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ABSTRACT
Effect of iron (ferric citrate) on 3-(4,5-dimethlyitizol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT@duction in yeas€andida tropicalis
was investigated. Reduction of MTT in yeast growrYMB media containing 5 mM of ferric citrate deased significantly compared to
that of yeast grown containing 0, or 1.25 or 2.5 rfgvtic citrate after 24 h incubation. However, rthevas no difference in cell density
among cultures treated with 0 mM, 1.25 mM, and 5 feNic citrate. Ferric citrate of 5 mM caused deratolony when cells were grown
on YPDG media. Reduction of MTT in smaller colorgfi€ was weaker than that of with normal size cpldhn antioxidant, Epigallocate-
chin Gallate (EGCG) of 0.01 % could not reverse M&dluction caused by 5 mM ferric citrate. Sinceyemes responsible in MTT reduc-
tion are usually located in mitochondrion, the datggested that, in the condition of 5 mM ferrizate might cause mitochondrion disor-
der without killing the yeast cells. The data wasoncordance with other studies on other yeabuoran cells. However, this study does
not show role of free radicals provoked by higtelesf iron concentration.

Key words: Candida tropicalis, iron pollutant, iron toxicity, MTT reduction, feeradical.

ABSTRAK

Pengaruh zat besi (ferri sitrat) terhadap redukd@,3-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliubtomide (MTT) pada khami€andida
tropicalis telah diteliti. Kemampuan mereduksi MTT pada khayang ditumbuhkan selama 24 jam pada media YMBgaedung 5 mM
ferri sitrat menurun secara nyata dibanding kufamg tumbuh pada media mengandung 0, 1,125 dami,5Tidak ada perbedaan yang
nyata antara kepadatan populasi kultur khamir ydipgrlakukan dengan atau tanpa ferri sitrat. Napaofe kultur yang diperlakukan ferri
sitrat 5 mM terdapat koloni berukuran kecil jikauthbuhkan pada media YPDG dengan rata-rata 3,1 @&makhpuan mereduksi MTT
sel koloni kecil ini rendah dibanding sel dengafoki besar. Senyawa antioksidan Epigallocatectafia® (EGCG) 0,01 % tidak dapat
memulihkan kerusakan sel akibat 5 mM ferri sitké¢ngingat reduksi MTT dilakukan oleh ensim-ensimgéerdapat pada mitokondrion,
data ini mengindikasikan bahwa kandungan ferrasitang tinggi (5 mM) dapat menyebakan kerusakaokmidrion tanpa membunuh sel.
Data ini sesuai dengan yang dilaporkan pada khiamimaupun sel manusia. Namun, toksisitas zatysegj biasanya melalui timbulnya
senyawa radikal bebas, pada penelitian ini tidadatigerindikasikan.

Kata Kunci: Candida tropicalis, polutan zat besi, reduksi MTT, radikal bebas.

PENDAHULUAN oleh logam besi (Goffrinét al., 2009).C. tropicalis

Zat besi merupakan salah satu logam beratlipimc 0065 adalah khamir yang diisolasi dari ling-
polutan yang berpotensi berbahaya bagi kesehatankungan tercemar oleh limbah hidrokarbon di ladang
yang dapat mencemari tanah maupun udaraminyak Cepu, Jawa Tengah (Saono and Gandjar,
(Fujimori et al., 2012). Walaupun unsur ini dibu- 1974). Logam berat timbal (Pb) atau kadar garam
tuhkan tubuh dalam jumlah kecil, namun pada jum- tinggi diperkirakan dapat mengakibatkan stress-oksi
lah yang berlebihan akan mengakibatkan munculnyadasi pada khamir ini yang identik dengan proses
penyakit diantaranya Parkinson (Kunetel., 2012). yang terjadi pada sel mamalia (Julistiono, 2006).

