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Polyphenol gycoside was synthesized through enzimatic trausglycosylation by cyclodeztrin glucanotransferase

I1.4-a-D-glucan 4-cz-D-1,4-glucano-transfcrssc or CGTase EC 2.4.1.19, of Bacillus poly,nyxa D4. Soluble starch and

resorcinol were used as the aubstrat and the acceptor respectively. The transfer product was detected using thin layer

chromatography as resorsinol glucoside. Purif.c*tion of transfer product was carried out using column chromatogra

phy and resorsinol glucoalde was collected In fraction of 20% methanol. The bioassay of mutagenesis was detected by

formation of mutation induced by afiatoin B1 1 ig/ml In Salmonella sypl.ymurium TA9S. The effect of antimutagenesis

was evaluated using this culture on L-histidine deficiency medium containing resorcinol glucoside. Results show

that rcaorcinol glucoside like arbutin and resorcinol can inhibit niutagenesis at concentration of 25 mM.
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Telah diketahui bahwa banyak senyawa karsinogen

merupakan mutagen, seperti nitrosamina, hidrokarbon

polisildik, toksinjamur, ainina aromatlk, nilrofuran, dan antibiotik

adriamisin, daunomisin, mitomisin C. Senyawa kimia yang

bersifat karsinogen terhadap manusia seperti 3-naftulamina,

benzidin, kondensat asap rokok, bis-kiorometileter, aflatoksin

B, vinil kiorida, 4-aminobifenil juga merupakan mutagen.

Karsinogen disebut sebagai mutagen apabila dapat

menyebabkan kanker oleh mutasi somatik Ames eta!. 1975.

Sebagian besar karsinogen seperti atlatoksin B1 diketahui

sebagai mutagenframesh,ft yang sangat reaktif McCann el

a!. 1975.

Pencarian senyawa barn untuk menghambat kerja mutagen

perlu dilakukan. Sejauh mi ada beberapa senyawa yang

digunakan sebagal agens antimutagenesis seperti polifenol

yang terkandung dalam teh hijau. Pemberian ekstrak polifenol

dan teh hijau mampu menghambat karsinogenesis hidrokarbon

aromatik polisiklik pada kulit tikus Wang et a!. 1992.

Kandungan teh hijau sekurangnya terdiri atas 10% sampai

20% polifenol. Senyawa mi mampu berperan sebagai

antioksidan dan inhibitor hepatokarsinogenesis yang diinduksi

oleh aflatoksin B1. Komponen polifenol utama pada teh hijau

yang telah diketahui sebagai antimutagen yaltu --

Epigallocatechin ga/late EGCG Chung eta!. 1992.

*jSUj untuk korespondensi, Tel. +62-251-321038, Fax. +62-

251-325854, E-mail: dinotos@hotmail.com

Penggunaan senyawa polifenol dalam bentuk polifenot

glikosida telah banyak dimanfaatkan sebagai agens hayati

yang efektifdalam berbagai proses biologi. Senyawa glikosida

dapat disintesis melalui penerapan reaksi transfer oleh enzim

CGTase menggunakan akseptor polifenol. Polifenol dapat

digunakan sebagai akseptor sebab tidak bersifat menghambat

enzim CGTase Masataka eta!. 1994.

Penelitian mi bertujuan mensintesis senyawa polifenol

glikosida melalui reaksi transglikosilasi oleh enzim CGTase

Bacilluspo/ymyxa D4. Uj i hayati dilakukan untuk mengetahui

pengaruhnya terhadap senyawa mutagen.

BAIIANDANMETODE

Bahan. Bacillus polymyxa D4 berasal dan makanan

fermentasi dan merupakan koleksi dan Balitbang Mikrobiologi,

Puslitbang Biologi-LIPI Bogor. Biakan yang digunakan dalam

uji mutagenesis ialah Salmonella typhymurium TA98. Bahan

mutagen yang digunakan ialah campuran aflatoksin B, B2, G1.

G2 Sigma dengan konsentrasi aflatoksin B1 sebesar 5 p.tg/mI.

Bahan antimutagen yang digunakan selain resorsmol glukosida

dan reaksi transglikosilasi enzim CGTase B. po!ymyxa D4,juga

arbutin hidrokinon -glukopiranosida Sigma dan resorsinol

Merck.

