih lengkap disajikan pada Tabel 5.14.

Perilaku tersebut menunjukkan paparan kadmiummemberikan efek secara

langsung berdasarkan perubahan tingkah laku ikan gambusia. Bahaya tersebut

berupa adanya kandungan toksik pada kadmium.
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Tabel 5.14. Gejala Klinis ikan gambusia setelah paparan cadmium dosis berbeda
dan jumlah kematian ikan selama 28 hari pengamatan

Perlakuan Jumlah Minggu
Paparan Sampel Pengamatan Gejala Klinis
Kadmium Ikan Post Mortem
A 30 1 Hari kedua dalam minggu pertama

ikan sudah ada yang mati. Sisik
terlepas, berenang tidak beraturan,
organ insang yang pucat. Sering
berenang dipermukaan. Mulut sering
membuka dengan gerakan lebih
cepat dari ikan normal. lkan
cenderung menjauhi cahaya.

B 30 2 Kematian ikan baru terlihat pada
minggu  kedua. Berenang dengan
menabrak dinding akuarium dan
lebih banyak berada di permukaan.
Agresif terhadap ikan yang lain.
Gerakan mulut tidak terlalu cepat.
Sisik _banyak terlepas pada minggu
ketiga.  Ikan - cenderung menjauhi
cahaya.

C 30 3 Kematian ikan mulai terlihat pada
minggu ketiga. Berenang dengan
menabrak dinding akuarium dan
tidak terlalu agresif terhadap ikan
yang lain.

D 30 3 Kematian ikan mulai terlihat pada
minggu ketiga. Berenang dengan
menabrak dinding akuarium dan
tidak terlalu agresif terhadap ikan

yang lain.

E 30 4 Tidak menunjukkan gejala  Klinis
yang berarti

K 30 4 Tidak ada gejala klinis

NB: Pengamatan Secara Visual

Apabila diamati dari gejala klinis'yang terjadi, keracunan akibat paparan
kadmium tersebut sudah ditunjukkan dua hari setelah paparan pada perlakuan A.
Perlakuan B mulai menunjukkan gejala klinis yang berarti pada minggu kedua
dengan adanya kematian ikan. Pada perlakuan C dan D menunjukkan gekala
klinis yang hamper sama terutama adanya kematian pada minggu ketiga.
Perlakuan E tidak menunjukkan gejala klinis yang berarti, namun ditemukan ikan
yang mati pada minggu keempat. Sedangkan perlakuan control tidak ditemukan

kematian ikan.
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b. Pemeriksaan Post Mortem

Tabel 5.14 'menunjukkan jumlah ikan yang mati di akhir percobaan
tertinggi pada konsentrasi 100% dengan gejala klinis yang lebih banyak
dibandingkan dengan perlakuan konsentrasi yang lain. Apabila dibandingkan
dengan ikan kontrol, dari awal perlakuan tidak menunjukkan adanya gejala
apapun. Percobaan dengan konsentrasi 25% hingga 75% menunjukkan gejala
klinis yang hampir sama, sedangkan konsentrasi 12,5% cenderung tidak

menunjukkan gejala yang tidak berarti (cenderung sama dengan ikan kontrol).

Tingkat kematian pada setiap perlakuanpun menunjukkan adanya
perbedaan, dengan kematian tertinggi pada konsentrasi 100% pada minggu
pertama, kemudian konsentrasi 75% pada minggu kedua. Sementara itu
perlakuan konsentrasi 25% dan 50% menunjukkan tingkat kematian pada jumlah
yang sama pada minggu ketiga, sedangkan terendah pada konsentrasi 12,5%

pada minggu keempat, dan ikan kontrol tanpa ada kematian sama sekali.

5.3.2 Pengujian Histologi Insang lkan Gambusia dengan Pewarna HE
a. Insang Gambusia Sampel Sungai Wangi

Penampilan histologi insang ikan Gambusia menggunakan pewarna
Hematoksilin dan Eosin yang diambil dari sampel kawasan industri, rumah
tangga dan pertanian menunjukkan kerusakan insang. Kerusakan itu jelas
terlihat di lamella primer (LP) dan lamella sekunder (LS) (Gambar 5.4). Dari tiga
area berbeda, area Industri menunjukkan kerusakan lamella primer (LP) dan
lamella sekunder (LS) dibandingkan dengan area Rumah Tangga dan Pertanian.
Sel-sel LP dan LS berperan penting dalam proses homeostasis pemasukan
cairan ke dalam insang ikan. Proses ini memungkinkan logam berat untuk

pertama kali diserap ke dalam tubuh melalui sel klorida. Hasil pengamatan
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menunjukkan bahwa kerusakan terjadi ketika organisme terpapar oleh limbah
yang mengandung logam berat.

Proporsi kecil deterjen dapat diidentifikasi memiliki toksisitas sedang (10-
100 mg/L) dan beberapa memiliki toksisitas sangat rendah (hingga 10.000 mg/L).
Deterjen dapat menyebabkan kerusakan pada epitel respirasi insang seperti
pembesaran dan vakuolisasi sel dengan perubahan distrofik menjadi nekrobiotik.
Tanda-tanda klinis keracunan termasuk gangguan pernapasan dan kemudian
karena tidak aktif. Karakteristik dalam pemeriksaan pato-anatomi adalah
meningkatkan jumlah lendir pada kulit dan insang, dan kongesti pada
pembengkakan edema pada alat insang. Lendir mudah dikeluarkan dari

permukaan tubuh dan insang.

20um;40x

—-——

Gambar 5.6. Struktur insang ikan. A) Area industri, B) Area rumah tangga, C)
Area pertanian dan K) Kontrol sebagai pembanding. lamella
primer (LP) dan lamella sekunder (LS) dari tiga area berbeda telah
berubah. Pengamatan dengan menggunakan mikroskop Olympus
perbesaran 40x;20um
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Dari gambar 5.6 terlihat adanya perbedaan penampakan pada LP dan LS
disetiap sampel. Pada sampel area industri, kondisi LP mengalami penyusutan
sedangkan bentuk dari LS tidak beraturan. Demikian juga halnya dengan sampel
area rumah tangga dan pertanian dengan LP bentuk tetap namun LS tidak
beraturan, penampakan yang berbeda pada sampel insang control dengan LP
dan LS yang masih utuh.

b. Insang Gambusia Sampel Sungai Wangi

Gambaran histologi insang ikan Gambusia menggunakan pewarna
Hematoksilin dan Eosin yang dibahas adalah tentang kondisi normal yang
berfungsi sebagai control dan kondisi diberikan paparan Cd. Perbandingan
difokuskan kepada efek paparan terhadap kondisi dan kerusakan insang ikan
gambusia.

Gambar histology inang ikan Gambusia control artinya ikan tidak diberi
paparan Cd. Insang diambil pada bagian sebelah kanan. Insang merupakan
salah satu organ sasaran toksisitas Cd dan berperan sebagai organ respirasi
yang selalu berhubungan langsung dengan air di sekelilingnya. Permukaan
insang berfungsi sebagai tempat pertukaran ion-ion tertentu serta berfungsi
sebagai organ osmoregulasi.

Dari hasil pengamatan preparat natif dan histopatologi yang dilakukan di
laboratorium  ditemukan sebanyak 10 kasus kerusakan pada insang ikan
gambusia selama paparan kadmium. Pengamatan pada histopatologi
memperlihatkan adanya perubahan lamella primer (LP) dan lamella sekunder

(LS) seperti hiperplasia dan haemorrhage (Gambar 5.7).
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Gambar 5.7. Morfologi insang ikan Gambusia yang terpapar Cd, diamati melalui
pewarnaan HE (40x), A: 0,03 mg/L; B:0,015 mg/L; C:0,0115 mg/L;
D:0,0075 mg/L; E : 0,0035 mg/L; dan dibandingkan dengan kontrol,
diamati_mikroskop Olympus. 40x;20um adanya perubahan pada
lamella primer (LP) dan lamella sekunder (LS).

Hasil analisa histopatologi menunjukkan bahwa kerusakan yang
ditimbulkan oleh paparan pada perlakuan A, B dan C mengalami perubahan sel.
Perlakuan tersebut memberikan gambaran bahwa besarnya efek yang
ditimbulkan pada tingkat sel di organ insang ikan gambusia mempunyai fungsi

sebagai alat pernafasan dan homeostasis. Sehingga akan menjadi bagian utama

dan paling penting dalam proses yang terdampak oleh paparan benda asing. Hal
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tersebut diasumsikan terjadi karena, adanya pelepasan sel-sel dari jaringan
penyokongnya (membran basal) yang disebabkan oleh sel mengalami nekrosis
akibat ' kadar oksigen yang berkurang pada lingkungannya, sehingga
merangsang terjadinya stres akibat hipoksia. Menurut Roberts (2001), hipoksia
terjadi apabila sel-sel darah yang membawa oksigen ke dalam jaringan tidak
dapat memenuhi proses metabolisme di dalam tubuh untuk berbagai keperluan.
Harper dan Jeffrey (2008), menambahkan bahwa hipoksia dapat mengakibatkan
terjadinya keadaan patologis diantaranya nekrosis, hiperplasia, hiperemi dan
hipertropi pada berbagai jaringan organ yaitu insang, hati, limpa, dan ginjal.

Selain itu efek yang ditimbulkan oleh paparan lainnya adalah hiperplasia
lamella sekunder pada insang terjadi akibat adanya pembelahan sel epitel yang
tidak terkontrol, sedangkan pada lamella primer disebabkan oleh pembelahan
sel-sel chlorid secara berlebihan (Roberts, 2001). Hiperplasia sel-sel lamella
insang diawali dengan beberapa kejadian diantaranya edema, kematian sel dan
lepasnya sel-sel epithelium pada lamella insang (Widayati, 2008). Fusi lamella
terjadi akibat peningkatan patologi hiperplasia secara terus menerus dan
menyebabkan terisinya ruang antar lamella sekunder oleh sel -sel baru yang
kemudian memicu terjadinya perlekatan pada kedua sisi lamella. Kejadian ini
didukung oleh Benli dan Ozkul (2008), yang menyatakan bahwa kejadian fusi
lamella merupakan  level kerusakan berat karena fusi lamella merupakan
kerusakan tahap lanjutan dari kerusakan hiperplasia.
5.3.3 _Pengujian Serapan Paparan pada Insang lkan Gambusia

a. Pengujian Convocal Laser — Scanning Microscopy (CL-SM)

Hasil pengamatan laboratorium menunjukkan peribandingan dengan ikan
kontrol, morfologi insang ikan yang dipapar cadmium sebanding dengan ikan
lainnya yang dipapar. Lamella sekunder dilapisi oleh epitel yang merupakan dua

lapisan sel skuamosa yang tebal, sedangkan lapisan epitel bertingkat melapisi
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filamen primer. Epitel sel insang dibuat untuk bagian yang lebih besar dari sel
perkerasan (PVC), beberapa sel mukosa dan beberapa sel klorida (LP).
Kadmium, pada konsentrasi 0,0075 mg/L dan 0,0035 mg/L untuk jangka waktu
28 hari perlakuan, tidak mengubah morfologi insang. Namun, setelah adanya
perlakuan 0,030 mg/L, 0,015 mg/l dan 0,0115 mg/l, perubahan diamati pada
beberapa filamen, misalnya pengangkatan epitel, pecah dan atau hipertrofi sel
pada lamella sekunder.

Salah satu tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
kadmium pada insang gambusi remaja dan morfologi LP. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tinggi atau setelah paparan polutan yang
lama, perubahan dapat muncul pada beberapa filamen insang seperti
pengangkatan epitel, hiperplasia dan atau hipertrofi sel lamella sekunder.
Perubahan morfologi yang serupa telah dijelaskan untuk berbagai toksisitas dan
iritasi lainnya (Hasil Seminar Nasional Biologi Il UNESA, 2018). Namun, pada
tahap paparan akut maupun subkronis, kadmium tidak menyebabkan munculnya
sel apoptosis atau kelebihan sel nekrotik, seperti yang telah dilaporkan untuk nila
pada kondisi yang berbeda (Bonga et al., 1990). Pertimbangan morfologi
permukaan LP tampak bahwa, dalam beberapa LP, kadmium menyebabkan
perataan permukaan bersamaan dengan penurunan mikrovili yang signifikan, jika
tidak penghilangan total permukaan LP. Namun, perubahan permukaan tidak
terdistribusi secara merata pada populasi LP. Pengamatan konflik yang sama
telah dilakukan pada ikan rainbow trout (Perry and Wood, 1985). Tahapan
paparan subkronis dengan konsentrasi kadmium subletal (dari 3,5 sampai 30
pg/l) menunjukkan gangguan pada sitoskeleton aktin. Hal itu muncul di LP yang
terletak di daerah interlamellar insang, di persimpangan antara filamen primer
dan sekunder. Perubahan sesuai dengan mikrofilamen sitoskeleton pada bagian

apikal sel, yang melekat pada protein tertentu dalam membran sel. Beberapa
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penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa dalam berbagai jenis sel
mamalia, proses pengatur tingkatan yang disebabkan oleh kondisi anisosmotik
bersamaan dengan munculnya reorganisasi drastis jaringan aktin sitoplasma dan
perinuklear (Cornet, Lambert and Hoffmann, 1993). Hal ini sesuai dengan
fenomena dua langkah, sebuah depolimerisasi awal jaringan aktin diikuti oleh
repolimerisasi untuk membentuk agregat filamen aktin (Cantiello, 1995). Pada
kelenjar rektum hiu, hilangnya sementara aktin F-aktin juga disebabkan oleh
hipotonisitas yang diterapkan pada permukaan sel basolateral (Cooper, 1991).
Karena insang salmon terlibat dalam pengangkutan ion, ada kemungkinan
bahwa perubahan jaringan aktin yang disebabkan cadmium terkait dengan
fenomena reorganisasi aktin yang telah diamati pada jaringan lain yang
menunjukkan sifat osmoregulator (Cantiello, 1997; lzdebska et al.; 2018).
Selanjutnya, studi tentang proses regulasi volume pada sel tumor secara jelas
menunjukkan peran sumber kalsium intraseluler pada reorganisasi mikrofilamen
semacam itu (Cornet, Lambert and Hoffmann, 1993). Membran dalam
mikrofilamen inilah yang memungkinkan terjadinya pergerakan hidrofobik kecil
(tidak ada afinitas untuk molekul).