Khamir tidak hanya dapat dimanfaatkan Salah satu mekanisma toksisitas logam besi terhadap
sebagai salah satu indikator terhadap pencemarasel manusia atau hewan adalah timbulnya radikal
lingkungan yangdapat menggambarkan respons sebebas yang dikatalisis oleh zat besi itu sendingya
khamir namun sel non-khamir terhadap polutan ling- terutama terjadi pada mitokondrion(Vasquez-Vivar
kungan (Fai and Grant, 2009); namun dapat diguna-et al., 2000)
kan sebagai sel model untuk mempelajari penyakit Kandungan zat besi dalam bentuk ferri sitrat
pada manusia seperti yang disebabkan antara lairyang berlebihan dilaporkann mengakibatkan kerusa-
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kan mitokondrion pada khamBaccharomyces cere- ekstrak malt, 5 g pepton, 10 gram glukosa, dalam 1
visiae akibat terbentuknya radikal bebas oksigen liter dH;O). disterilkan dalam autoklaf pada suhu
reaktif pada mitokondrion (Chest al., 2002). Pada 121°C selama 15 menit.
biak yang sensitif, ferri sitrat mengakibatkan erb Pertumbuhan khamir.
tuknya mutan kecil atau “petite” yakni sel yang Suspensi khamir yang akan digunakan
fungsi mitokondrianya mengalami kerusakan se- dalam percobaan ini dipersiapkan dengan ditum-
hingga kemampuan memanfaatkan energi dari sub-buhkan pada YMB, diinkubasi pada suhu kamar,
strat sumber respirasi sangat terganggu. Dengardengan rotasi 100 rpm, selama 24 jam.
demikian, sel “petite” hidup terutama dimungkinkan Media untuk Penghitungan Koloni Khamir.
oleh energi dari hasil fermentasi saja. Media YPDG digunakan untuk menum-
Viabilitas khamir dapat diukur dengan men- buhkan dan membedakan koloni normal dan koloni
gamati perubahan warna akibat reduksi 3-(4,5- yang mitokondrianya mengalami gangguan, sedang
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro- YPG merupakan media yang cocok untuk koloni
mide (MTT) yang berwarna kuning menjadi forma- normal saja (Shermaat al., 1986). Suspensi khamir
zan yang berwarna ungu. Redukasi MTT terutamadisebar pada media YPDGYeast Peptone Dextrose
terjadi pada membran dalam bagian luar mitokon- Glycerol: 10 g Ekstrak khamir, 20 g pepton, 30 ml
drion (Berridge and Tan, 1993). Metoda dengan gliserol, 1 g desktrose, 20 g agar, 970 mp@Hdan
menggunakan kemampuan mereduksi MTT ini ser- YPG, (Yeast Peptone Glycerol : 10 g ekstrak khamir,
ing dimanfaatkan untuk uji toksisitas senyawa berpo 20 g pepton, 30 ml gliserol, 20 g agar, 970 m}@H
tensi antibiotik, dengan asumsi bahwa sel yang matiPercobaan

tidak mampu melakukan reduksiMTT (Hodgsen Pada 300 pl media YMB yang diletakkan

al., 1994). pada pada tabung reaksi (diameter 15 mm, tinggi 105
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui mm), diinokulasi sekitar 0,3 x £0 CFU

efek ferrisitrat terhadap kemampu&h tropicalis- khamir.Kedalam suspensi tersebut ditambahkan

mereduksi MTT.Data ini diharapkan juga dapat di- EGCG dan atau ferrisitrat, diinkubasi pada suhu ru-

jadikan sebagai pertimbangan dalam penggunaarang dengan rotasil00 rpm. Untuk pengamatan koloni
metoda reduksi MTT untuk penapisan senyawa anti-yang tumbuh pada media YPDG atau YPG, setelah
khamir. Pada penelitian sebelumnya, ekstrak air24 jam, sebanyak 0,1 ml suspensi yang diencerkan
panas teh hijau mampu melindungi sel khamir dari 10* dan 10 kali, disebar pada media padat tersebut.

kerusakan oksidasi (Julistiono, 2011a), maka diamat Setiap perlakuan menggunakan 3 ulangan yang inde-
juga kemampuan EGCG, salah satu kandungan telpenden.Media pertumbuhan mengandung ferri sitrat
yang bersifat antioksidan, dalam melindungi kerusa- disiapkan dengan menambahkan ferri sitrat pada
kan sel akibat ferrisitrat.Riset toksisitas zati lpesla media pertumbuhan YMB sebanyak 5 mM. Selanjut-

khamir dapat digunakan juga untuk membuat nya, media mengandung 5 mM ferri sitrat diencerkan

prediksi kasus serupa pada manusia, yakni akumu-dengan media YMB sehingga diperoleh media men-
lasi besi yang mengakibatkan kerusakan mitokon-gandung 1,25 mM dan 2,5 mM.