Ekstraksi Enzim CGTase. Biakan B. polymyxa D4

diperbanyak pada media agar-agar nutrienNAdan diinkubasi

pada suhu 27°C selama lima han. Setelah itu biakan
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disuspensikan dengan 5 ml akuades steril. Selanjutnya

suspensi biakan diinokulasikan pada media cair yang

mengandung pati terlarut 2.0%, pepton 0.5%, K2HPO4O.1%,

NaCI 0.05%, MgSO4O.05%, FeSO4O.00 1%, ZnSO4 0.0001%,

CuSO4 0.0001%, dan MnSO4 0.0001% pada 10mM buferNa

fosfat pH 6.5 Mon Ct a!. 1994. Media produksi digoyang

pada suhu 25°C selama lima han, selanjutnya larutan

disentrifugasi path kecepatan 1 472.5 g selania 15 menit path

suhu 4°C. Supernatan yang terbentuk digunakan sebagai

sumber enzim kasar CGTase.

PengujIan Aktivltas Enzim CGTase. Pengujian aktivitas

enzim CGTase menggunakan metode Funayama eta!. 1993

yang dimodifikasi. Campuran reaksi mengandung 50 p1 larutan

enzim kasar CGTase dan 450 p110mM bufer Na-fosfat p1-I 7.0

yang mengandung 0.5% pati terlarut, diinkubasikan path suhu

45°C selama 10 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan

2.5 ml 0.5 N HCI. Setelah campuran reaksi diberi penambahan

0.005% larutan KI yang mengandung 0.005% I.,, campuran

dibiarkan bereaksi selama20 menit Selanjutnya masing-masing

contoh diukur dengan alat spektrofotometer pada serapan .

660 nm pada kondisi reaksi tertentu.

Pengujian Aktivitas Transglikosilasi. Sebanyak 2 ml

campuran reaksi di dalam I ml 50mM buferNa-fosfatpH 7.0

mengandung 5% pati terlarut dan 2% derivat fenol resorsinol,

diinkubasikan pada suhu 45°C selama 24 jam. Setelab

dipanaskan 100°C selama lima metit. campuran reaksi ditambahi

enzim amiloglukosidase 0.005% w/v dan diinkubasi pada

kondisi yang sama selama sawjam yang kemudian dipanaskan

kembali. Pengujian aktivitas transglikosilasi dilakukan

menggunakan kromatografi lapis tipis TLC dengan eluen 1-

propanol. Setelah plat TLC dikeringkan selama satu jam

kemudian disemprot dengan pengembang warna larutan 20%

H2S04 dalam metanol, selanjutnya plat TLC tersebut

dipanaskan pada suhu 150°C selama 5-10 menit Sulistyo et

al. 1998.

Isolasi Polifenol Clikosida. Campuran reaksi yang

mengandung pati terlarut 5 g, resorsinol 3 g di dalam 50 ml

bufer Na-fosfat 50 mM pH 7.0 diinkubasikan dengan 50 ml

larutan enzim CGTase pada suhu 45°C selama 24 jam. Produk

transfer yang terbentuk dalam reaksi transglikosilasi

selanjutnya dipisahkan dengan kolom yang mengandung

matriks Cl 8-ODS Wakosil 25 2.5 x 25cmdengan cara dielusi

menggunakan asam format 0.1% dan metanol bertingkat 0-

80%. Kandungan gula total dalam fraksi-fraksi yang telab

dipisahkan, dianalisis menggunakan metode Dubois et a!.

1956 dengan pereaksi fenol 5% dan asam sulfat pekatyang

diukur serapannya pada 480 nm. Setiap fraksi contoh

dianalisis dengan TLC menggunakan eluen 1-propanol dan

pengembang warna larutan 20% H2S04 dalam metanol.

Persiapan Mutagen dan Blakan Ujl Antimutagenesis.

Aflatoksin dilarutkan dalam pelarut yang sesuai dan

selanjutnya dibuat pada beberapa konsentrasi. Pada uji mu

tagenesis, biakan Salmonella yphymurium TA98 ditumbuhkan

dan dipelihara dalam keadaan tanpa cahaya pada media NA.

Pengujian Antimutagenesis. Pengujian mutagenesis

menggunakan metode Ames eta!. 1975 yang dimodifikasi.