Preparat insang ikan baik perlakuan maupun kontrol, jaringan filamen mikro
dari filamen primer dan sekunder diwarnai dengan menggunakan antibodi MT
dan menunjukkan pewarnaan homogen tepiapikal sel epitel (Gambar 5.9). Pada
hasil yang ditampilkan dari slice pertama pada pewarnaan sitoskeleton sudah
menunjukkan adanya serapan antibody primer dan sekunder dengan pewarna
rhodamin. Tebal tipisnya hasil serapan tergantung dari besarnya konsentrasi

cadmium yang dipaparkan.
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Gambar 5.8.

Morfologi insang ikan Gambusia yang terpapar Cd, diamati melalui
pewarnaan - Rhodamin-Fluorescent (40x) dengan penyerapan
enzim MT dan diamati dengan mikroskop konfokal (CL-SM), A:
0,03 mg/L; B:0,015 mg/L; C:0,0115 mg/L; D:0,0075 mg/L; E :

0,0035 mg/L; dan dibandingkan dengan kontrol, diamati mikroskop
konvokal.
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Gambar 5.9. Hologram insang ikan Gambusia yang terpapar Cd; A: 0,03 mg/L;
B:0,015 mg/L; C:0,0115 mg/L; D:0,0075 mg/L; E : 0,0035 mg/L;
dan dibandingkan dengan kontrol, diamati mikroskop konvokal.

Pada Gambar 5.8A menunjukkan hasil serapan pewarna yang lebih tebal
karena konsentrasi cadmium  yang dipaparkan lebih besar. Demikian juga

dengan Gambar 5.8B, 5.10C, dan 5.10D, menunjukkan tingkat serapan yang

semakin tipis. Sedangkan untuk Gambar 5.8E dan 5.8K menunjukkan hasil
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serapan pewarna yang hampir sama tipisnya. Melalui transportasi pasif
(hidrofobik), pengaruh kadmium pada konsentrasi kalsium sitosolik pada ikan

telah ditunjukkan secara meluas.
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Gambar 5.10. Tingkat Serapan Paparan Kadmium pada Setiap Perlakuan

Pada epitel insang, transport kalsium dilakukan melalui LPs, seperti yang
telah ditunjukkan pada belut Amerika (Flik and Verbost, 1993) dan ikan nila (Flik
et al., 1993). Apabila dianalogikan dengan kalsium, kadmium memasuki LP
insang melalui jalur Ca®" dan setelah beberapa kejadian, menyebabkan lipase
dalam kadar Ca*" sitosolik (Verbost et al., 1994; Lin and Sung, 2003). Perubahan
kadmium yang disebabkan oleh keseimbangan Ca?' sangat penting mengingat
peran yang dimainkan oleh kalsium dalam mengatur perakitan dan pemeliharaan
struktur aktin (Janmey, 1994). Kemungkinan hal ini menjadi penyebab utama
reorganisasi aktin pada ikan yang telah diobati dengan polutan (Risjani, Couteau
and Minier, 2014).

Pada insang LP, jaringan mikrotubulus kurang berkembang daripada
mikrofilamen. Pencemaran Kadmium hanya menginduksi sedikit perubahan pada
pewarnaan tubulin (Soegianto et al., 2008),karena jaringan mikrofilamen dan

mikrotubulus sangat saling terkait, sehingga ada kemungkinan gangguan pada
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jaringan aktin kadmium dapat mempengaruhi mekanisme mikrotubulus karena
telah ditunjukkan pada keratinosit manusia dengan adanya tingkat kalsium yang
tinggi (Zhang, 2005). Hasil penelitian jelas menunjukkan terdapat efek kadmium
pada jaringan mikrofilamen aktin. Hal ini-menimbulkan pertanyaan tentang
dampak yang mungkin terjadi dari perubahan struktural pada fungsi sitoskeletal.
LP cabang tidak hanya terlibat dalam transportasi kalsium misalnya, Na'/K’-
ATPase terletak pada sistem tubularnya yang luas dan merupakan salah satu
enzim kunci untuk osmoregulasi. Terlepas dari kemungkinan efek langsung
kadmium pada area Na'/K*-ATPase (Schoenmakers dan Flik, 1992; Izdebska et
al., 2018), efek tidak langsung dari logam dimungkinkan melalui hubungan antara
enzim dan jaringan aktin (Vandekerckhove, 1990; Cooper, 1991; Lewis et al.,
1995). Selain itu, ada kemungkinan filamen aktin berinteraksi dengan sistem
transportasi lainnya seperti yang terjadi pada berbagai jenis sel (Lewis et al.,
1995) atau lebih spesifik lagi dengan beberapa saluran teraktivasi sementara

seperti yang terjadi pada proses pengaturan volume (Levit, 2010).

b. Pengujian dengan Scanning Electron Microscopy (SEM)

Gambar 5.11 menunjukkan representasi Gambar SEM secara mikroskopi
dari insang ikan kontrol dan yang diberi perlakuan kadmium. Pengamatan pada
kondisi normal, lamella sekunder (LS) memiliki rumbai dan panjangnya sekitar
243,4 — 291,8 um sedangkan untuk ikan yang diberi perlakuan memiliki panjang
sekitar 100,7 um dengan tampilan lamella sekunder (LS) tumpul (proliferasi).
Pada Gambar 5.12 apabila diamati pada kondisi normal, lamella primer (LP)
datar atau sedikit cekung. Kondisi yang menampakkan adanya peregangan
(pembesaran) sel pada LP menujukkan adanya proses penyerapan (Gambar
5.11). Pengamatan SEM tidak memungkinkan untuk mendeteksi perbedaan

morfologi antara permukaan sel klorida yang berada di dasar lamella sekunder,
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kadang-kadang disebut sel a-klorida dan yang ditemukan di wilayah interlamellar
(sel B-klorida). Namun, pada ikan gambusia yang diberi perlakuan kadmium,
membran apikal menunjukkan morfologi variabel. Pada beberapa sel, ornamen

apikal itu dalam kondisi normal, sedangkan di tempat lain (bahkan di daerah
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interlamer yang sama), membran apikal terasa lebih halus, karena mikrovili
jarang atau bahkan sama sekali tidak ada. Hal ini tidak tergantung pada

konsentrasi kadmium (7,5 dan 3,5 ug/l air) dan kontrol.

um

Gambar 5.11. Morfologi mikrofilamen insang ikan Gambusia secara mikroskopis,
(A) menunjukkan mikrofilamen insang ikan tanpa perlakuan; (B)
menunjukkan mikrofilamen dengan perlakuan paparan Cd

Scanning microscopy menunjukkan bahwa insang ikan gambusia
menyerap air tercemar cadmium dengan peningkatan yang cepat pada area
permukaan individu LP, dan juga beberapa hari kemudian, dengan meningkatnya
kerapatan LP matang, yaitu sel yang sepenuhnya berkembang. Daribanyaknya
ikan, hanya sebagian kecil membran apikal LP yang tersedia dan terpapar air
karena ditutupi oleh PVC (Perry and Wood, 1985). Pengamatan saat ini sesuai
dengan Pisam and Rambourg (1991) dan menunjukkan bahwa insang gambusia
apeks LP tidak ditutupi, bahkan sebagian oleh PVC seperti yang diamati pada

jenis ikan lainnya seperti ikan nila (Wendelaar Bonga et al., 1990).

Adanya kadmium, luas permukaan LP termodifikasi dalam 7 hari

UN
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pertama, sementara perubahan kepadatan individu LP memakan waktu lebih
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lama. Pada tahap pemaparan kadmium, LP berasal dari sel yang belum matang
yang berada di lapisan basal epitel (Pisam et al., 1995) dan tidak terdeteksi
dengan pemindaian mikroskop elektron. Keterlambatan yang terjadi sebelum
kenaikan densitas dapat dikorelasikan dengan tingkat pergantian dari LPs dan
dengan kemunculan pada permukaan epitel sel matang yang baru. Pada nila
yang terpapar air yang diasamkan, proliferasi LP yang ditandai juga telah diamati

(Wendelaar Bonga et al., 1990).
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Gambar 5.12. Morfologi penampang sel pada sampel A (tanpa perlakuan
paparan = Cd) dan sampel B (perlakuan paparan Cd).
Menunjukkan adanya perbedaan luas permukaan dan variasi
kerapatan pada LP dan LS yang semula luasnya sempit dengan
kerapatan tinggi, setelah terpapar menjadi renggang dan
luasnya membesar.

Gambar 5.12 menunjukkan variasi kerapatan LP dan LS dan luas
permukaan pada insang ikan gambusia yang normal dan terpapar kadmium.
Hasil referensi (ditunjukkan sebagai hari ke-0) menggambarkan hasil yang
berbeda untuk ikan kontrol A) diberikan pada kondisi aklimasi dan penanganan
yang sama daripada ikan yang diberi kadmium; B) diuji secara acak selama
periode percobaan dari hari 0 sampai hari 28. Nilai rata-rata ikan kontrol ini tidak
menunjukkan heterogenitas variannya. Analisis mikrograf SEM menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara kontrol dan yang diberi perlakuan. Luas

permukaan dan area fraksional masing-masing meningkat dari luas area 99,1 %

setelah terpapar menjadi 147,8 % dari nilai ikan perlakuan konsentrasi tinggi
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sampai rendah. Tidak ada variasi yang signifikan yang diamati pada kerapatan
LP. Kurva pada Gambar 5.13 menunjukkan dua komponen yang berbeda, yaitu
area sel permukaan dan kerapatan sel. Dengan adanya paparan cadmium

selama 28 hari terjadi peningkatan konsentrasi cadmium.
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Gambar 5.13. Hasil EDAXx dari SEM untuk ikan control (A) dan ikan yang diberi
perlakuan paparan cadmium (B). Data lengkap tidak ditampilkan.
Konsentrasi hasil Edax ikan control menunjukkan angka 0,02 ppm (ambang
batas 0,03 ppm). Hal ini berarti bahwa masih berada di bawah ambang batas
untuk ikan kontrol, sedangkan konsentrasi hasil Edax untuk ikan yang diberikan
perlakuan paparan cadmium konsentrasi meningkat menjadi 0,28 ppm. Jauh
diambang batas bagi kehidupan organisme. Hal inilah yang menyebabkan
terjadinya kerusakan pada tampilan morfologi insang ikan dengan perlakuan.
Ikan gambusia mampu beradaptasi dengan tekanan osmotic ‘(Lamatsch
et al., 2015), dengan mekanisme posesif yang dibutuhkan untuk menginduksi
berbagai modifikasi fisiologis, biokimia dan morfologi (Solbakken, Hansen and
Stefansson, 1996). Sebuah racun yang mengganggu proses pengangkutan ion
dapat menimbulkan efek hormonal yang mengingatkan pada respons endokrin
alami. Misalnya, kortisol dan hormon pertumbuhan (GH) telah terlibat dalam
proses pemadaman (Zhang et al., 2011). Perlakuan kortisol kronis (10 hari) pada

trout pelangi menyebabkan peningkatan luas permukaan individu LP, kepadatan
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dan daerah fraksional (Perry and Wood, 1985; Prat et al., 1996). Variasi kortisol
juga diasumsikan terkait dengan penyesuaian morfologi area permukaan LP
yang muncul pada ikan yang dikirim ke berbagai gangguan asam basa (Perry
and Wood, 1985; Pedersen, Mills and Hoffmann, 1999). Mengingat kemiripan
antara data saat ini dan hasil yang diperoleh dari gangguan asam basa atau
proses pemadaman, kemungkinan kortisol juga  terlibat dalam perubahan
morfologi yang disebabkan cadmium. Beberapa percobaan juga menunjukkan
efek GH pada area permukaan LP, kepadatan dan luas fraksi operarsular dan
branchial LP (Perry and Wood, 1985; Flik et al., 1993). Namun, hormon ini
diketahui menginduksi kenaikan jumlah sel aksesori yang signifikan. Efek seperti
itu meniru apa yang terjadi secara alami selama pemadaman karena sel-sel
aksesori yang terkait dengan LP matang (Pisam et al., 1995). Pengamatan SEM
tidak -menunjukkan kemunculan sel aksesori pada gambusia yang diberi
kadmium. Oleh karena itu, hal ini bertentangan dengan implikasi hormon
pertumbuhan dalam respons yang disebabkan cadmium. Namun, percobaan
lebih lanjut sangat diperlukan untuk mengkonfirmasi hipotesis implikasi atau
bukan jalur hormonal dalam respon gambusia terhadap polusi cadmium pada
jenis ikan dan biota air lainnya, karena tingkat resapan dan kemampuan dari

masing-masing organisme berbeda.

a. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Hasil pengujian pada deteksi protein MT menggunakan ELISA Kit
mengGambarkan efek yang begitu besar dengan paparan oleh cadmium.Hasil
deteksi protein pada Gambar 5.14 menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan
signifikan antara dosis perlakuan dengan tanpa perlakuan.Terjadi peningkatan
jumlah protein MT dengan meningkatnya konsentrasi paparan Cd pada dosis sub

kronis. Perlakuan dengan dosis tinggi (A dan B) mengakibatkan tingginya kadar
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MT. Sedangkan perlakuan rendah (C, D dan E) kadar MT sedang dan perlakuan

control dengan kadar MT paling rendah.

