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Efek Mutagenik Perasan Buah Mengkudu (Morinda citrifolia L.) Pada Bakteri Salmonella
Typhimurium TA 1535 dengan Metode Mutasi Balik

Siti Rofida *

Abstrak

Obat iradisional digunakan oleb masyarakat dalam pengobatan, namun banyak yang belum mempunyai dala khinis. Obat tersebut wmghin mempaunyai efeks toksike
dalam lakaran lerlenty, sebingga perlu diperbafikan keeamanannya. Efeke foksik tervebut dapat bersifat aknl, kronis alaw kbusus seperti mntasi gen pada sel. Mutasi
g dapat ferjadi akibat inferaksi autara gaf mutagen dengan Zaf gewelik organisme, Penelifion ini dilakukan untuk mengetabui ofek mutagenik dari perasan
bual mengkudy (Morinda ditrifolia L) yang ditambahkan ke dalanr media pertumbnhan bakseri Sabmonclla bpbimwinm TA 1535, Hal inf dituinkan aniuk
melindungi magyarakal dalam bal penggunaan  perasan buab mengkadn sebagai obal pemwran kadar ghikosa darah. Buah menghudn dibuat dalam benink perasan
dari buah yang swdabh masok demgan desis 5, 10, 20, 40, 80 mg wnink liap lempeng. Uji muicgenisitas dilaksukan dengan dan tampa penawmbaban campuran
5-9. Pada uji mutagenisitas diperfiiean kontrol negatif dan kontrol positif. Hasil yang diperokh dari wii mutagenisitas demgan melode Ames, babwa perasan buah
mengkudn  (Morinda citrifolia 1.} tidak menycbabkan muiasi gen pada bakieri Salmonella typbimurinm T.A 1535,
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Pendahuluan (Sabarijah W, dkk, 2003). Agar upaya pengembangan
penggunaan perasan buah mengkudu dapat
dipertanggungjawabkan secara ilmiah mengenai keamanan
dalam pemakaiannya, perlu dilakukan uji toksisitas.

Penggunaan tanaman yang berkhasiat sebagai obat, telah
dikenal dan diketahui sejak lama. Pengetahuan tentang
penggunaan tanaman tersebut diwariskan secara turun
termurun. Obat tradisional pada umumnya belum merniliki

data klinis tentang keamanannya, Dalam takaran tertentu, Uji toksisitas dilakukan untuk mendeteksi efek toksik
obat tradisional dapat memgiinyai efek toksik terhadap suatu zat pada sistem biologi dan untuk menunjukkan
manusia. Efek toksik tersebut dapat bersifat akut, kronis hubungan dosis dengan respon yang khas dari zat uji,
atau khusus seperti menyebabkan mutasi gen pada sel, Ada 2 macam uji toksisitas, yaitu uji toksisitas umum dan
cacat pada bayi jika obat tetscbut dikonsumsi oleh ibu uji toksisitas khusus. Uji toksisitas umum bertujuan
hamil. untuk mengevaluasi keseluruhan efek umum suatu zat.

Uji ini meliputi: toksisitas akut, toksisitas sub kronis,

Diantara tanaman yang digunakan sebagai obat oleh toksisitas kronis. Uji toksisitas khusus bettujuan untuk

masyarakat adalah buah mengkudu (Morinda citrifokia L.) mengevaluasi dengan rinci tipe toksisitas spesifik. Uji ini
Juil cubs Bobisais, meliputi: uji potensi, uji teratogenik, vji reproduksi, uji

mutagenik, uji karsinogenisitas. (Loomis,1978)

Buah mengkudu dapat dipakai untuk menyembuhkan
amandel, melancarkan air seni, limpa yang bengkak, kencing
manis, sariawan, batuk dan penurun tekanan darah tinggi,
(info-herbal), Penelitian terdahulu memberikan hasil,
bahwa sati buah mengkudu (Morinda citrifolia Linn) dapat
menurunkan kadar glukosa darah tikus putih jantan