Media top agar hangat 45°C sebanyak2ml NaCI 0,5%, agar

agar 0.65%, 0.5 mM L-histidin ditambahi mutagen aflatoksin

B1 I pg/mi sebanyak 0.1 ml serta antimutagen sebanyak 0.1 ml

menggunakan pipet steril. Biakan S. yphy,nurium TA98 dalam

media nutrient broth NB umur 15 jam diencerkan sampai

tingkat pengenceran 10'. Sebanyak 0.1 ml biakan uji dicampur

ke dalam media lop agar kemudian dimasukkan ke dalam cawan

petri yang telah berisi media agar-agar E-minimal agar-agar

1.5%, glukosa2.0% dalam larutan pengenceran 50xyang terdiri

atas MgSO 7H20 10 g, asam sitrat 100 g, K2HPO4 500 g,

NaHNH4PO4 - 4H20 175 g, akuades 670 ml. Kultur diinkubasi

selama2 x 24jam path suhu 37°C dan dihitungjumlah koloninya.

HASILDANPEMUAHASAN

Hasil 1.111 Aktlvltas Enzlm CGTase. Hasil menunjukkan

bahwa aktivitas enzim CGTase B. poymyxa D4 sebesar205.04

U/mI. Enzim CGTase dan biakan mi cukup besar bila

dibandingkan dengan biakan B. subtilis J1-2 21.48 U/mI dan

B. megalerium Jll-2 34.87 U/mI Sulistyo & Soeka 1999 yang

juga digwiakan dalam reaksi transglikosilasi.

Hasil Pengujian Reaksi Transglikosilasi. Hasil analisis

dengan TLC menunjukkan bahwa enzim CGTase B. polymyra

D4 mentransferkan glikosil hasil hidrolisis pada aseptor

resolsinol. Reaksi transglikosilasi dapat diartikan sebagai reaksi

pemindahan unit gula ke aseptor yang mempunyai gugus

-OH. Pada penelitian mi digunakan aseptor dan senyawa

polifenol karena senyawa mi cendenung larut dalam air dan

sening bergabung dengan gugus gula Surahadikusumah

1989, juga mempunyai gugus -OH yang merupakan syarat

bagi suatu senyawa yang benflingsi sebagai aseptor. Selain

itu senyawa mi tidak bersifat sebagai substrat analog bagi

substrat enzim yang dapat menghambat aktivitas enzim

CGTase.

Niiai Rf spot produk transfer has ii sintesis enzim CGTase

yaitu resorsinol giukosida 0.79 dan resorsinol glukobiosida

0.73 mendekati nilai Rf spot standar arbutin 0.81 Gambar

1. Nilai Rfproduk ditentukan berdasarkan perbandingan antara

jarak spot produk yang terbentuk dibagi denganjarak pelarut

yang digunakan. Produk transfer dapat diisolasi pada fraksi

metanol 20% selanjutnya digunakan sebagai antimutagen

dalam uji antimutagenesis atlatoksin B1.

Pelarut Mutagen. Beberapa pelanut digunakan dalam

melarutkan aflatoksin B1 yaitu toluena, etanol, dan aseton. Dan

ketiga pelanut tersebut diketahui yang mempunyai

penghambatan terkecil terhadap biakan uji pada media NA

ialah aseton yaitu sebesar 0.5 mm Gambar 2. Selanjutnya

aseton digunakan sebagai pelarut aflatoksin B1 dalam uji

antimutagenesis.

Mutagenesis dan Penghambatannya oleh Antimutagen.

Pada media agar-agar E-minimal yang dibeni mutagen

menunjukkan adanya pertumbuhan koloni isolat uji dengan
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ambar I. Kromatogram TLC produk transglikosilasi dengan do

tior pati dan aseptor resorsinol. maltosa. glukosa. metil-ct-glukosida,

dan arbutin S; Maltosa M; Glukosa G; Metil-a-glukosida MG;

Arbutin A; Resorsinol glukosida RI; Resorsinol glukobiosida R2.

Eluen yang digunakan 1-propanol dan pengembang wania 20% l1.SO

dalam metanol.
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Gambar 2. Pengaruh pelarut mutagen terhadap pertumbuhan biakan

uji Salmonella iyphynnirum TA98 pada media agar-agar nutrien NA

menggunakan kertas cakram.

jumlah 310 koloni, sedangkan pada media yang tidak diberi

mutagen dijumpai sebanyak 56 koloni Tabel 1. Pertumbuhan

mi merupakan indikasi bahwa isolat telah mengalami mutasi.