0.060

0.042+0.007

0.050 |9 042+0.002 0.029+0.016

0.020+0.006

0.040 0.032+0.010

0.030

0.020 0.015+0.001

Kadar MTs (ng/L)

0.010

0.000

Dosis Paparan {mg/L)

Gambar 5.14 Pengukuran proteinn MT menggunakan ELISA. Data tersebut
menampilkan bahwa pada ikan control sesuai dengan hasil
pengujian terdeteksi adanya kadar MT 0.015+0.001, tidak
berbeda secara signifikan ~dengan perlakuan tertinggi
0.042+0.002

Perbedaan tersebut mencerminkan tingkat serapan dari  paparan
cadmium yang diberikan terhadap antibody. Hasil analisa statistic uji t
menunjukkan bahwa dengan paparan yang tinggi menghasilkan nilai t yang tinggi
pula dengan standar deviasi. Pengaruh kadar MT yang berbeda dipengaruhi oleh
tingkat paparan dengan dosis yang berbeda. Paparan tersebut mengGambarkan
kondisi tingkat pencemaran yang berbeda pada lingkungan. Pada ikan control
masih terdeteksi adanya MT sebesar 0,015 mg/L. Adanya MT yang terdeteksi
tersebut mengGambarkan bahwa sekalipun ikan control mengandung logam
cadmium. Dengan demikian, hasil deteksi ekspresi MT pada ikan perlakuan
menunjukkan adanya serapan dan akumulasi Cd. Walaupun hasil yang
ditampilkan tidak berbeda secara signifikan. Namun hasil ini sudah bisa
menjawab tentang adanya proses penyerapan. Besar kecilnya hasil serapan

tersebut 'menunjukkan adanya proses penyeimbangan terhadap kondisi
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lingkungan sekitar. Penyeimbangan kondisi ini mampu dilakukan oleh organisme
yang memiliki tingkat adaptasi yang tinggi.
b. Uji Western Blotting

Seperti dapat dilihat pada Gambar. 5.15, analisis Western blot
menunjukkan induksi protein dengan berat molekul kira-kira 75 kDa. Induksi ini
terdeteksi paling jelas pada konsentrasi kadmium tertinggi (pada perlakuan A
dan B dengan konsentrasi 0,03 mg/L dan 0,015 mg/L). Protein baru secara
imunologis cross-reactive dengan protein MT 70 kDa dari ikan gambusia
(Gambar 5.15).

kba M K SWI  SW2 sw3 E D C B A
180-
135«

00-

45

Gambar 5.15. Hasil Uji Western Blooting Serapan Cd pada Sampel serapan
pada berat molekul 75 kDa. Serapan pada KO, K1, K2 dan K3
sebagai area kontrol tetap ada serapan MT-Cd namun tipis.
Demikian juga pada C, D dan E hampir sama dengan K. Serapan
pada A dan B memiliki ben yang paling tebal.

Berdasarkan penelitian ini menunjukkan dengan jelas bahwa protein yang
terdeteksi adalah protein MTs sebagai biomarker pengikat logam berat. Dari hasil
pengujian diperkirakan total serapan cadmium lebih tinggi pada sampel dengan
perlakuan paparan Cd dari pada kontrol. Insang yang menjadi sampel untuk
pengujian ELISA dan WB merupakan organ pertama dalam proses respirasi dan

osmoregulasi. Hal ini berarti proses homeostasis pun pertama kali terjadi pada

insang. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa akibat dari paparan Cd pada
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organ insang adalah terjadinya penumpukan sel pada ujung filament dari lamella
sekunder pada insang karena proses penyerapan Cd.

Penelitian ini tidak melihat ada yang signifikan hubungan antara paparan
kadmium dan tingkat MT-Cd, meskipun diketahui bahwa paparan cadmium bisa
meningkatkan pelepasan metallothionein ke dalam plasma darah sampel yang
terpapar pada Cadmium (Nordberg, 2009). Kelihatannya bahwa peningkatan
kadar metallothionein plasma tidak menstimulasi reaksi autoimun dalam kasus
ini. Peneliti percaya pada penjelasan mengenai fenomena ini bisa terjadi. Tingkat
paparan kadmium dalam penelitian ini tidak setinggi itu dilaporkan dalam studi
(Jin et al., 2003) pada autoantibodi anti-laminin; dengan demikian, mungkin tidak
cukup tinggi untuk membangkitkan respons imun ke metallothionein. Anti-
Autoantibodi laminin hanya ada pada objek itu yang kadar kadmiumnya melebihi

20 lg/g Cr (Desaimehta et al., 1995).

5.3.4 Pengaruh terhadap Oksidatif Stres
a. Efek Dosis Akut
Efek paparan akut terhadap (ol pada penanda stres oksidatif yang

dipilih dan aktivitas enzim detoksifikasi disajikan pada Tabel 5.15. Aktivitas CAT
dan SOD yang secara signifikan lebih tinggi (p <0,05, p <0,01) ditemukan pada
ikan- yang  terpapar dengan konsentrasi CANOs: 1,0.1 dan 0.01 mg/L
dibandingkan dengan kelompok kontrol; Namun, tidak ada perbedaan yang
signifikan dalam aktivitas CAT dan SOD antara kelompok 0.001 dan 0.0001 mg /
L dan kelompok kontrol diamati.

H,O, , GSH dan GPx menunjukkan aktivitas yang secara signifikan lebih
tinggi (p <0,01) pada kelompok 1, 0.1, 0.01 dan 0.001 mg/L dibandingkan
dengan kelompok  kontrol.  Kelompok eksperimen lainnya, H,0,, GSH,

dan Aktivitas GPx tidak jauh berbeda dari pada kelompok kontrol, tetapi tidak ada



86

.

g perbedaan yang signifikan (p>0,05). Tidak ada perbedaan yang signifikan (p>
—g 0,05) antara kelompok kontrol dan setiap kelompok eksperimental yang
c=~-_:’ ditemukan sehubungan dengan aktivitas protease.
§—a
= Tabel 5.15. Perandingan aktivitas Catalase SOD, hydrogen peroxidase, glutathione S-
g hydrogen, glutathione peroxidase, protease activity dan MDA setelah
a terpapar CdNO3; dengan semua kelompok perlakuan dan terhadap kontrol.
j—
: Concentration of CANO3
indicat 0,01 D;0,001 E;0,0001
ions Control A;1 mg/L B;0,1 mg/L rﬁg’/L ;né/L ’m,g/L
CAT 0.55+0.27 3.41+0.47*  2.45+0.22**  2.28+0.42**  1.63+0.50 0.73+0.34
SOD 0.36+0.16 3.04+0.18*  2.53+0.26**  2.42+0.37**  1.58+0.24* 1.51+0.04*
H202 8.82+1.92 92.57+9.54**  £9.19+8.94**  29.62+3.89**  24.13+3.03**  15.84+3.08*

GSH 25.73+3.03 110.53+22.2  97.95+11.67* 89.88+10.02  64.85+10.85**  54.56+4.32**
9** * *%

GPx 1165.33+42.  3531.19+488  3153.92+292  2709.59+147  2387.66+171. 1909.79+101.
78 .01** 75%* 71** 12** 65

Protea  0.79+0.06 1.20+0.09** 1.06+0.33* 0.98+0.24 0.92+0.14 0.95+0.22

S€

MDA 2.70+1.14 31.53+7.11*  27.21+5.17*  21.53+2.04**  12.49+2.93** 8.91+1.42*

NB: mean * standard error of the mean (*p<0.05), (**p<0.01)

Tingkat MDA secara signifikan lebih rendah (p<0,01) pada ikan yang
terpapar CdNO; pada konsentrasi 0.0001 mg/L dan secara signifikan lebih tinggi
(p< 0,01) pada konsentrasi 1, 0.1, 0.01 dan 0.001 mg/L dibandingkan
dengan kontrol, sedangkan pada kelompok eksperimen lainnya tidak ada
perbedaan signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol (p> 0,05) yang
diamati.

b. Efek Dosis Subkronis

Beberapa hasil pengujian oksidatif stres dan ROS terhadap ikan yang
terpapar Cd dimaksudkan untuk menganalisa sejauh mana ikan Gambusia
mampu bertahan jika diamati dari marker oksidatif stresnya. Berikut merupakan
hasil dari pengujian beberapa oksidatif stress yang sudah dilakukan. Hasil uji

ANOVA menunjukkan (Tabel 5.16), ada perbedaan yang signifikan antara kasus

S

dan kelompok kontrol (p<0,05). Kenaikan rata-rata semua kadar enzim

antioksidan menunjukkan bahwa adanya peningkatan stres oksidatif telah terjadi

<
<
s
:

UNIVERSITA

pada ikan Gambusia yang terkena paparan Cd. Stres oksidatif merupakan
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.aC.I

sebuah kondisi berbahaya bila terjadi ketidakseimbangan antara ROS (Gambar

5.16), termasuk superoksida, hidrogen peroksida dan radikal hidroksil, dan/atau

b

dengan antioksidan yang tidak kuat pertahanan, termasuk SOD, katalase, dan

peroksidase.

repository

Proses difusi konsentrasi lingkungan yang lebih besar di dalam sel ikan
mengakibatkan adanya serapan dari bahan lingkungan. Sebuah mekanisme
menarik yang menjelaskan peran tidak langsung Cd sebagai radikal bebas
mampu menyebabkan stress dan gangguan homeostasis sel atau stimulasi
terhadap daya tahan tubuh. Gangguan tersebut dimediasi oleh reactive ogygen
species (ROS) (Gambar 5.16) yang diproduksi oleh sel sebagai respon terhadap
stressor. Semakin besar konsentrasi stressor maka semakin besar pula
konsentrasi ROS yang ditimbulkan (Analisa ANOVA, 2018).

Tabel 5.16. Komparasi hasil pengujian oksidatif stress pada ikan Gambusia yang dipapar
Cd dalam aktivitas MDA, Hidrogen Peroksida (H202), Superoksida (SOD),
Catalase (CAT), Glutathione = S-hydrogen (GSH) dan Glutathione
peroxidase (GPx) dibandingkan dengan perlakuan dan control.

Parameter Konsentrasi CANO3

0,03 mg/L 0,015 mg/L 0,011 mg/L 0,007 mg/L 0,003 mg/L Kontrol

MDA pL 744,500+9,1  738,05+10,49 721,94+16, 720,50+18, 710,39+8,1  705,99+3,
*

3* 01 85 1 96

H20> 2,537+0,31* 2,51+0,12* 1,52+0,43 1,39+0,25 1,50+0,36 1,42+0,27

SOD 15,365+1,64  12,346+1,11* 12,495+4,2 11,631+1,3 = 4,904+3,13  3,533%1,5
* 5* 5 7

CAT 18,614+1,14 16,479+0,74* 13,363+1,0 11,20+0,59 10,33+0,36  10,02+0,1
* 4 6

GSH 75,543+2,56  66,66+4,93* 67,213+9,5 55,548+4,0 52,03+3,01 28,1544
= 1* 2 6

GPx 7555,42+86  4938,11+608, 1393,07+19 1180,65+16 485,46x75, 472,74+40
5,29* 89* 9,19* 1,12 11 59

Selain memicu produksi ROS, paparan stressor Cd juga memicu produksi
enzim antioksidan seperti catalase (CAT), hydrogen peroksida (H202),

superoksida dismutase (SOD) (Tabel 5.16). Data tersebut menunjukkan hal yang

S

sama dengan analisa data ROS, bahwa semakin tinggi konsentrasi stressor Cd

maka terjadi pula peningkatan produksi enzim antioksidan. Hal ini berarti bahwa
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tubuh ikan ~Gambusia (khususnya insang) melakukan perlawanan dengan
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peningkatan respon imun (antibodi) dengan adanya bahan asing yang masuk.
SOD dianggap sebagai enzim kunci dalam pengaturan konsentrasi intraseluler
ROS. SOD bertindak sebagai baris pertama pertahanan terhadap ROS,
memecah superoksida menjadi H,O,. SOD bertindak sebagai garis pertahanan
pertama melawan ROS, dismutating superoksida sampai H,0O,. Dengan
demikian, aktivitas SOD meningkat menunjukkan bahwa ia memainkan peran
positif dalam mengendalikan tingkat seluler ROS ini danatau memperbaiki
kerusakan oksidatif radikal bebas oleh stres Cd. Permibialitas transition pore
mitokondria (PTPM) di membran luar mitokondria memungkinkan SOD bocor ke
sitoplasma yang kemudian dirubah menjadi H,O, di sitoplasma oleh SOD. H,0,
adalah enzim lain yang terproduksi kurang reaktif yang tidak bermuatan dan

dapat menyebar melalui membran aquaporin seperti aquaporin 8 (delapan).