drion akibat stress oksidasi (Karthikeysiral., 2003; Pengamatan Viabilitas Khamir dengan Metoda

Irazustaet al., 2010). Reduksi MTT

Pengamatan kemampuan khamir mereduksi
BAHAN DAN CARA KERJA MTT disiapkan sesuai metoda El-Baz dan Shetaia
Media dan pertumbuhan khamir. (2005). Suspensi sel khamir sebanyak 300 pl ditam-

Khamir ditumbuhkan pada media cair bah 50ul MTT dengan konsentrasi 5 mg/ml, ke-
YMB, (Yeast Malt Broth), 3 g ekstrak khamir, 3 g mudian diinkubasi pada suhu 30 C selama 2 jam.
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Pada masing-masing tabung ditambahkan #00 Reduksi MTT (ORgo)
propna-2-ol mengandung 0,04 M HCI, kemudian di-
vortex, dilakukan “spin” untuk memisahkan suspensi
sel dengan larutan mengandung formazan agar pen- 1
gukuran serapan optiknya tidak terpengaruhi oleh
massa sel. Masing-masing supernatan (2)Qari
perlakuan dipindah pada “microplate” 96 sumur,
serapan optik kemudian diukur dengan “microplate
reader” pada panjang gelombang 590 nm. Untuk 04 -
mengamati kemampuan koloni khamir pada media

1.2 4

0.8 -

0.6 -

02
padat yang tidak mampu mereduksi MTT, koloni
ditetesi dengan larutan MTT dengan konsentrasi 1 0 -
mg/ml. Koloni yang tetap berwarna putih setelah 1 1 2 3 a4
jam penetesan, merupakan koloni yang tidak mampu

. Perlakuan
merduksi MTT.
Pengamatan Koloni Kecil dan Kemampuan Mer- 1: Konrol .

. 2: 1,25 mM Feri sitrat

eduksi MTT 3:2,5 mM Feri sitrat

Suspensi kultur diencerkan sejuta L0 4.5 mM Feri sitrat

kali, kemudian sebanyak 100ul disebar pada media
YPDG. Setelah 48 jam, koloni dengan ukuran lebih
kecil (sekitar 5 kali lebih kecil dari ukuran) dite-

kan sebagai koloni kecil. Untuk mengetahui kemam-
puan mereduksi MTT, 1 sampai 3 koloni diambil
dimasukkan pada 50 pl MTT, kemudian diukur OD Reduksi MTT assay (OR)
dengan panjang gelombang 590 nm. Sebagai pem-

Gambar 1. Pengaruh konsentrasi ferri sitrat terhadap
kemampuan khamir mereduksi MTT

banding, dilakukan hal yang serupa dengan koloni 0.25 1
normal.
0.2 -
HASIL 015 -
Reduksi MTT pada Khamir yang Diperlakukan
dengan Ferrisitrat 0.1 -
Efek dari ferri sitrat terhadap kemempuan T
khamir dalam meredukasi MTT disajikan pada Gam- 0.05 -
bar 1. Pada konsentrasi yang rendah yakni sampai
2,5 mM, Fe sitrat tidak berpengaruh terhadap ke- 0~
mampuan sel untuk mereduksi MTT. Namun pada 1 2 3 4
konsentrasi 5 mM, kemampuan sel untuk mereduksi Perlakuan
MTT mulai menurun.Sedang pada Gambar 2 disaji-
kan efek antioksidan EGCG terhadap menurunnya 1: Kontrol (air)
2: EGCG 0,01 %
kemampuan sel yang diperlakukan dengan ferrisitrat 3: 5 mM Feri sitrat
5 mM mereduksi MTT. Dari Gambar 2 terlihat 4:5mM Feri sitrat + EGCG 0,01%

bahwa keberadaan antioksidan EGCG 0,01 % tidak

dapat melindungi sel dari turunnya kemampuan se|Gambar 2. Pengaruh ferri sitrgt dan EGC(_S terhadap
untuk mereduksi MTT kemampuan khamir mereduksi MTT
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Tabel 2. Pengaruh ferri sitrat terhadap jumlah koloni
kecil dan tidak mereduksi

Pengaruh Fe sitrat terhadap kepadatan sel.
Seperti yang tertera pada Tabel 1, tidak dite-
mui perbedaan kepadatan sel antara kultur yang tida