Pada penelitian ini, uji toksisitas yang dilakukan terhadap
perasan buah mengkudu (Moninda dtrifoka L) yang
digunakan sebagai penurun kadar glukosa darah adalah uji
spesifik yaitu uji mutagenisitas. Uji mutagenisitas adalah
uji untuk menentukan efek pada sistem kode genetika. Ui
ini dapat digunakan untuk mendeteksi bahan yang bersifat
mutagen. Mutagen adalah bahan yang yang menyebabkan
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menyebabkan perubahan genetik dari sel induk ke sel
anak. Setiap perubahan dalam urutan basa nukleotida,
menyebabkan perubahan pada komposisi molekul pro-
tein. Sehingga organisme akan menunjukkan perubahan
karakteristik berupa perubahan sel dan sifat. Efek akhir
penggunaan zat yang bersifat mutagen pada manusia
belum dapat diramalkan, Namun beberapa penyakit telah
terbukti berkaitan dengan perubahan molekul DNA seperti
anemia sel sabit. (Pelezar dkk.,1986)

Uji mutagenisitas pada beberapa tahun ini lebih banyak
digunakan karena sebagai penyaring cepat untuk
karsinogenjéitas. Drata mengenai uji mutagenisitas 300 zat
kimia dengan uji Salwenellz ataw mikrosom, menunjuklan
ada korelasi yang tinggi jika dibandingkan dengan data
karsinogenisitas zat-zat tersebut. Dari 175 zat yang bersifat
karsinogen, 156 diantaranya memiliki kemampuan mu-
tagen dan hanya sedikit zat nonkarsinogen yang memiliki
kemampuan mutagen. (McCann dkk.,1975). Uiji
karsinogenisitas pada hewan pengerat memberikan korelasi
antara 55-93% jika dihubungkan dengan uji mutagenisitas
yang ditentukan dengan menggunakan bakteri Sabwonella
BHpbimurium. (Mason dkk.,1989)

Metode Penelitian

Pada penelitian ini digunakan baktett Sabmonella sphimurinm
TA 1535 sebagai bakteri uji. Bakteti uji diperoleh dari
Pusat Riset Obat dan Makanan Bagian Toksikologi di
Jakarta, Sebelum uji mutagenisitas dengan menggunakan
bakteri Salmonella typhimurinm TA 1535 dilakukan,
dipetlukan uji pendahuluan dengan menggunakan bakteri
yang paling sensitif yaitu bakteri Salmonella typhimentinme
TA 100 unwk menentukan dosis yang akan dipakai.

Bahan uji menggunakan buah mengkudu (Moerinda
ctrifolia L.) yang sudah masak. Bahan uji diperoleh dari
pohon yang tumbuh di halaman rumah di Malang. Buah
dipetik ketika sudah masak, yaitu berwarna putih keruh.
Buabh tersebut telah diterminasi di Kebun Raya Purwodadi,
Pasuruan. Buah mengkudu yang sudah masak, dipotong
kecil-kecil. Potongan tersebut ditimbang sebanyak 100 g
kemudian dimasukkan mortir dan dihaluskan. Buzah yang
sudah halus disating dengan kain kasa dan diambil
filtratnya. Ampas ditambah air sebanyak 10 ml kemudian
disaring lagi dengan kain kasa. Filtrat yang diperoleh
dicampur dengan filtrat pertama disaring dengan kertas
whatman dan disterilkan dengan menggunakan sinar
ultra violet selama 30 detik. Dari hasil uji pendahuluan
yang dilakukan diperoleh dosis uji yaitu 5, 10, 20, 40, 80
mg untuk tiap lempeng,

Disiapkan sejumlah biakan semalam bakteti Salwonella
Bpbimuriam TA 100, TA 102, TA 1535 pada media Oxuid

Natrient Broth 2,5 %o sterl, diinkubasikan dalam penangas
air pengocok pada suhu 372 C selama 16-18 jam sehingga
diperoleh bakteri sebanyak 1-2 x 10 ° sel/ ml; campuran
S-9 yang berisi glukosa 6-fosfar, NADPH, NADH,
natrium fosfat, kalium fosfat; dapar fosfat; lempeng agar
dalam cawan petri steril; serta sejumlah agar cair yang
ditambah histidin, biotin dan triptopan sesaat sebelum
pengujian dilakukan.

Kelompok kontrol negatif menggunakan pelarut yang
inert (DMSO). Kontrol positif untuk bakteri Salwonella
typhimurium TA 1535 pada uji mutagenisitas tanpa
penambahan campuran $-9, digunakan N-Etil-N’-Nitto-
N-Nitrosoguanidina (ENNG). Pada Salwonella typbimurinm
TA 100 digunakan 2-(2-Furil)-3-(5-nitro-2-furil) akeilamida
(AF-2). Kontrol positif uji mutasigenisitas dengan
penambahan campuran S-9 pada bakteri Salwonella
syphimurium TA #8535 maupun TA 100, digunakan 2-
Aminoantrasena (2AA).