200.00 195.01+4.89

180.00 165.55+7.61
160.00 -
140.00 ~
120.00 +
100.00 - 86.17+6.74

80.00 +

60.00 -

40.00 - 28974317 282253255 S0

20.00 + . .

0.00 - L
B C D

E K

Kadar ROS {(U/mL)

Perlakuan Paparan Cd

Gambar 5.16. Hasil Pengujian ROS pada ikan Gambusia (ReratazSD).
Perlakuan A : 0,03 mg/L 195,01+4,89 U/mL; B : 0,015 mg/L
165,55+7,62 U/mL; C : 0,0115 mg/L 86,17+6,74 U/mL; D :
0,0075 mg/L 28,97+3,17 U/mL; E : 0,0035 mg/L 28,22+3,33
U/mL; dibandingkan dengan control 22,74+0,63 U/mL;

Gambar 5.16 di atas menunjukkan bahwa adanya perbedaan yang
signifikan antara perlakuan dengan kelompok kontrol (p<0,05). Perlakuan A dan

B merupakan perlakuan yang menunjukkan reaktif yang paling tinggi. Stres yang
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disebabkan oleh Cd mampu meningkatkan aktivitas ROS pada insang ikan
Gambusia.
Peningkatan kadar MDA pada serum insang ikan yang terpapar Cd

Menunjukkan peningkatan peroksidasi lipid. Diketahui itu hasil radikal oksigen
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akibat logam menghasilkan serangan tidak hanya DNA, tapi juga komponen
seluler lainnya yang melibatkan residu asam lemak tak jenuh fosfolipid ganda,
yang sangat sensitif terhadap oksidasi.

Keseluruhan proses peroksidasi lipid terdiri dari tiga tahap: inisiasi,
propagasi dan penghentian inisiasi. Tahap pertama, melibatkan serangan ROS
yang mampu melakukan pengacakan sebuah atom hidrogen dari kelompok
metilen di lipid. Hal itu adanya ikatan rangkap yang berdekatan dengan kelompok
metilen melemahkan ikatan antara karbon dan hidrogen sehingga hidrogen bisa
lebih mudah dikeluarkan dari molekul asam lemak. Asam lemak tanpa ikatan
rangkap atau dengan satu ikatan bisa mengalami oksidasi tapi bukan rantai lipid
peroksidasi mengarah pada pembentukan radikal lipo-peroksil (ROO-). Setelah
terbentuk, radikal lipo-peroksil (ROQ¢+) dapat diatur ulang melalui reaksi siklisasi
terhadap endoperoksida (prekursor dari malondialdehyde) dengan produk akhir
peroksidasi proses menjadi MDA. MDA bersifat mutagenik pada bakteri dan sel
mamalia dan karsinogenik pada tikus. Kenaikan lipid  peroksidasi dengan
peningkatan kadar MDA telah diamati pada sebuah kelompok eksperimental
tikus albist kadmium. Telah dilaporkan dalam penelitian lain bahwa Cd melalui
rute yang berbeda menyebabkan peningkatan peroksidasi lemak di membran
eritrosit dan jaringan seperti hati, ginjal, otak dan testis dimana MDA digunakan

sebagai indikator kerusakan oksidatif. MDA adalah salah satu manifestasi utama

S

oksidatif kerusakan dan telah ditemukan memainkan peran penting dalam

toksisitas Cd. MDA adalah peroksidasi lipid yang terkenal indikator dan telah

NIVERSITA

BRAWIJAYA

ditemukan meningkat di hati dan ginjal setelah paparan Cd.
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Hasil pertahanan tubuh untuk paparan Cd terlihat pada Gambar 5.17
menampilkan adanya perbedaan signifikan antara jumlah sel makrofage.
Gambar tersebut menampilkan adanya indicator kegiatan tingkat seluler dari
insang ikan gambusia dalam pertahanannya pada paparan Cd. Dalam hal ini
adanya peristiwa endositosis.

Aktivitas pinositosis ditampilkan pada Gambar 5.18 menunjukkan
besarnya aktivitas sangat tergantung juga pada besarnya paparan konsentrasi.
Semakin tinggi konsentrasi paparan semakin besar pula jumlah aktivitas
pinositosisnya. Jika dibandingkan hasil jumlah makrofage dan aktivitas
pinositosisnya, maka akan didapatkan hasil bahwa terdapat korelasi tentang
peningkatan jumlah makrofage akan meningkatkan pula jumlah aktivitas

pinositosisnya.

60 ~ 55138

52419 53438
4919
50 -
40 -
32438

30 -
20 4 15419
10 - II
0

A B C D E K

Perlakuan Paparan Cd

Millions

Jumlah Sel {ind/nm)10°

Gambar 5.17. Jumlah sel makrofage yang dihasilkan oleh paparan Cd; A: 0,03
mg/L; B:0,015 mg/L; C:0,0115 mg/L; D:0,0075 mg/L; E : 0,0035
mg/L disbanding K (Kontrol) terhadap insang ikan Gambusia
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Perlakuan Paparan Cd

Jumlah Aktivitas Pinositosis

Gambar 5.18. Jumlah aktivitas pinositosis pada paparan Cd; A: 0,03 mg/L;
B:0,015 mg/L; C:0,0115 mg/L; D:0,0075 mg/L; E : 0,0035 mg/L
disbanding K (Kontrol) terhadap insang ikan Gambusia

Dalam penelitian ini, jumlah makrofag menunjukkan korelasi yang sama
dengan jumlah aktivitas pinositosis. Jumlah makrofag pada ikan dengan
perlakuan yang meningkat dibandingkan dengan jumlah ikan kontrol (Gambar.

5.17). Sebaliknya, aktivitas pinositosis makrofag berbeda signifikan antara

perlakuan dengan tanpa ikan kontrol (Gambarr 5.18). Khususnya, makrofag dari

semua ikan yang diberi perlakuan menunjukkan kapasitas yang sama untuk
fagositosis, tetapi dalam beberapa kasus, aktivitas fagositik menurun pada ikan
dengan paparan kadmium yang lebih rendah. Pada penelitian yang sudah
dilakukan bahwa ada persamaan dengan penelitian lain yang menunjukkan
bahwa aktivitas fagositik lebih tinggi pada ikan dari air yang relatif tidak tercemar

(Seeley, Gillespie and Weeks, 1990), dan lebih rendah infis yang ditangkap dari

air yang tercemar (Moulis, 2010). Fagositosis memainkan peran kunci baik dalam

respon imun non-spesifik dan spesifik dan mewakili garis pertahanan kekebalan
terhadap agen penyerbu (Risjani, Couteau and Minier, 2014; Yamamoto et al.,

2014; Hodgkinson, Grayfer and Belosevic, 2015). Berdasarkan penelitian, jumlah

makrofag bisa dijadikan sebagai biomarker pencemaran lingkungan dan dapat
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digunakan untuk membandingkan aktivitas makrofag pada ikan dari daerah yang
tercemar dan tidak tercemar.
Aktivitas fagositik yang lebih rendah pada ikan perlakuan berkorelasi

dengan tingkat Kkritis oksigen terlarut air dan tingkat tinggi polutan lainnya.
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Pembahasan sebelumnya, menunjukkan bahwa kualitas air dengan paparan
kadmium memiliki tingkat kritis oksigen terlarut. Kandungan oksigen. terlarut
adalah salah satu parameter terpenting kualitas air, karena oksigen sangat
penting untuk semua organisme yang hidup di air. Kadar oksigen di lingkungan
dapat memodulasi respons imun; hipoksia menekan akivitas makrofag dan
mengurangi tingkat anti-tubuh yang bersirkulasi, yang pada gilirannya, meningkat
oleh hiperoksia (Watts, Munday and Burke, 2001; Uribe et al., 2011).
Pembuangan polutan anthropogenik ke lingkungan perairan mempengaruhi
organisme air, seperti yang ditunjukkan oleh perubahan sel-sel imun pada
penelitian ini (Risjani, Couteau and Minier, 2014). Polusi ini berdampak pada
beberapa respon fisiologis dari organisme akuatik, termasuk perubahan fisiologis
dalam sirkulasi fagosit jaringan dan aktivitas fagositik, mirip dengan pengamatan
dalam penelitian kami.
5.3.5 Mekanisme Detoksifikasi Paparan Cd

Radikal bebas merupakan suatu molekul atau atom yang tidak memiliki
pasangan elektron pada orbital luar sehingga tidak stabil dan sangat reaktif
terhadap sel-sel di dalam tubuh untuk mendapatkan pasangan elektron. Kelainan
pada protein, lipid, dan karbohidrat dapat terjadi karena kerusakan penyusun sel
yang disebabkan oleh aktivitas radikal bebas didalam tubuh (Chen dkk, 1996).

Reactive oxygen species (ROS) merupakan radikal bebas yang diperoleh

S

dari proses biokimia di dalam tubuh (Alfarabi dkk, 2010), dalam kasus ini adalah

IVERSITA

paparan logam berat Cd (Gambar 5.20). Salah satu sumber radikal bebas adalah
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bebas secara mendadak, sebagian obat seperti anastesi dan pestisida serta
pelarut yang digunakan untuk industri merupakan sumber eksogen radikal
bebas.

Radikal bebas merupakan produk samping dari metabolisme dan
dihasilkan secara terus-menerus pada mahluk hidup. Reactive oxygen species
(ROS) dalam jumlah yang berlebih dapat mengakibatkan terjadinya stres
oksidatif sehingga terjadi kerusakan oksidatif pada protein, DNA dan lemak
(Muhilal., 1991). Reaksi peroksidasi lipid yang menghasilkan radikal bebas terjadi
melalui tiga tahap yaitu inisiasi, propagasi dan terminasi (Murray et al, 2001).
Tahap Inisiasi adalah tahap pembentukan awal radikal bebas dan menyebabkan
banyaknya radikal bebas yang terbentuk. Tahap propagasi adalah reaksi
pembentukan radikal bebas dengan melibatkan radikal bebas dalam jumlah yang
sama dan bersifat sangat reaktif. Tahap terminasi adalah tahap perubahan
senyawa radikal menjani non radikal pada saat dua molekul radikal bereaksi

(Muhilal, 1991).
Paparan
Kadmium (Cd)
—[ Radikal Bebas ]

A 4

R.O.S

—H,0,, Oy
CAT
GPx —[ GSH ]7[ Detoksifikasi ]
SOD
! Stres | Protease
Oksidatif
MDA  |¢-------- >[ Perbaikan Jaringan ]

Gambar 5.19. Mekanisme Detoksifikasi Paparan Cd
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Kadar malondialdehid (MDA) yang tinggi dalam plasma pada gambar
diatas dapat digunakan sebagai indikator adanya radikal bebas dan kerusakan
oksidatif pada membran sel, karena senyawa radikal bebas menyerang
membran lipid yang mengandung asam lemak tak jenuh ganda akan membentuk

MDA yang merupakan salah satu produk akhir peroksidasi lipid. Radikal bebas
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dan kerusakan oksidatif dapat dihambat dan dicegah dengan senyawa
antioksidan, dengan cara menambahkan gugus atom hidrogen pada elektron

yang tidak memiliki pasangan sehingga dapat stabil (Wijaya, 1996).
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Gambar 5.20. Paparan Akut pada Parameter Oksidatif Stress
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Gambar 5.21. Paparan Subkronis pada Parameter Oksidatif Stress
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Paparan Cd2+ yang diberikan kepada ikan Gambusia baik dosis akut
maupun subkronis (Gambar 5.20 dan 5.21) menggambarkan adanya hasil yang
berbeda. Perlakuan dosis akut menggambarkan paparan dengan dosis tinggi

dan sesaat menyebabkan peningkatan enzim antioksidan semakin tinggi juga
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terutama pada enzim GSH yang memberikan daya deteksifikasi. Sedangkan
perlakuan dosis subkronis dengan paparan lebih lama dan dosis rendah
menyebabkan peningkatan enzim antioksidan yang semakin perlahan.

Antioksidan essensial yang diproduksi dalam tubuh ikan gambusia
berperan penting karena dapat menetralisasi radikal bebas dalam tubuh dengan
cara memberikan satu elektronnya sehingga terbentuk molekul yang stabil dan
mengakhiri reaksi radikal bebas. Antioksidan tidak hanya penting untuk
menghalangi terjadinya tekanan oksidatif dan kerusakan jaringan, tetapi juga
penting dalam mencegah peningkatan produksi proinflamatori sitokin, yang
merupakan hasil pengaktifan dari respon pertahanan tubuh yang terjadi terus
menerus.

Melalui enzim yang bersifat antioksidan yaitu enzim yang berfungsi
dengan mengkatalis proses oksidasi molekul yang dilakukan oleh catalase dan
glutathione peroxidase. Selain itu enzim juga berfungsi memperbaiki jaringan
atau sel yang telah dirusak radikal bebas dilakukan oleh enzim protease.

Kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas diduga menjadi
penyebab paparan logam berat. Antioksidan merupakan jalur pertahanan tubuh
pertama yang akan mencegah jaringan periodonsium dari serangan radikal
bebas sehingga mempertahankan kondisi jaringan periodonsium yang sehat.

Smalley (1998), untuk menghindari kerusakan oksidatif dari produksi

S

superoxide (O,-) tersebut, maka antioksidan seperti  superoxide dismutase

IVERSITA

(SOD) distimulasi untuk mengkonversikan superoxide (O2-) dengan hydrogen
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peroxide(H202) sehingga SOD berperan sebagai katalis untuk menukarkan
superoxide dengan oksigen dan hydrogen peroxide.

Hydrogen peroxide akhirnya akan dihilangkan oleh enzim yang kedua
terlibat disebutcatalase yang lebih banyak terdapat di dalam sel intraselular
dibanding sel ekstraselular.Catalase ini bertindak sebagai penghancurhydrogen
peroxidedansuperoxide. Secara ringkasnya dapat disimpulkan seperti di bawah :

207+ 2H" 22§ H,0,+0,
2H,0, “@%¢ 2H,0+0,

Mekanisme untuk mencegah hydroxyl radical(OH-) yang akan merusak
sel adalah dengan pengikatan radikal bebas dengan antioksidan dan juga
dilakukan oleh reduce glutathione (GSH). Jadi tubuh masih dapat bergantung
kepada pertahanan antioksidan dari serangan ROS yang masih berada di bawah
kondisi normal.Walaupun mekanisme kerja setiap antioksidan berbeda, namun
peranannya adalah sama yaitu untuk melindungi sel dan jaringan supaya tetap
sehat.

Untuk mencegah terjadinya ketoksikan, maka metabolit Cd kemudian
didetoksifikasi secara cepat oleh cadangan glutation sel yang aktif (GSH), Cd
akan berikatan dengan gugus sulfinii yang terkandung dalam GSH.
Terbentuknya asam merkapturat dan konjugat sistein akibat dari reaksi yang
terjadi antara GSH dengan Cd yang kemudian diekskresikan melalui wurin.
Peroksidasi lipid akan terjadi jika pembentukan metabolid Cd berbanding terbalik

dengan laju detoksifikasi GSH (Murugesh dkk, 2005).
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BAB VI
PEMBAHASAN UMUM

6.1 Gambaran Umum Mekanisme Toksisitas Kadmium pada Insang lkan
Gambusia

Air merupakan penyokong kehidupan yang paling penting dalam sistem
dan kualitasnya untuk kesehatan, selain kebutuhan udara. Sumberdaya alam
yang satu ini juga digunakan dalam berbagai kepentingan untuk mahluk hidup
seperti manusia terutama untuk kebutuhan -akuakultur, industri, irigasi dan
kebutuhan lainnya (Kumar and Singh, 2010). Sumber air yang sangat melimpah
banyak ditemukan di negara kita. Proses industrialisasi yang begitu cepat dan
pesat menimbulkan efek negatf antaranya pertumbuhan penduduk yang tinggi
dan pengelolaan limbah yang tidak bijaksana menyebabkan masalah
pencemaran air.

Beberapa kasus pencemaran air oleh limbah industri diduga merupakan
sumber utama dari masalah tersebut, selain limbah pertanian dan rumah tangga.
Residu yang disebabkan oleh limbah pabrik mengandung berbagai macam
polutan beracun termasuk senyawa kimia organik, logam (anorganik), pestisida
dan berbagai senyawa logam beracun. Logam beracun seperti merkuri, timbal
dan kadmium memiliki peran penting dalam fungsi metabolik dan bisa menjadi
racun bagi manusia walaupun dalam konsentrasi sangat rendah (Macirella and
Brunelli, 2017). Hal inilah yang menjadi sumber utama kontaminasi pada
pencemaran air melalui pelepasan atau pembuangan limbah industri, pertanian
dan rumah tangga serta sisa pembakaran bahan bakar.

Salah satu biota hewan air yang mengalami dampak langsung dari proses
pencemaran tersebut adalah ikan. Terutama ikan yang hidup disepanjang aliran

air sungai disekitar tempat pembuangan limbah tersebut. Adanya polutan dalam
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air tersebut akan berdampak pada ekosistem perairan dan menimbulkan efek
buruk bagi kesehatan ikan.

Berbagai kontaminan termasuk logam berat beracun, salah satunya
cadmium  dilaporkan terjadi ' disetiap sungai, waduk yang sangat tidak
menguntungkan bagi organisme air. (Abumourad, Authman and Abbas, 2013).
Secara umum kontaminan tersebut tidak terurai namun terjadi akumulasi pada
organ ikan tersebut. Salah satu jenis ikan sungai yang banyak hidup di daerah
tercemar adalah ikan gambusia (Gambusia affinis). Ikan ini hidup pada aliran air
yang sedikit tenang, berarus dan bergerombol. Beberapa penelitian terdahulu
tentang ikan ini, banyak yang membahas tentang pencemaran air terutama air
sungai yang tercemar logam berat, salah satunya cadmium.

Cadmium sendiri merupakan satu dari tiga logam berat beracun selain
merkuri-dan timbal. Efek dari toksisitas cadmium ini sudah banyak dibahas oleh
peneliti sebelumnya terutama efek pada insang, hati dan ginjal ikan. Namun
dalam bahasan kali ini akan dipaparkan hasil analisa dari percobaan riset yang
telah dilakukan menganai mekanisme toksisitas dari paparan cadmium pada
insang ikan Gambusia.

Kadmium memasuki ekosistem perairan melalui aktivitas antropogenik
dan biotranspormasi pertama berlansung di insang secara homeostasis dan
mengganggu metabolisme kalsium normal menghasilkan hypocalcaemia dan
hiperglikemia. Sangat jelas bahwa bisa disimpulkan bahwa ikan merupakan
perhatian utama untuk menganalisa dampak paparan kadmium pada insang di
aktin sitoskeleton dan macropinositosis. Pelajaran ini menunjukkan bahwa kadar
Cd dalam ikan berpotensi tinggi mengalami akumulasi dan berbahaya bagi
kesehatan manusia yang mengkonsumsinya.

Sifatnya yang tidak korosif dan kumulatif telah berhasil sangat penting

karena aplikasinya dalam lempeng listrik atau menggembleng ini juga digunakan
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sebagai pigmen warna untuk cat, plastik, dan sebagai bahan katoda untuk nikel-
kadmium baterai. Aktivitas antropogenik seperti; operasi peleburan, penggunaan
pupuk fosfat, pigmen, rokok rokok, mobil dll telah berkontribusi pada masuknya
kadmium ke dalam rantai makanan manusia dan hewan (Hamilton, 2004;
Duruibe and Ogwuegbu, 2007; Cuypers et al., 2010; Colantonio and Kim, 2016).
Kehadiran kadmium lebih tinggi konsentrasi dari batas maksimum yang diijinkan
dalam air, vegetasi dan makanan telah dilaporkan oleh penulis (Noél-Lambot et
al., 1980; Baldisserotto, Chowdhury and Wood, 2005; Cannino et al., 2009; Levit,
2010; Moulis, 2010).

Tingkat Cd yang lebih tinggi juga telah terdeteksi di limbah lumpur (kaya
akan hampir semua nutrisi dan karenanya umumnya digunakan sebagai pupuk
tanaman), berbagai sayuran (Roblenbeck et al., 1999), pakan ternak dan
jaringannya (Kumar et al., 2007). Topsoil yang memperkaya lumpur berkontribusi
terhadap akumulasi Cd di darah, susu, rambut, hati dan ginjal domba, kambing,
sapi, kerbau (Brebner et al., 1993; Swarup et al., 2005; Balagangatharathilagar et
al.,2006 dan Patraet al., 2007). Di India, berbagai tingkat konsentrasi kadmium
telah dilaporkan hadir di ekosistem perairan yang lebih dari 5ng/ml di sungai Y
amuna di Agra, Delhi, Etawah dan Mathura (Ajmal et al., 1985) dan 0,50-1 14,8
mg/kg di Sedimen sungai Y amuna di Agra dan Delhi tapi airnya di sekitar
kawasan industri telah ditemukan mengandung lebih tinggi tingkat kadmium
(Singh, 2001 dan Kaushik et al., 2003). Demikian pula, Sungai Hindon (Uttar
Pradesh) juga pernah ada terkontaminasi logam berat termasuk kadmium (Jain
dan Sharma, 2001 dan Sharma, 2003). Apalagi tinggi konsentrasi kadmium (70-
100 ng/ml) telah terdeteksi di kota Bombay (Agrawal dan Raj, 1978), kolam
Lalbag kota Baroda (Kannan, 1997) dan jaringan ikan yang dapat dimakan dan

ayam di pasar UP barat (Kumar et al., 2006 dan 2007; Burger, 2008).
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6.2 Jalur Penyerapan lkan dan Homeostasis

Pada ikan, kemungkinan daerah penyerapan logam adalah insang
(saluran pernafasan), usus (menelan asupan) dan kulit (transcutaneous uptake).
Dalam perairan, spesiasi kadmium dapat lebih rumit oleh aspek lain yakni kimia

air seperti perubahan pembebanan karbon organik dan perubahan signifikan
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dalam rasio ion mayor terhadap minor dalam badan air. Khususnya, peran
kalsium dalam memodifikasi ketersediaan kadmium dapat menjadi semakin
penting dalam air yang lebih bersih. Efek utama kalsium pada toksisitas kadmium
melalui persaingan situs pengikatan organismal. Kalsium bersifat antagonis
terhadap penyerapan cadmium dan dilepaskan oleh insang secara tidak
langsung dapat mempengaruhi akumulasi oleh jaringan lain. lkan, seperti
mamalia, harus mempertahankan cairan tubuh mereka yang ionik dan
homeostasis osmotik melalui mekanisme ion osmoregulasi, yang dilakukan
terutama oleh ionosit insang (kulit pada embrionik tahapan). Percobaan
menggunakan ikan gambusia menjawab banyak masalah yang diperdebatkan
atau tidak diketahui dalam bidang osmoregulasi ikan. Homologi jalur transportasi
ion dan sistem hormon ikan gambusia juga menginformasikan terkait bidang
osmoregulasi. Dalam air'laut dan juga di lingkungan air tawar, ada kemungkinan
bahwa efek utama kalsium pada toksisitas kadmium melalui persaingan untuk
situs pengikatan organismal, daripada byaltering spesiasinya.

Kalsium bersifat antagonis terhadap penyerapan cadmium dan
dilepaskan oleh insang dan secara tidak langsung dapat mempengaruhi
akumulasi oleh jaringan lain (Wang, et al., 2009). Hubungan terbalik antara

kalsium dan kadmium paling mudah dijelaskan sebagai kompetisi untuk mengikat

S

situs pada remis (Gambar 6.1). Ikan, seperti mamalia, harus mempertahankan

NIVERSITA
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(kulit pada embrionik tahapan), bukan sel tubular ginjal pada mamalia (Guh, Lin
and Hwang, 2015).

Selanjutnya ' logam seperti seng, besi dan selenium berpotensi
mempengaruhi serapan dan toksisitas kadmium dengan bersaing dengan
kadmium untuk mengikat situs membran. onepithelial dan sel spesies akuatik
atau untuk ligan lain yang mungkin mempengaruhi ketersediaan kadmium secara
tidak langsung, dan ion hidrogen berperan melalui proses fisiologis dan spesiasi
kadmium (Wright and Welbourn, 1994). Dalam lingkungan sedimen,
bioakumulasi kadmium sangat bergantung pada kadmium terlarut yang ada di air
pori dan mungkin juga tergantung pada bentuk kimia dari fase padat kadmium,
karena banyaknya ligan yang tersedia, baik organik maupun anorganik, memiliki

pengaruh besar pada kadmium. ketersediaan (Nebeker et al., 1986).

L2+ 0,
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Gambar 6.1. Diagram skematik jalur transportasi ion esensial (Na +, Ca2 +, Zn2 + dan
Cl-) dan interaksi mereka dengan kation kadmium beracun (Cd2 +) dalam
epitel organisme akuatik. Setelah penyerapan (transportasi melintasi
membran plasma), Cd2+ reaktif bebas akan bersirkulasi melalui cairan
tubuh dan mengikat beberapa protein, kemudian memindahkannya ke
dalam kompartemen yang berbeda, di mana mereka didetoksifikasi atau
tidak.

Meskipun dominasi oksida besi dalam penyerapan kadmium dalam
sedimen aerobik, asam humat juga telah terbukti memiliki kapasitas pengikatan

kadmium yang signifikan dalam sedimen air tawar dan dapat mengurangi
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ketersediaan kadmium pada organisme bentik. Selanjutnya, kadmium dipegang
sebagian dalam kombinasi dengan karbonat dan sulfida, dan sebagian dalam
kombinasi organik kompleks. Selain itu, kadmium bergabung dengan fraksi
bahan organik yang kaya sulfur yang sangat berlebihan, karena kontribusi
organik dan anorganik secara luas bervariasi. Jadi efek gabungan dari pH, agen
pengompleks organik, dan potensi redoks dari sedimen perlu dipertimbangkan
dalam menilai ketersediaan kadmium. Konsentrasi asam sulfat sebagai prediktor
toksisitas kadmium sedimen berdasarkan fakta bahwa setiap Cd?** bebas di
perairan maka akan bertukar dengan sulfida volatile asam (sebagian besar FeS)
menginformasikan CdS tidak larut (Di Toro et al., 2001).