Perlakuan Koloni kecil yang tumbuh
diperlakukan (kontrol), yang diperlakukan dengan 5 pada YPDG
mM ferrisitrat dan yang diperlakukan dengan férris o ((()%’;
trat + EGCG 0,01 %. Dari Tabel 1 terlihat bahwa
toksisitas 5 mM Feri sitrat tidak membunuh sel. Fe sitrat 5 mM 3,1+2,6 b
Tabel 1. Efek ferri sitrat dan EGCG pada koloni gzsrﬁr;}:j mM + EGCG 20+06b

khamir yang tumbuh pada media YPDG

Angka yang diikuti dengan huruf sama menunjukkdaktiber-

Angka yang diikuti dengan huruf sama menunjukkdaktiber-

Perlakuan Khamir yang tumbuh pada beda nyata pada taraf 5 %

media YPDG

(108 cfu/ml) ) ,
Kontrol 933:182a Kemampuan Koloni Besar atau Kecil dalam Mer-

eduksi MTT

Fe sitrat 5 mM 646+199a Pada foto 1, terlihat kemampuan koloni
Fe sirat 5 mM + 67:1174a besar atau kecil dalam mereduksi MTT secara vis-
EGCG 0,5 mg/ml ual. Sedang pada Tabel 3 disajikan kemampuan mer-

eduksi MTT dari koloni besar (b) atau kecil (k) se-

beda nyata pada taraf 5 % o . .
yarap ’ cara kuantitatif. Dari kedua data tersebut dapandi

jukkan bahwa koloni kecil mengalami penurunan

Pengaruh Ferri Sitrat pada Pembentukan Koloni }
kemampuan mereduksi MTT.

Kecil pada Media YPDG
Terbentuknya koloni kecil dapat dilihat
pada Gambar 3/Foto 1; sedang pengaruh ferri sitratPE'VIBAHA_SAN )
atau ferri sitrat + EGCG 0,01 % terhadap jumlah Sejauh pe_ngetahuan per\uhs, belum  ada
koloni kecil disajikan pada Tabel 2. Seperti yang informasi mengenai peran zat bes! yang secara lang-
terlihat pada Tabel 2, kultur yang tidak diperladak sung Im_e_nghambat Proses redu_k5| MTT, namun sgn-
dengan ferri sitrat tidak memiliki koloni kecil seug yawa |n_| Justru dapat mereduksi MTT tanpa keterli-
rata-rata jumlah koloni kecil pada kultur yang dipe bata_n _S|stem sel hidup (Habtemariam, 1995). Dengan
lakukan dengan ferri sitrat atau ferri sitrat + BE&C demllklan, menurunnya.l kemampuan sel dalam mere-
masing-masing 3,1 % dan 2,0 % yang tidak berbedadUks' MTT memang dikarenakan oleh kerusakan sel
nyata. akibat senyawa besi yang berlebihan. Pada pemelitia
sebelumnya, dengan menggunakan media pertumbu-
han khamir yang berbeda (gliserol sebagai sumber
karbon), senyawa besi ini dapat merusak sel yang
diduga kuat melalui proses oksidasi, mengingat
kandungan lipida peroksida meningkat akibat perla-
kuan dengan ferrisitrat 5 mM diikuti dengan kema-
tian sel (Julistiono, 2011b). Senyawa ferri mungki
menyebabkan kerusakan pada mitokondria (Berridge
dan Tan, 1993) yang biasanya diakibatkan oleh mun-
culnya senyawa radikal bebas akbiat kelebihan kand-
Foto 1. Koloni besar (b) dan koloni kecil (Kyumur 24 vngan ;at besi (Chest a_I., 2002). Namun Gambar 2
jam pada media YPDG (perlakuan Fe menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan kemam-
sitrat). puan sel mereduksi MTT pada kultur yang diperlaku-
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Foto 2. Reduksi MTT oleh berbagai perlakuan koloni khamir.