Prosedur Uji Mutagenisitas "

a.  Uiji tanpa penambahan campuran 5-9
Disiapkan 14 tabung reaksi yang dibagi menjadi 3
kelompok yang terdiri dari kelompok uji terditi dari
5 dosis, kelompok kontrol negatif dan kelompok
kontrol positif, Pada kelompok uji secara berturut-
turut dimasukkan larutan dapar fosfat pH 7.4,
scjumlah tettentu bahan uji dan biakan semalem
bakteti uji. Pada kelompok kontrol negatif berisi
campuran larutan dapar fosfat pH 7,4; DMSO
(dimetilsulfoksida) dan biakan semalam bakteti uji.
Pada kelompok kontrol positif berisi campuran
larutan dapar fosfat pH 7,4; larutan zat mutagen dan
biakan semalam bakteri uji. Kemudian dipreinkubasi
pada suhu 37°C selama 20 menit dengan pengocokan,
setelah itu ditambah dengan Tep Agar cair. Campuran
tersebut dihomogenkan lalu dituang dan
didistribusikan secara merata pada permukaan
lempeng glukosa minimal. Campuran tersebut
dibiarkan memadat dan diinkubasikan pada suhu
37°C selama 72 jam.
b.  Uji dengan penambahan campuran S-9.

Disiapkan 14 tabung reaksi yang dibagi menjadi 3
kelompok yang terdixi dari kelompok uji terdiri dari
5 dosis, kelompok kontrol negatif dan kelompok
kontrol positif. Pada kelompok uji secara berturut-
turut dimasukkan scjumlah tertentu bahan uji,
campuran S-9 dan biakan semalam bakteri vji. Pada
kelompok kontrol negatif berisi DMSO
(dimetilsulfoksida), campuran S-9 dan biakan
semnalam bakteri vji. Pada kelompok kontrol positif
berisi larutan zat mutagen, campuran S-9 dan biakan
semalam bakteri uji. Kemudian dipreinkubasi pada
subu 37°C selama 20 menit dengan pengocokan,
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setelzah itu ditambah dengan Top Agar cair. Campuran
terscbut dihomogenkan lalu dituang dan
didistribusikan secara merata pada permukaan
lempeng glukosa minimal. Campuran tersebut
dibiarkan memadat dan diinkubasikan pada suhu
37°C selama 72 jam,

Koloni revertan yang tumbuh pada setiap lempeng
dihitung. Perasan buah mengkudu (Morinda citrifolia L.)
dinyatakan mutagen pada bakteri Salmonella typhimutiom
TA 1535 dengan menggunakan metode mutasi balik jika
ada hubungan dosis dengan respon pada sekurang-
kurangnya 3 dosis uji dan jumlah koloni revertan pada
dosis tertinggi harus sekurang-kurangnya 3 kali dari jumlah
koloni revertan pada lempeng kontrol negatif.

Hasil dan Pembahasan

Uji mutagenisitas ini dilakukan dengan menggunakan
perasan buah mengkudu (Morinda cirifoia L) dengan
dosis 5, 10, 20, 40, 80 mg tiap lempeng. Dosis maksimal
bahan uji untuk senyawa kimia ditentukan berdasarkan:
1) aktifitas antibakteri dan toksisitasnya, 2) kelarutannya
dalam pelarut yang digunakan, 3) jika tidak toksis 10 mg
tiap lempeng,

Bakteri yang digunakan pada uji mutagenisitas adalah
Sabumonella typhimurium galur yang telah dikonstruksi khusus
dan memerlukan histidin untuk pertumbuhannya (Ames
dkk.,1975). Keuntungannya dibandingkan bakteri yang
lain adalah bakteri Salwonella typhimurinm sudah diketahui
jumlah pasangan basanya schingga dapat diubzh menjadi
bakteri mutan. Selain menggunakan bakteri dapat juga
dipakai sel mamalia, serangga dan tikus (OECD,1981).
Penggunaan organisme yang berbeda-beda pada wiji
mutagenisitas berdasarkill bahwa semua DNA untai ganda
mempunyai ciri-ciri biokimia yang serupa. Bakteri memiliki
sistem yang sederhana sehingga memungkinkan analisis
secara rinci terhadap komponen genetika mereka. Faktor
kescderhanaan dan keekonomisan dari bakteri, sehingga
digunakan sebagai penyaring pendahuluan yang cepat
terhadap sejumlah besar zat kimia. Kerugian penggunaan
bakteti pada uji mutagenisitas, yaitu tidak memiliki sistem
metabolisme seperti yang ada dalam diri manusia, Namun
kekurangan tersebut dapat diatasi dengan penambahan
enzim aktivasi metabolik (campuran S-9) ke dalam media
pertumbuhan bakteri.