Logam lon biasanya diserap melalui difusi pasif atau dimediasi
transportasi di atas insang sementara logam terkait dengan bahan organik yang
tertelan dan diserap oleh endositosis melalui usus. Sesui dengan alurnya bahwa
ion kadmium memasuki sel klorida di insang melalui saluran kalsium(Olsson, PE,
1998). Setelah masuk dalam sel logam dibentuk untuk saling berinteraksi dengan
komponen sitoplasma seperti enzim (menyebabkan toksik efek) dan
Metallothionein (MTs) (mungkin sedang didetoksifikasi). Setelah diambil melalui
proses penyerapan, Cd mencapai organ insang (Gambar 6.2 Hasil Analisa
Penelitian, 2018), ginjal dan hati dimana akan diikat oleh MTs, glutathione (GSH)

dan protein lainnya (Thévenod, 2009).
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Gambar 6.2. Mekanisme seluler pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) yang
diinduksi oleh Cd*. Skala waktu dan peningkatan konsentrasi Cd-
intraseluler dari peningkatan kadar enzim antioksidan glutathione (GSH),
glutathione peroxisase (GPx), superoksida dismutase (SOD) dengan hasil
akhir adanya kerusakan jaringan pada organ insang ikan gambusia. (Hasil
Analisa, 2018)

Meskipun Metallothonein - diinduksi di insang tidak terlihat mampu
mengikat sebagian besar akumulasi Cd**. Di satu sisi, karena kelompok thiolnya,
MTs mampu mengikat dan mendetoksifikasi Cd, di sisi lain MTs bisa menekan
Reaksi Oksidatif Spesies (ROS) yang dihasilkan dari hasil stress oksidatif.
Alasan ini diyakini karena tingginya afinitas Cd?* untuk situs pengikatan Ca®" di
insang (Flick et al., 1987) dan juga dipercaya bahwa Cd?* berikatan dengan yang
aktif situs pada basolateral Ca®** pompa dalam sel klorida. Dengan demikian
terlihat bahwa Cd** memasuki insang melalui saluran Ca pada sisi apikal dan
selanjutnya ditranslokasi ke sirkulasi interaksi dengan Ca®*’-ATPases pada sisi
basolateral. Namun, beberapa penelitian menghasilkan disosiasi Cd dari MTs

karena penurunan stabilitas pengikatan. Secara intraseluler, Cd dalam bentuk

S

ikatan atau tidak, berujung pada kerusakan mitokondria dan atau kematian

sel(Cuypers et al., 2010).
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BAB VII
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Secara umum dari hasil penelitian yang sudah dilakukan, dapat

disimpulkan beberapa hal sebagai berikut :

Hasil analisis data dengan menggunakan metode pollution index (Pl),
jumlah indeks pencemaran rata-rata (Plaaraa) pPada sungai Wangi =
5,503 yang berarti kondisi sungai Wangi termasuk pada klasifikasi “cemar
sedang”. Salah satu biota sebagai biomonitoring di aliran sungai Wangi
adalah Ikan Gambusia (Gambusia affinis).

Toksisitas letal (LCs0-96 jam) Cd?* pada ikan gambusia (Gambusia
affinis), yaitu sebesar 0,03+0,009 mg/L yang dapat dikategorikan kedalam
golongan dengan daya racun yang sedang (medium toxic); Paparan
logam berat cadmium menyebabkan meningkatnya aktivitas protease
pada ikan gambusia 0,2-0,3 mmol/ml/menit; Pengamatan pada
histopatologi memperlihatkan adanya perubahan lamella primer dan
lamella sekunder. Paparan akut Gambusia affinis Cd?" dapat
menyebabkan perubahan histopathology organisme.

Efek dari paparan logam berat cadmium dari hasil pemeriksaan dan
pemindaian secara scanning elektron mikroskopi, menampakkan luas
permukaan LP terdapat kerenggangan antara luas permukaan dan
kepadatan LP; Selain itu ditemukan hasil bahwa kadmium pada
sitoskeleton insang gambusia. Paparan menyebabkan stres oksidatif

pada insang ikan Gambusia melalui peningkatan enzim SOD, CAT, MDA,
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GPx, GSH dan H202. Adanya proses detoksifikasi terhadapa paparan Cd

oleh ikan Gambusia.

7.2 Saran

Penelitian yang dilakukan ini belum sepenuhnya merupakan hasil yang
optimal. Masih banyak hal yang perlu untuk digali lebih mendalam, baik dari
interaksi dari limbah yang terdapat di lingkungan ke biota perairan maupun alur
dari cemaran limbah logam berat secara spesifik. Terumata pada ekspresi dari
MT-Cd yang belum bisa diidentifikasi letaknya dan belum adanya antibody anti-
fish. Selain itu perlu dilakukan kajian lebih mendalam terkait kemampuan ikan
gambusia dan perubahan yang terjadi ketika ikan tersebut dijadikan sebagai
biomonitoring dan bioindikator pencemaran. Untuk itu masih diperlukan penelitian
lanjutan terkait parameter utama ikan gambusia dijadikan sebagai biomonitoring
dan bioindikator, serta potensi immunomodulator, detoksifikasi dan bioremidiasi

dari ikan Gambusia.
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Lampiran 2. Prosedur Pembuatan Preparasi Sampel
1. Prosedur Analisis Logam Berat Cd

Menurut Departemen Pekerjaan 'Umum, 1990; Widiati, 2010, metode
analisis logam Cd sebagai berikut:

-~ Menimbang masing-masing sampel padat * 15 gr dengan timbangan
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sartorius untuk mendapatkan berat basah.

- Mengoven sampel padat pada suhu + 105°C selam 3-5 jam sampai
mendapat berat konstan.

- Menimbang berat konstan dengan timbangan sartorius sebagai berat
kering.

- -~ Memasukkan sampel yang sudah kering ke dalam beaker glass 100 ml.

- Menambahkan HNO; dengan perbandingan 1:1 ( HNO3z:HCL) sebanyak
+ 10-15 ml.

- Memanaskan diatas hot plate di dalam kamar asam sampai = 3 ml.

- Menyaring dengan Kertas saring ke dalam labu ukur 50 ml.

- Mengulang proses penyaringan sampai tanda batas labu ukur dengan
terlebih dahulu menambahkan 15 ml aquades ke dalam beaker glass.
tempat sampel.

- Menganalisis sampel dengan menggunakan mesin Atomic Absorbtion
Spectophotometer (AAS) pada panjang gelombang 283,3 nm.

- Menyiapkan larutan standar.

Menganalisis larutan standar dengan mesin AAS dan mencatat nilai
absorbannya kemudian membuat kurva kalibrasinya. Larutan standar ini
berfungsi untuk membantu nilai konsentrasi logam Cd pada sampel, karena

prinsip kerja mesin AAS hanya menentukan nilai absorbansi dengan sampel.
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2. Prosedur Analisis Haematologi
Pengambilan sampel darah ikan berukuran besar (>10cm). Prosedur
pengambilan darah ikan (Bijanti, 2005) sebagai berikut:

¢ Membius ikan dengan menggunakan larutan anastesi
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e Menyiapkan mikro spuit lengkap dengan jarumnya, hisap larutan
antikoagulan sampai memenuhi seluruh dinding syringe.
e Mengeluarkan larutan antikoagulan (Na Sitrat 3,8%) dari spuit, sisakan
larutan heparin tersebut sebanyak + 50 pl dalam spuit.
e Menusukkan jarum / spuit dan jarumnya yang telah berisi larutanan
tikoagulan pada garis tengah tubuh di belakang sirip anal.
e  Memasukkan jarum kedalam musculus sampai mencapai tulang belakang
(columna spinal).
¢ Memastikan tidak ada gelembung air yang masuk kedalam spuit,
kemudian ditarik perlahan — lahan sampai darah masuk kedalam spuit.
o Setelah didapatkan, kemudian memasukkan darah ke dalam tabung
ependof.
a. Metode Pengamatan Sel Darah Ikan (Bijanti, 2005)
Setelah dilakukan pembuatan preparat ulas selanjutnya dilakukan persiapan
pengamatan darah ikan dengan prosedur sebagai berikut:
¢ Mengambil contoh darah satu tetes, diletakkan di atas objek glass dan
dibuat hapusan darah ditunggu hingga kering kemudian diberi
methanol.
o Hapusan darah yang telah kering kemudian diberi pewarna giemsa
sebanyak 1 tetes kemudian dibuat hapusan dan dibiarkan selama *

20 menit agar warna terserap.
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e Setelah 20 menit, kemudian dicuci dengan menggunakan air mengalir
dan kemudian dikeringkan.
e Preparat diamati di bawah mikroskop.

b. Pengamatan Jumlah Sel Darah Merah (Eritrosit) (Bijanti, 2005)
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Peralatan yang digunakan adalah pipet eritrosit ukuran 11 pL, cover
glass, kamar hitung Neubauer, Mikroskop Cahaya, Counter. Bahan yang
digunakan adalah sampel darah ikan, Natrium Sitrat 3,8% (anti koagulan)
dan larutan hayem. Prosedur kerja : darah ikan yang telah dicampur
dengan anti koagulan di ambil dengan pipet eritrosit sebanyak 0,5 L
kemudian diencerkan dengan larutan hayem dalam pipet eritrosit sampai
menunjukkan angka 11 pL. Setelah itu darah yang telah tercampur
dikocok hingga homogeny dalam pipet tersebut kemudian campuran
tersebut diambil sedikit (20uL) dan dimasukkan dalam kamar hitung
improved neubauer dan ditutup dengan cover glass, sebelum
memasukkan kedalam improved neubauer terlebih dahulu dibuang 2
tetes dimaksudkan agar larutan yang diambil benar — benar yang telah
homogen. Dengan menggunakan mikroskop cahaya banyaknya dihitung
jumlah eritrosit pada semua kotak eritrosit.
c. Perhitungan Jumlah Sel Darah Merah (Eritrosit)

Mikroskop diletakkan pada meja yang datar, lensa kondensor diturunkan
atau diafragma dikecilkan, focus diatur dahulu dengan memakai lensa
obyektif 10X, diatur sehingga gambaran kamar hitung bujur sangkar
dengan jelas batasnya serta distribusi sel darah merah tampak jelas.
Selanjutnya lensa obyektif di ubah 45X dengan hati — hati dan sel darah
merah dihitung pada kotak bujur sangkar kecil (warna merah), sel yang

menyinggung garis batas sebelah kiri atau garis atas haruslah dihitung,
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sedangkan sel yang menyinggung garis batas sebelah kanan atau garis
bawah tidak boleh dihitung (Bijanti, 2005). Jumlah eritrosit dihitung

dengan menggunakan rumus:

1

T
5 area X E(Volume )

Jumlah eritrosit (sel/mm3) = N x %X 200 (pengenceran)

Keterangan:

N : Jumlah Eritrosit Terhitung (Bijanti, 2005).

Pengamatan Jumlah Sel Darah Putih (Leukosit) (Bijanti, 2005)

Darah ikan yang telah tercampur dengan anti koagulan diambil dengan
pipet leukosit sebanyak 0,5 pL, kemudian diencerkan dengan larutan Turk
dalam pipet leukosit sampai menunjukkan angka 11 yL. Setelah itu darah
yang telah tercampur dikocok hingga homogen dalam pipet tersebut.
Kemudian campuran tersebut diambil 2 tetes dan dimasukkan dalam
kamar hitung Haemocytometer dan ditutup dengan cover glass, sebelum
memasukkan ke dalam Haemocytometer terlebih dahulu dibuang 2 tetes
dimaksudkan agar larutan yang diambil benar — benar yang telah
homogen. Dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran
40x dan dihitung banyaknya jumlah leukosit.

Penghitungan Jumlah Sel Darah Putih (Leukosit)

Mikroskop diletakkan pada meja yang datar, lensa kondensor diturunkan
atau diafragma dikecilkan, kamar hitung dengan bidang bergarisnya
diletakkan dibawah lensa obyektif dan fokus mikroskop diarahkan pada
garis — garis tersebut. Leukosit dihitung pada keempat bidang besar
(kotak warna hijau). Perhitungan dimulai dari sudut kiri atas, terus ke
kanan, kemudian turun ke bawah dan dari kanan ke kiri. Cara seperti ini
dilakukan pada keempat bidang besar. Penghitungan dilakukan dengan

catatan sel yang menyinggung garis batas sebelah kiri atau garis batas
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sebelah kanan atau garis bawah tidak boleh dihitung (Bijanti, 2005).

Jumlah Leukosit dihitung dengan menggunakan rumus: Jumlah Leukosit

1

(sel/mm3) =N x 4area x 0,1 (Volume )

X 20 (pengenceran)

Keterangan: N : Jumlah Leukosit Terhitung (Bijanti, 2005).