Keterangan:

@ :larutan MTT tanpa koloni

1:MTT + 1 koloni besardari kultur dengan yangedigkukan denagn air

2 : MTT + 1 koloni besardari kultur yang diperlalankdengan EGCG 0,01 %

3b : MTT + 1 koloni besardari kultur yang diperl&an dengan Ferri sitrat 5 mM

3k : MTT + 1 koloni kecil dari kultur yang diperlekan dengan Ferri sitrat 5 mM

3kkk : MTT + 3 koloni kecil dari kultur yang dipet#tukan dengan Ferri sitrat 5 mM

4b: MTT + 1 koloni sel besardari kultur yang dipdtikan dengan Ferri sitrat 5 mM dan EGCG 0,01 %
4kk:MTT + 2 koloni kecil dari kultur yang diperlakan dengan Ferri sitrat 5 mM dan EGCG 0,01 %.

Tabel 3.Reduksi MTT oleh koloni besar dan kecil khamiridearbagai kultur

Kode pada Suspensi Absorbansi
Foto 2 (ODsgg)
(/] larutan MTT tanpa koloni 0.009
1 MTT + 1 koloni besar dari kultur dengan perlakuan a D
2 MTT + 1 koloni besardari kultur yang diperlakukaendan EGCG 0,01 % T
3b MTT + 1 koloni besardari kultur yang diperlakukaendan Feri sitrat 5 mM 0,756
3k MTT + 1 koloni kecil dari kultur yang diperlakuka®engan Feri sitrat 5 mM 0,109
3kkk MTT + 3 koloni kecil dari kultur yang diperlakuka®ngan Feri sitrat 5 mM 0,142
4b MTT + 1 koloni sel besardari kultur yang diperlakakdengan Feri sitrat 5 mM
dan EGCG 0,01 %
4kk MTT + 2 koloni kecil dari kultur yang diperlakuka®engan Feri sitrat 5 mM dan 0,048
EGCG 0,01

kan dengan ferri sitrat saja dan ferri sitrat + E&C  khamir pada umumnya dapat melakukan respirasi
0,01. Dengan demikian peran senyawa radikal bebaglan fermentasi, gangguan pada mitokondrion hanya
pada peristiwa ini tidak terindikasi, walau kemungk akan menggangu proses penggunaan energi melalui
nan peran tersebut masih ada, mengingat keberhasiproses respirasi namun energi masih bisa diperoleh
lan fungsi antioksidan sebagai penjerap elektron melalui proses fermentasi jika sel ditumbuhkan pada
dalam melindungi sel dari cekaman oksidasi tergan-media mengandung gula yang bisa difermentasi
tung dari berbagai faktor (Cotelle, 2001). (Shermaret al., 1986)

Walaupun ada fungsi enzim pada mitokon- Perlakuan 5 mM ferri sitrat mengakibatkan
drion terganggu, yang berakibat menurunnya ke- munculnya koloni yang berukuran kecil yang diduga
mampuan sel mereduksi MTT, namun sel masih da-koloni kecil. Mutan kecil merupakan khamir yang
pat tumbuh dan membentuk koloni.Mengingat DNA mitokondrionnya mengalami mutasi sehingga
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fungsi respirasinya terganggu dan tidak dapat me-drion tanpa membunuh sel namun mengakibatkan

manfaatkan gliserol sebagai sumber karbon, namuntimbulnya sel dengan ukuran koloni kecil, jika di-

dapat memanfaatkan gula sederhana seperti glukostumbuhkan pada media YPDG. Peran senyawa radi-

melalui proses fermentasi. Oleh karena itu, ukurankal bebas dalam proses kerusakan yang diinduksi

koloni mutan “petite” yang tumbuh pada media men- oleh zat besi ini belum dapat ditunjukkan. Bilaasif

gandung glukosa dan gliserol akan lebih kecil di- ini mirip pada sifat sel mamalia sehingga diharapka

banding koloni sel normal (Shermaet al., dapat menjadikan khamir sebagai sel untuk mem-

1986).Namun pada penelitian ini belum dapat diipas- prediksi efek polutan logam berat pada kesehatan

tikan bahwa koloni berukuran kecil tersebut meru- manusia.

pakan mutan mengingat belum dilakukan kajian ge- Ucapan Terima Kasih

netika terhadap koloni kecil tersebut. Penelitian ini didukung oleh proyek Penguatan
Pada penelitian ini, koloni besar yang Manajemen Culture Collection untuk mendukung

berasal dari perlakuan dengan ferrisitrat, atasfer ~ Bioloogical Resources Center 2011.

trat + EGCG menunjukkan kemampuan mereduksi
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