Ada 2 cara yang digunakan untuk melakukan uji
mutagenisitas dengan metode mutasi balik yaitu: 1) cara
pencampuran cawan langsung (Ames dkk., 1975), 2) cara
preinkubasi (Matsushima dkk., 1980). Cara yang dipilih
adalah cara preinkubasi, sebab sensitifitas pereaksi dapat
ditingkatkan. Pada cara preinkubasi, sebelum

didistribusikan diatas lempeng glukosa minimal, campuran
bahan uji, bakteri dan pereaksi dipreinkubasikan dengan
pengocokan.

Koloni yang tumbuh merupakan ukuran keefektifan bahan
mutagen schingga digunakan sebagai parameter uji.
Kemudian diamati adanya hubungan dosis dengan respon
sekurang-kurangnya 3 dosis uji dan pada dosis tertinggi
terdapat perbedaan jumlah koloni revertan di lempeng uji
dengan jumlah koloni revertan pada lempeng kontrol
negatif. Pada uji mutagenisitas tanpa enzim aktivasi
metabolik maupun dengan enzim aktivasi metabolik
harus ada kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol
positif digunakan senyawa yang sudah diketahui bersifat
mutagen terhadap bakter uji. Pada kontrol negatif, bahan
uji diganti dengan pelarut yang digunakan atau pelarut
lain yang tidak bersifat mutagen sepert air steril, DMSO,
gliserol dll. Pertumbuhan bakteri tidak dapat dikendalikan
sehingga petlu ada standar untuk mengetahui jumlah
koloni yang tumbuh pada media dengan komposisi
tertentu, Dari beberapa penelitian yang telah dilakukan,
DMSO digunakan sebagai kontrol negatif.

Sebelum uji mutagenisitas dilakukan, diperlukan uji
pendahuluan dengan menggunakan bakteri yang paling
sensitif untuk menentukan dosis. Pada uji pendahuluan,
digunakan bakteri Sadwmonelia typbimurinm TA 100, scbab
memiliki faktor R pKM 101 yang menyebabkan resisten
terhadap ampisilin sehingga lebih peka dalam mendeteksi
senyawa mutagen.

Bakteri uji sebelum digunakan dalam uji mutagenisitas,
harus dikonfirmasi ulang untuk memastikan bahwa sifat
genotipnya tidak hilang selama penyimpanan, Sebagai
bakteri pembanding pada konfirmasi genetik digunakan
Salmonella typhimurinm TA102 sebab memiliki R pKM 101
dan pAQ1 yang menyebabkan resisten terhadap ampisilin
dan tetrasiklin. Hasil konfirmasi genetik terhadap Salmo-
nella byphimurinm TA 1535, TA 100, TA 102 disajikan
dalam tabel 1. .

Tabel 1
Konfitmasi Genetika Sahuonella typbimarinm TA 1535,
TA 100, TA 102

Sabaosella ipbimsrien Sulsonslla typbissarise Sealrramelia ppdiourin
Koné: i TA 1535 TA 100 TA 102
Sqaral Hasil Spanat Haall Srant Hasil
Botdh MGA - - - - - &
bistidin/ |  Hishio + + + + + +
biodn Tripwofan "
LAN + + + + + +
FakorR | Ampi - - + + + +
AmpiTet - + +
I ® + +
mul g N + T
LN - + +
Mutasd 1fa Ada I-!h Ada Ada Ada n.“




Keterangan:
MGA : Minimal Glukosa Agar
LAN  : Lempeng Agar Nutrisi
+ : ada pertumbuhan
5 : tidak ada pertumbuhan

Konfirmasi genetik terhadap bakteri uji membetikan hasil
sesuai dengan yang dipersyaratkan. Bakteri uji tdak
mengalami perubahan sifat genotip selama penyimpanan
schingga dapat digunakan dalam uji mutagenisitas.