Perhitungan Konsentrasi Hemoglobin

Pengukuran hemoglobin 'menurut (wedemeyer dan Yasutake, 1977;
Wahjuningrum et al., 2008): Pengukuran kadar hemoglobin “dilakukan
dengan metode sahli. Prinsip metode ini adalah mengkonversikan
hemoglobin dalam darah ke dalam bentuk asam hemotin oleh asam
klorida. Darah dihisab menggunakan pipet sahli sampai skala 20 mm3dan
dipindahkan ke dalam tabung hemoglobin yang berisi HCL 0,1 N sampai
skala 10 (warna kuning), didalamnya 3-5 menit agar hemoglobin bereaksi
dengan HCL membentuk asam hemotin. Kemudian diaduk dan
ditambahkan akuades sedikit demi sedikit hingga warnanya sama dengan
warna standar. Pembacaan skala lajur gram/100 ml yang berarti
banyaknya hemaoglobin dalam gram per 100 ml darah.

Pengamatan Mikronuclei Pada Sel Darah Ikan

Sampel darah perifer diperoleh dari vena caudal dari sampel ikan
dandioleskan pada slide yang bersih. Setelah difiksasi dalam etanol murni
selama 20 menit, slide dibiarkan kering udara dan kemudian dilanjutkan
dengan pewarnaan Giemsa 10% selama 25 menit. Pengamatan
dilakukan “menggunakan mikroskop Olympus BH2. Lima slide dibuat
dari masing — masing ikan 1.000 eritrosit dilakukan skoring ‘dari setiap
slide diamati di bawah perbesaran 1000 X untuk menentukan frekuensi
inti berlekuk, inti lobed, pemula, memecah-belahdan juga sel micronuclei,

yang dihitung seperti sel per 1000 (%o0) (Guner dan Muranh, 2011).
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Diamati tiap sel dan dihitung frekuensi mikronuclei dengan menggunakan

rumus sebagai berikut:

Y, micronuclei. %(1000)

Frekuensi Mikronuclei = —
Total Sel yang dihitung

(Betancur et al, 2009)

3. Prosedur Analisis Histologi (Immunohistokimia)

Uji histopatologi digunakan untuk mengetahui kerusakan jaringan insang,

dan hati ikan yang tercemar Cd. Analisis yang digunakan adalah analisis

deskriptif.

1. Metode Pembuatan Preparat

Prosedur dalam pembuatan preparat histologis menggunkan metode

standar Luna (1960) dan bancroft dan steven (1982) sebagai berikut:

1.

Hewan uji dibedah dan diambil organ sampel, diawetkan dengan formalin
4 % selama 24 jam.

Fiksasi, memindahkan organ sampel Hewan uji ke dalam
paraformaldehida (PFA) selama 24 jam.

Dehidrasi, dilakukan secara bertingkat dengan alkohol 70 %, 80 %, 90 %,
95 % serta alkohol masing-masing 1 jam.

Clearing, dilakukan selama 1 jam vyaitu dimasukan ke dalam larutan
alkohol-xylol, lalu memasukanya ke dalam  xylol murni LIl ‘masing-
masing selama 20 menit.

Infitrasi, menggunakan paraffin. Organ sampel dimasukan ke dalam
xylol:paraffin cair dengan perbandingan 1:1 selama 20 menit di dalam
oven dengan suhu 60°

Embedding, tahapan menananm jaringan organ sampel. Paraffin cair
dituangkan ke dalam cetakan sampai penuh, masukan jaringan organ

atau membenamkan potongan organ sampel ke dalam paraffin tersebut.
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Jaringan organ sampel diletakan pada posisi dasar tengah dengan posisi
melintang. Biarkan sampai paraffin membeku atau mengeras.
7. Sectioning, sampel  jaringan organ sampel dipotong menggunakan

mikrotom dengan ketebalan 6-10 mikron.
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8. Affixing, perekatan dengan mengunakan albumin dan gliserin dengan
perbandingaan 1:1 disimpan dalam kotak persediaan selama 24 jam.

9. Deparaffinasi, untuk menghilangkan paraffin, sediaan dimasukan ke
dalam xylol selama 10 menit.

10. Staining atau pewarnaan, proses pewarnaan dengan menggunakan
haematoxylin dan Eosin sebagai berikut:

- Sediaan histologis dihisap xylolnya dengan menggunakan kertas
saring kemudiaan berturut-turut dimasukan ke dalam larutan alkohol
95%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%. 40%, dan 30% masing-masing
selama 5 menit lalu dicuci dengan aquades selama 5 menit. Dicuci
dengan air mengalir selama kurang lebih 2 menit.

- Dimasukan ke dalam haemotoxylin selama 4 menit, dicuci dengan
air mengalir selama 10 menit . Dimasukan ke dalam aquades dan
alkohol 50 9%, 60%, 70%, 90%, 95% masing-masing beberapa
celupan.

- Dimasukan ke dalam eosin selama 1,5 menit , masukan ke dalam
alkohol 70 %, 80%, 90%, 95%.

- Preparat dianginkan sampai kering dan dimasukan ke dalam xylol
selama 15 menit. Sediaan histologi ditetesi dengan Canada Balsem
lalu ditutup dengan cover glass.

11. Mounting dan labelling penutupan preparat dengan menggunakan kaca

penutup (Cover glass) dan memberi identitas pada preparat organ mata
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12. Pengamatan dan perhitungan jumlh sel organ sampel pada jaringan
menggunkan mikroskop  binokuler ‘merk Olympus BX41 dengan
pembesaran 40-1000x dan difoto menggunakan kamera digital merk
Olympus tipe CX21FS1.

4. Metode Pengamatan Immunohistokimia
Pengamatan Densitas dan Intensitas Metallothionein Pada Jaringan
Organ Sampel Ikan Gambusia
1. Pembedahan dan Pengawetan Organ sampel Ikan Gambusia
Menurut Farabi (2012), pembedahan dan pengawetan jaringan dapat
dilakukan dengan cara :
a. Organ dalam dibedah menggunakan sectio set
b.  Kemudian organ sampel Ikan Gambusia diambil dan ditimbang
c. Organ sampel dimasukkan ke dalam botol kaca yang telah diisi
dengan larutan formalin 10%
2. Pengamatan Histopatologi
Pengamatan © histopatologi menurut Muntiha (2001), prosedur
histopatologi antara lain :

a. Organ difiksasi dengan formalin 10% selama semalam.

b. Pemotongan Jaringan Makros.

1. Diambil organ yang telah difiksasi.

2. Jaringan dipotong dengan ketebalan 0,3-0,5 mm.

3. Jaringan disusun kedalam tissue cassette sesuai dengan kode.
4. Dimasukkan tissue cassette ke dalam keranjang khusus.

c. Proses Dehidrasi
1. Keranjang dimasukkan ke dalam tissue tex processor untuk diproses

secara otomatis.
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2. Jaringan mengalami proses dehidrasi bertahap dengan putaran waktu
. alkohol 70% (2 jam), alkohol 80% (2 jam), alkohol 90% (2 jam),
alkohol absolout (2 jam), alkohol absolout (2 jam), xylol (2 jam), xylol

(2 jam),
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d. Proses Vakum
1. Diletakkan keranjang di dalam mesin vakum untuk penghilangan
udara dari jaringan dengan temperatur (59-60°C) selama 30 menit.
2. Keranjang diambil dan dikeluarkan tissue cassette.
e. Pengeblokan

1. Dihangatkan paraffin cair, pinset, dan cetakan.

2. Parafin cair dituangkan kedalam cetakan.

3. Jaringan dari Tissue Tex Prosesor dimasukan kedalam cetakan
yang telah disi paraffin cair, tekan jaringan agar semakin
menempel di dasar cetakan.

4. Tutup cetakan diambil, letakkan diatasnya dan di tekan. Pasang
etiket di pinggir.

5. Biarkan sampai membeku

6. Setelah beku, keluarkan dari cetakan. Rapikan sisi-sisi blog.
Ganti etiket dengan yang permanen.

7. Disimpan di freezer.

f. Pemotongan dengan Mikrotom

1. Blok dijepit pada mikrotom.

2. Blok paraffin dipotong dengan pisau mikrotom. Kemiringan :
+300. Tebal +2-5 mikron.

3. Hasil ‘pemotongan (berupa pita/irisan tipis yang saling

bersambung) dimasukkan kedalam waterbath yang diisi air yang
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sudah dihangatkan 50°C, kemudian diambil dengan kaca objek
(Meletakkan potongan di waterbath tidak boleh terbalik).
4. Disusun dalam obiject glass box.

5. Dimasukkan ke dalam inkubator bersuhu 60°C

3. Pewarnaan Imunohistokimia

Prosedur pewarnaan dengan menggunakan sampel bagian organ

sampel lkan Gambusia menurut Larasati (2010), yaitu sebagai berikut:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Lakukan deparafinasi preparat (blok parafin) dengan xylol sebanyak 3 kali
masing-masing 3 menit.

Rehidrasi preparat dengan menggunakan etanol 100%, 95% dan 70.
Masing-masing selama dua menit, dua menit, dan satu menit
Masing-masing sample ditetesi CDS sebanyak 3 kali setiap 5 menit. CDS
berfungsi dalam menstabilkan pH jaringan.

Ditetesi 3CDTA dan dibiarkan selama 10 menit. Berfungsi sebagai fiksasi
jaringan.

Ditetesi Na-sitrat dan dibiarkan selama 10 menit.

Dibilas dengan CDS sebanyak 3 kali setiap 5 menit.

Ditetesi H,0, 0,3% dan dibiarkan selama 30 menit.

Dibilas dengan CDS sebanyak 3 kali setiap 5 menit.

Diinkubasi serum 1% in CDS dan ditunggu selama 30 menit.

Ditetesi antibody Metallothionein dan diinkubasi dikulkas selama 1 malam
Dibilas dengan CDS sebanyak 3 kali setiap 5 menit.

Ditetesi 2nd AB in CDS dengan perbandingan 1:200 dan dibiarkan selama
60 menit.

Dibilas dengan CDS sebanyak 3 kali setiap 5 menit.

Ditetesi detection antibody dan dibiarkan selama 60 menit.

Dibilas CDS sebanyak 2 kali setiap 5 menit.
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16. Dicuci aquades dan dibiarkan selama 5 menit.
17. Ditetesi DAB (Male Fresh) dengan perbandingan 1:46 hingga berwarna
coklat.

18. Dibilas dengan D,H,0.
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19. Ditetesi dengan haematoxylin selama 10 menit.
20. Dibilas dengan D,H,O
21. Dibilas dengan air kran.
4. Pengamatan Mikroskop
Pada pengamatan mikroskop, digunakan dot slide mikroskop dengan
merk OLYMPUS SN 3K19322 :
a. Fungsi Scan
1. Nyalakan seluruh power, mikroskop, CPU, layar monitor dan power
server.
2. Tunggu sampai proses loading selesai.
3. Setelah computer siap, klik 2 kali Dot Slide.
4. Untuk proses scan diprogram dot slide ada lima pilihan koak yang terdiri
dua baris atas dan bawah.
5. Kotak atas digunakan untuk single scan (satu slide).
6. Kotak bawah digunakan untuk multisingle scan (lebih dari satu slide).
7. Salah satu kotak pilihan di klik sesuai-dengan kebutuhan.
8. Klik manual load tataan slide mikroskop akan lebih menonjol ke depan.
9. Letakkan slide pada papan slide dengan benar dan klik OK.
10. Klik next.
11. Pilih perbesaran yang akan discan sesuai dengan kebutuhan.
12. Klik'scan now untuk memulai proses scan.

13. Ditunggu proses scan sampai selesai

BRAWIJAYA
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14. Setelah selesai, Klik file-save as-di pojok kiri atas dan di masukkan folder
dan diberi nama file sesuai dengan keinginan.
b. Fungsi Foto

1. Pilih menu live
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2. Atur menggunakan joinstik sesuai gambar objek yang dimaksud.
3. Atur focus di joinstik, setelah focus sempurna sesuai dengan yang
dimaksud kemudian klik Snapshot.
4. KiIik file-save as-di pojok kiri atas dan di masukkan folder dan diberi nama
file sesuai dengan keinginan.
5. Analisis Densitas metallothionein
Prosedur analisis densitas metallothionein dapat dilakukan dengan dua
cara yaitu sebagai berikut :
a. Manual
1. Menyalakan computer
2. Menunggu sampai proses loading selesai
3. Setelah komputer siap, buka perangkat lunak olyVIA
4. Membuka scan gambar pada file
5. Memilih gambar yang diperlukan menggunakan image navigator
6. Menghitung banyak metallothionein menggunakan hand tally
counter.
b. Otomatis
e OlyVIA
1. Menyalakan komputer
2. Tunggu sampai proses loading selesai
3. Buka perangkat lunak olyVIA

4. Buka scan gambar pada file
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5. Memilih  gambar yang diperlukan menggunakan image
navigator di layar
6. Kilik copy display to cliCdoard untuk memindah gambar
e Paint
1. Klik start pada layar komputer
2. Buka Paint
3. Kilik copy display to cliCdoard untuk memindah gambar
4. Pada Paint, pilih paste
5. Pilih save as untuk menyimpan gambar
e imagel
1. Buka Mozilla Firefox/Google Chrome atau web browser lainnya
2. Download ITCN 1.6 . jar
3. Plugin ITCN di program files > imaged > plugins > paste
4. BukaimageJ
5. Pilih file > open > pilih gambar yang akan di analisis
6. Kilik edit > invert, untuk mengetahui bagian yang akan dihitung
7. Klik image > type > 8 bit, untuk mengubah gambar menjadi
grayscale
8. KiIik Plugins > ITCN > count
9. Results, didapatkan hasil jumlah MT pada gambar

5. Prosedur Analisis Kadar Metallothionein (CLSM-ELISA)

1. Tahap Homogenasi

Menggerus jaringan dalam mortal yang sudah didinginkan dan

menambahkan 3 ml buffer homogenisasi (0,5 M sukrosa, 20 mM Tris-HCI

buffer,pH 8,6, mengandung 0,01% B-mercaptoethanol) dalam plastik atau

tabung kaca.
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Menghomogenasi ~ jaringan ~ dengan menggunakan  homogenizer
jaringan.