Koloni yang dijumpai pada media tanpa mutagen menunjukkan

bahwa mutasi dapat terjadi walaupun tanpa diinduksi oleh

mutagen aflatoksin B. Menurut Eisenstadtetal. 1994 mutasi

dapat teriadi secara spontan meskipun peluangnya sangat kecil

yaitu 10 Lsampai 10.

Pada penelitian mi senyawa resorsinol glukosida hasH

transglikosilasi enzim CGTase B. polrmyxa D4, arbutin

hidrokinon 3-glukopiranosida, dan resorsinol diujikan sebagai

senyawa antimutagenesis pada biakan S. riphymurium TA98

yang diinduksi dengan aflatoksin I ig/ml. Nakahara dan

Trakoontivakorn 1998 melaporkan bahwa S. typhymurium

TA98 merupakan mutan bakteri Salmonella yang membutuhkan

histidin untuk pertumbuhannyahis. Mutagen yang diberikan

pada biakan rnenginduksi terjadinya mutasi dan menghasilkan

galur liar rev ertant his yang mampu tumbuh pada media

berkadar histidin rendah. Apabila ada senyawa yang mampu

menghambat kerja mutagen maka jumlah koloni yang

mengalami mutasi berkurang.

Hash pengujian antimutagenesis menggunakan

antimutagen resorsinol glukosida hasil transglikosi lasi. arbu

tin, dan resorsinol dapat dilihat pada Gambar 3. Pada dasarnya

ketiga macam senyawa tersehut mampu menekan teriadinya

mutasi yang ditunjukkan dengan sedikitnya pertumbuhan S.

tjphynurium TA98 pada media agar-agar E-minimal.

Resorsinol glukosida mampu menghambat terjadinya mutasi

dengan pertumbuhan biakan uji sebanyak 62 koloni pada

konsentrasi 25 mM dan 57 koloni pada konsentrasi 50 mM.

Hal mi sangatjelasjika dibandingkan dengan perlakuan tanpa

mutagen kontrol yang menunjukkan koloni sebanyak 310

koloni. Pada kontrol, hiakan uji S. lyphymurium TA98

mengalami mutasi dan keterbatasan menggunakan nutrien

sampai mampu tumbuh baik pada media dengan kandungan L

histidin yang rendah, sebaliknya resorsinol glikosida

menunjukkan karakteristiknya sebagai antimutagen yang

menghambat terjadinya mutasi. Penggunaan arbutin sebagai

polifenol glikosida komersial diketahui menghambat mutagen

esis yang ditunjukkan dengan pertumbuhan koloni sebanyak

66, 36, dan I pada konsentrasi 25 mM, 50 mM, dan 90 mM

secara berurutan. Sementara resorsinol juga menunjukkan

aktivitas penghamhatan mutagenesis. bahkan lebih besar

dibandingkan dengan senyawa polifenol glikosida dengan

jumlah koloni 6 dan 5 pada konsentrasi 25 mM dan 90 mM

secara berurutan. Bagaimanapun senyawa tersebut di atas

berperan dalam reaksi penghambatan kerja mutagen dan

mekanisme penghambatannya saat mi masih dalam penelitian.

Berdasarkan hasil tersebut di atas diketahui bahwa

resorsinol glukosida hasil transglikosilasi enzim CGTase B.

poltmvxa D4 menggunakan substrat pati dan aseptor

Tabel 1. Pengaruh mutasi spontan dan induksi okh atlatoksiu B1

terhadap jumlah koloni Salmonela rphymurium TA98.

Mutasi Jumlah koloni CPU per petri

Mutasi diinduksj atlatoksin B1 310

Mutasi spontan 56

70
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. 10
E
* 0
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glukosida
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090mM

Resursinol
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Gambar 3. Efek penghambatan dan produk hasil transglikosilasi

CGTase Bacillus polumyxa D4 resorsinol glukosida, arbutin. dan

resorsinol terhadap mutagenesis Salmonela lyphymurium TA98 yang

diinduksi oleh atlatoksin B1 I gII.
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resorsinol, mempunyai potensi sebagai antimutagenesis

dengan menekan terjadinya mutasi yang diinduksi oleh

aflatoksin B1 1 xg/m1 sampai padakonsentrasi 25mM.
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