Hasil uji pendahuluan mutagenisitas perasan buah

mengkudu (Moninda aitrifolia L.) dengan menggunakan bakteri
Salwonella typbinmrinm TA 100 disajikan pada tabel IL

Tabel I1
Uji Pendahuluan pada Salmonella tiphimuriam TA 100

Peningkatan dosis yang ditambahkan ke dalam media
pertumbuhan bakteri Salwonelia typbimuriney TA 100 pada
vji dengan penambahan enzim aktivasi metabolik
(campuran S-9) menyebabkan peningkatan jumlah koloni
revertan. Terdapat hubungan dosis dengan respon pada 3
dosis uji. Pada dosis tertinggi, jumlah koloni revertan
kurang dari 2 kali jumlah koloni revertan pada lempeng
kontrol negatif. Hal tetsebut tidak tetjadi pada uji tanpa
penambahan enzim aktivasi metabolik (campuran S-9).
Oleh karena itu pada uji mutagenisitas perasan buah
mengkudu (Merinde citrifolia 1.) dengan menggunakan
bakteti Sabuonella typbimurinm TA 1535, dosis tertingginya
ditingkatkan.

Hasil pengamatan terhadap jumlah koloni revertan pada
uji mutagenisitas menggunakan bakteri Salmonella
fyphimurinm TA 1535 disajikan pada tabel 1L

Tabel 111
Uji Mutagenisitas pada Salmonella thypimurium TA 1535
umlsh koloni revertan
K i zar uji BEL] [
{mg/lempeng) X1 X2 | Xnw | X1 X | Xram ]
Kootrol 6f 9 7 7 7
3 17 15 1
10 13 11 12
20 10 18 1 16
& 11 10 12 11 12
0 14 7 11 15 ™| 18
— Nama ZAA
Kontrol Konsentrasi 3 2
podif | Jumlsh koloni | 269 348 309 62 1 84 1 73
TS

K i 2ot ujf Gsy : St
(mg/lempeng) X1 X2 Xom | X1 X2 | Xnm
| Kontrolnegaur | 127 | 139 EX) 1231 136
0,2 128 151 0 48 125 |:137
04 150 134 2 13| 127
1 135 127 1 46 23 125
3 47 135 41 135
[} 11 148 30 74 41 158
1] 38 127 k) 74 1 170
F) 3 165 153|181 50| 181 |
0 __ 54 116 135 193 213 | 208 |
Nama AR AR
Kontral | Konsentrasi 0,02 2 |
posité | Jumbhkoloni| 1060 | es2 | e76 916 864 | noo

Peningkatan dosis yang ditambahkan ke dalam media
pertumbuhan bakteri Salwonella tiphimurium TA 1535
tanpa dan dengan penambahan enzim aktivasi metabolik
(campuran S-9) tidak menyebabkan peningkatan jumlah
koloni revertan Pada dosis tertinggi jumlah koloni
revertan di lempeng uji kurang dari 3 kali dard jumlah
koloni revertan pada lempeng kontrol negatif. Jumlah
koloni revertan pada uji pendahuluan dan uji mutagenisitas
disajikan dalam bentuk grafik yang ditampilkan pada
gambar 1 dan gambar 2.
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Gambar 1: Grafik jumlah koloni revertan pada uji

pendahuluan
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Gambar 2t Grafik jumlah koloni revertan pada uji
' mutagenisitas

Kesimpulan dan saran

Perasan buah mengkudu (Monnda cirifolia 1.) pada dosis
5, 10, 20, 40, 80 mg tiap lempeng tidak menyebabkan
bakteri Salmonella typhimerinm TA 1535 mengalami mutasi
menjadi bakteri yang tidak bergantung pada histidin
untuk pertumbuhannya, Hal ini ditandai dengan jumlah
koloni revertan pada dosis tertinggi di lempeng uji kurang
dari 3 kali jumlah koloni revertan pada lempeng kontrol
negatif. Sehingga berdasarkan hasil penelitian dengan
metode Ames, perasan buah mengkudu tidak
memperlihatkan efek mutagenik. Perlu diperhatikan bahwa
dari data yang diperoleh, perasan buah mengkudu (Morinda
ditrifolia L.) belum dapat dikatakan aman untuk dikonsumsi
oleh manusia sebab masih petlu dilakukan uji mutasi gen
sel mamalia.
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