Menambahkan kedalam homogenat dengan Aliquot (larutan induk)
(3ml).

Sebagai kontrol, jumlah yang diketahui dari standar metalotionein untuk
mengkalibrasi hasil sampel yang diperoleh. Aliquot dapat disimpan pada
- 20 °C.

Percobaan dapat berhenti di langkah ini.

2. Tahap ekstraksi

Mensentrifugasi = homogenat di 30.000 x g selama 20 menit untuk
mendapatkan supernatan yang mengandung metalotionein.
Menambahkan 1,05 ml etanol absolute dingin ( -20 °C) dan 80 ml
kloroform per 1 ml supernatan yang dihasilkan.

Mensentrifugasi sampel dingin (pada O - 4 °C) pada 6000 x g selama 10
menit.

Menambahkan 3 ml etanol dingin pada supernatan yang dihasilkan dan
menyimpan pada suhu -20 °C selama 1 jam

Langkah analisis bisa berhenti saat ini.

3. Tahap Pemurnian dan Kuantifikasi Metalotionein

Mensentrifugasi supernatan pada 6000 x g selama 10 menit.

Mencuci pelet yang dihasilkan dengan etanol: kloroform: homogenisasi
penyangga (87:1:12)

Mensentrifugasi lagi pada 6000 x g selama 10 menit.

Mengeringkan  di bawah aliran gas nitrogen untuk menyelesaikan
penguapan.

Resuspended - pelet kering dalam 300 ml dari 5 mM Tris-HCI, 1 mM

EDTA, pH 7.
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- Mensuspensikan fraksi metalotionein  menjadi 4,2 ml 0,43 mM 5,5
'dithiobis (asam nitrobenzoic) dalam buffer fosfat 0,2 M, pH 8.
- Mendiamkan ' selama 30 menit pada suhu kamar untuk mengurangi

konsentrasi sulfhidril
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- ~Membaca absorbansi pada 412 nm dalam spektrofotometer.
- Mencatat hasilnya.
4. Tahap Estimasi
- Sebuah kurva standar dengan glutation (GSH) digunakan sebagai acuan
standar untuk kuantifikasi adanya MT pada sampel.
- GSH berisi satu sistein per molekul, dengan demikian, itu adalah standar
untuk mengukur sistein dalam analisis protein.

Jumlah metalotionein dalam sampel diperkirakan menggunakan GSH
yang - standar, dengan asumsi bahwa 1 mol MT berisi 20 mol sistein. Sebagai
contoh, dari kurva standar, jika didapatkan nilai absorbansi pada sampel 2,5,
maka nilai x adalah 0,44 (dari perhitungan yang diperoleh persamaan kurva
kurva standar GSH adalah x = (2,5-0,0524) / 5,5553). Sehingga kadar MT
adalah 0.44/20 = 0,022 umoal

Prosedur analisis intensitas metallothionein dapat dilakukan dengan
cara yaitu sebagai berikut :

o OlyVIA
1. Menyalakan komputer
2. Tunggu sampai proses loading selesai
3. Buka perangkat lunak olyVIA
4. Buka scan gambar pada file
5. Memilih gambar yang diperlukan menggunakan image

navigator di layar
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e Paint

. Klik start pada layar komputer

. Buka Paint

Klik copy display to cliCdoard untuk memindah gambar
Pada Paint, pilih paste

Pilih save as untuk menyimpan gambar

e imageJ

1.

2.

Buka imageJ

Pilih file > open > pilih gambar yang akan di analisis

. Klik analyze > set measurement > centang Area, Mean Gray

Value, Integrated Density, Stdev dan Display label, Redirect to
gambar yang akan dianalisis > OK

Klik *Oval* . elliptical or brush selections

Arahkan ke gambar, untuk menyamakan lingkaran di gambar
yang lain perhatikan navigation bar, catat weight dan height.

Tekan M pada keyboard untuk mengetahui hasil ukuran warna.
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Lampiran 3. Analisa Perhitungan Statistik

Analisa One Way Anova Logam Berat

Descriptives
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95% Confidence Between
Interval for Mean -
Compon
Std. Lower | Upper | Mini| Maxi ent
Mean Deviation | Std. Error | Bound Bound |mum| mum |Variance
A 0.45 3 .5800 .13229 .07638| .2514 .9086| .48 .73
0.452 1 .8300 83| .83
0.454 1 .6000 .60| .60
Total 5 .6340 .14433| .06454| .4548 .8132| .48 .83
Model Fixed
Effect 13229 .05916| .3795 .8885
S
Rando
m
Effect .07479| .3122 .9558 .00476
S
B 0.45 3 5167 .07371 .04256| .3336 .6998| .46 .60
0.452 1 .7300 73] .73
0.454 1 .5400 54| .54
Total 5 .5640 10691 .04781| .4313 .6967| .46 .73
Model Fixed
Effect .07371| .03296| .4222 .7058
S
Rando
m .06969| .2642 .8638 .00857
Effect
S
C 0.45 3 4967 03786 .02186| .4026 5907| .47| .54
0.452 1 .6900 69| .69
0.454 1 .5300 53] .53
Total 5 5420 .08815| .03942| .4326 6514 .47 .69
Model Fixed
Effect 03786 .01693| .4692 .6148
S
Rando
m
Effect .06534| .2609 .8231 .00905
S
D 0.45 3 .5010 .01652 .00954| .4600 5420 .49 .52
0.452 1 .6300 63| .63
0.454 1 5100 51| 51
Total 5 5286 .05801| .02594| .4566 .6006| .49 .63
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Model Fixed
Effect .01652 .00739] .4968 .5604
s
Rando
m
Effect .04470( .3363 7209 .00442
s
E 0.45 3 4667 .02082| .01202| .4150 .5184| .45 .49
0.452 1 .5200 52| .52
0.454 1 .4600 46 46
Total 5 4760 .02881 .01288( .4402 .5118| .45] .52
Model  Fixed
Effect .02082 .00931| .4359 5161
s
Rando
m
Effect .01833| .3971 .5549 .00057
s
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
A Between (Combined) .048 2 .024 1.381 420}
Groups | ynweighted .000 1 .000 017 .908
In Weighted .005 1 .005 .293 .643
e Deviation
a
r
T .043 1 .043 2.469 .257
e
r
m
Within Groups .035 2 .017
Total .083 4
B Between (Combined) .035 2 .017 3.207 .238
Groups | ynweighted .000 1 .000 .075 810}
In Weighted .004 1 .004 .801 465
e Deviation
a
r
T .031 1 .031 5.614 141
e
r
m
Within Groups .011 2 .005
Total .046 4
C Between (Combined) .028 2 .014 9.842 .092
Groups i ynweighted 001 1 .001 581 525
N€ Weighted .005 1 .005 3.352 209
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ar Deviation
L 023 1 023|  16.331 056
m
Within Groups .003 2 001
Total 031 4
Between (Combined) .013 2 .006 23.651 .041
Groups i ynweighted .000 1 .000 223 684
gf Weighted .001 1 .001 4.718 162
T Deviation
er .012 1 .012 42.583 .023
m
Within Groups .001 2 .000
Total .013 4
Between (Combined) .002 2 .001 2.831 .261
Groups | ynweighted .000 1 .000 077 808
'n Weighted .000 1 .000 104 778
e Deviation
a
r
T .002 1 .002 5.558 142
e
r
m
Within Groups .001 2 .000
Total 003 4
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Analisa ROS
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower | Upper
Mean Deviation | Std. Error | Bound | Bound Minimum Maximum
A 22375 1.97375 197.3750|  197.3750
0E2
22.384 1.89382 189.3820|  189.3820
0E2
234713 1.98283 198.2830|  198.2830
0E2
Total 1.95013 2.827840|182.846| 207.180
LS| 48979641 R 199 1893820  198.2830
B 22375 1.64875 164.8750|  164.8750
0E2
22.384 1.59298 159.2980|  159.2980
0E2
23473 1.73489 173.4890|  173.4890
0E2
Total 1.65887 4.127740|148.127| 183.647
57| 7.1494569 Rl ol 1502080  173.4890
C 22375 8.98750 89.8750|  89.8750
OE1
22384 7.83920
OE1 783920  78.3920
23473 9.02380 90.2380|  90.2380
OE1
Total 8.61683 3.889578|69.4328| 102.903
203 6.7369476 s o ooo|  78.3920]  90.2380
D 22375 2.61250 261250 261250
OE1
22.384 3.23940 32.3940|  32.3940
OE1
23.473 2.83820
020 283820  28.3820
Total 2.89670 1.833190|21.0794| 36.8545
7% 3751786 po e oo|  261250| 323940
E 22375 2.98750 298750  29.8750
OE1
22.384 2.43890
o 243800  24.3890
23.473 3.03920
- 303920  30.3920
Total 2.82186 1.920640|19.9548| 36.4825
198 3.3266473 e - 25 243800 303920
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ANOVA
Sum of Squares df Mean Square Sig.
Between (Combined) 47.980 2 23.990
Groups .
PS" Li contrast 15.714 1 15.714
n
e Deviation
ar
T 32.266 1 32.266
er
m
Within Groups .000 0
Total 47.980 2
Between (Combined) 102.229 2 51.115
Groups | contrast 86.151 1 86.151
n
e Deviation
ar
T 16.078 1 16.078
er
m
Within Groups .000 0
Total 102.229 2
Between (Combined) 90.773 2 45.386
Groups | Contrast 24.268 1 24.268
n
e Deviation
ar
T 66.504 1 66.504
er
m
Within Groups .000 0
Total 90.773 2
Between (Combined) 20.164 2 10.082
Groups | i contrast 469 1 469
n
e Deviation
ar
T 19.694 1 19.694
er
m
Within Groups .000 0
Total 20.164 2
Between (Combined) 22.133 2 11.067
Groups Li Contrast 6.938 1 6.938
n
e Deviation
ar
T 15.195 1 15.195
er
m
Within Groups .000 0
Total 22.133 2
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Analisa MDA
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Error Bound Bound Minimum Maximum
A 7025 1| 7.341670E2 . . . . 734.1670 734.1670
705.167 1| 7.515000E2 . . . . 751.5000 751.5000
710.297 1| 7.478330E2 . . . . 747.8330 747.8330
Total 9.134543| 5.27383| 721.808| 767.191
3| 7.445000E2 7 13E0 535 465 734.1670 751.5000
B 7025 1| 7.501670E2 . . . . 750.1670 750.1670
705.167 1| 7.318330E2 . . . . 731.8330 731.8330
710.297 1| 7.321670E2 . . . . 732.1670 732.1670
Total 10.49005| 6.05643| 711.996| 764.114
3| 7.380557E2 17 42E0 934 200 731.8330 750.1670
C 7025 1| 7.075000E2 . . . . 707.5000 707.5000
705.167 1| 7.191670E2 . . . . 719.1670 719.1670
710.297 1| 7.391670E2 . . . . 739.1670 739.1670
Total 16.01518| 9.24637| 682.160| 761.728
3| 7.219447E2 96 40E0 730 603 707.5000 739.1670
D 7025 1| 7.398330E2 . . . . 739.8330 739.8330
705.167 1] 7.195000E2 . . . . 719.5000 719.5000
710.297 1] 7.021670E2 . . . . 702.1670 702.1670
Total 18.85290| 1.08847| 673.666| 767.333
3| 7.205000E2 13 28E1 797 203 702.1670 739.8330
E 7025 1] 7.191670E2 . . . . 719.1670 719.1670
705.167 1| 7.088330E2 . . . . 708.8330 708.8330
710.297 1| 7.031670E2 . . . . 703.1670 703.1670
Total 8.112697| 4.68386| 690.235| 730.542
3| 7.103890E2 0 78E0 944 056 703.1670 719.1670
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
A Between (Combined) 166.880 2 83.440
Groups .
PS" Li contrast 63.494 1 63.494
n
e Deviation
ar
T 103.386 1 103.386
er
m
Within Groups .000 0
Total 166.880 2
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Between (Combined) 220.082 2 110.041
Groups i contrast 124.411 1 124.411
n
e Deviation
ar
T 95.671 1 95.671
er
m
Within Groups .000 0
Total 220.082 2
Between (Combined) 512.973 2 256.486
Groups i contrast 512.523 1 512.523
n
e Deviation
ar
T .450 1 .450
er
m
Within Groups .000 0
Total 512.973 2
Between (Combined) 710.864 2 355.432
Groups i contrast 675.061 1 675.061
n
e Deviation
ar
T 35.803 1 35.803
er
m
Within Groups .000 0
Total 710.864 2
Between (Combined) 131.632 2 65.816
Groups i contrast 116.385 1 116.385
n
e Deviation
ar
T 15.247 1 15.247
er
m
Within Groups .000 0
Total 131.632 2




