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PENGEMBANGAN METODE PENGUJIAN TOXIN PARALYTIC SHELLFISH
POISONING SEBAGAI SAXITOXIN DENGAN TEKNIK NUKLIR

Winarti Andayani, Agustin Sumartono dan Boky Jeanne Tuasikal

Pusat Aplikasi Teknologi Isotop dan Radiasi- BATAN
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Telp.021-7690709; Fax: 021-7691607

ABSTRAK

PENGEMBANGAN METODE PENGUJIAN TOXIN PARALYTIC SHELLFISH
POISONING SEBAGAI SAXITOXIN DENGAN TEKNIK NUKLIR. Telah dilakukan
pengembangan metode pengujian saxitoxin dalam sampel kerang dengan teknik nuklir, Reaksi
saxitoxin dalam sampel atau standar dengan reseptor dilakukan dalam 96-well, Saxitoxin bertanda
(*H) dengan aktifitas dan konsentrasi yang telah diketahui diinkubasikan dengan reseptor. Saxitoxin
tidak bertanda dengan variasi konsentrasi yang diketahui ditambahkan ke dalam campuran tersebut.
Campuran diinkubasi sehingga membentuk kompleks toxin-reseptor. Toxin bertanda akan bersaing
dengan toxin yang tidak bertanda membentuk kompleks-reseptor. Jumlah dari kompleks toxin
bertanda-reseptor di hitung secara kuantitatif menggunakan LSC. Reseptor yang digunakan berasal
dari membrane otak tikus jantan berumur 6 mingggu, Bagian cerebral cortex dari otak tikus diambil
dan diekstraksi dengan buffer MOPS/Cholin CI/PSMF pH 7.4. dalam keadaan dingin. Membran
hasil ckstrak diukur proteinnya dengan metode BSA. Saxitoxin dalam sampel diukur kadarnya
dengan metode reseptor binding assay,.. Hasilnya menunjukkan bahwa kadar protein dari ekstrak
membran otak tikus sebesar 3,7 pg/ml. Telah diperoleh kurva STX terhadap kompleks reseptor- H3-
STX.

Kata Kunci : saxitoksin, PSP, kerang

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF TOXIN OF PARALYTIC SHELLFISH POISONING ASSAY AS
SAXITOXIN USING NUCLEAR TECHNIQUES. Assay methods of saxitoxin in shellfish
samples with nuclear techniques have been developed. Saxitoxin in the sample or standard were
reacted with a receptor carried out in 96-well, Saxitoxin marked with (3H) with the activity and

" concentrations of known incubated with the receptor. Unlabelled of Saxitoxin with a known
concentration added to the mixture. The mixture was incubated to form a toxin-receptor complex.
Marked toxin will compete with the toxin that are not marked-receptor complex formed. The number
of labeled toxin-receptor complex in a quantitative count using the LSC. The Receptor were extracted
from brain membrane-old male rats 6 weeks, Part cerebral cortex of rat brain were taken and
extracted with buffer MOPS / cholin CI / PSMF pH 7.4. in cold conditions. Membrane proteins in the
extracls was measured using BSA. Saxitoxin levels in the samples was measured by receptor binding
assay method. The results showed that the protein content of rat brain membrane extracts of 3.7 tg /
ml. STX curves have been obtained on the complex-STX-H3 receptor.

Keywords : saxitoxin, PSP, mussels

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara kepulauan dengan luas lautan hampir 2/3 luas daratan. Kondisi
ini merupakan sumber potensi bagi masyarakat Indonesia dari hasil laut yang sangat berlimpah. Hal
ini didukung oleh letak Indonesia di daerah khatulistiwa yang merupakan daerah umumnya yang

sangat sesuai untuk biota laut. Keamanan pangan hasil laut harus mendapat perhatian khusus
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Karena hasil laut merupakan sumber protein bagi masyarakat. Hasil laut juga merupakan salah satu
komoditi ekspor, antara lain kerang, rumput laut, cumi-cumi, ikan tuna, cakalang, tongkol layang,
teripang sirip hiu dan jenis ikan lain [1]. Indonesia telah mengekspor hasil laut ke berbagai negara
seperti Cina, Uni Eropa, Jepang, Amerika Serikat, Taiwan, Singapura dan lain lain [1-4]. Pasar Uni
Eropa merupakan pasar ekspor ketiga terbesar bagi Indonesia. Volume ekspor Indonesia ke Uni
Eropa tahun 2006 mencapai 80.104,5 ton atau 8,65% dari total volume ekspor yang mencapai
426.477.59 ton. Nilai ekspor ke Uni Eropa 249,95 juta dollar AS atau 14,02 % dari total nilai
ekspor perikanan Indinesia sebesar 2,1 miliar dollar AS, produk yang diekspor antara lain udang,
tuna dan cumi. Indonesia mengandalkan pemasukan devisa dari hasil laut, namun Indonesia sulit
memenuhi persyaratan ekspor. Syarat yang diitetapkan mengharuskan Indonesia memenuhi standar
keamanan pangan sesuai regulasi yang diterapkan oleh negara importir. Keamanan pangan hasil

laut yang perlu diperhatikan salah satunya toksin dari algae.

Salah satu persyaratan mutu untuk ekspor ikan dan kekerangan terutama ke negara uni Eropa
ialah produk tersebut harus bebas PSP (Paralytic Shelfish Poisoning), sehingga program
pengawasan mutu untuk PSP di Indonesia menjadi penting. Berbagai wilayah perairan di Indonesia
sering terjadi blooming phytoplankton dari jenis dinoflagellata. Beberapa peneliti telah melakukan
pemantauan secara periodik distribusi phytoplankton jenis HAB di perairan Indonesia seperti pulau
Panggang (Kepulauan Seribu) Teluk Jakarta (tahun 2008), selat Makasar (tahun 2004) [5,6].
Hasilnya menunjukkan bahwa di daerah ini telah sering terjadi blooming dinoflagelata.
Phytoplankton dari jenis dinoflagellata mampu menghasilkan toxin PSP, yang berpotensi
menyebabkan keracunan hingga kematian pada manusia yang mengkonsumsi makanan laut yang
telah tercemar toxin PSP. Kekerangan yang bersifat sebagai feeding filter, dapat berperan sebagai
indikator untuk mengetahui apakah biota laut telah tercemar oleh toxin PSP. Oleh karena itu harus
dilakukan pemantauan secara periodik kandungan toxin PSP di dalam kekerangan [7-9]. Apabila di
dalam kekerangan mengandung PSP, maka hasil ini sebagai peringatan dini bahwa biota laut telah
tercemar oleh toxin PSP dan harus diinformasikan kepada peternak kerang, pengekspor ikan, dan
para nelayan. Pemantauan kadar toxin dalam kekerangan, juga perlu dilakukan dalam rangka

menunjang program pemerintah pada safety seafood.

BAHAN DAN METODE

Bahan.

Bahan makanan laut yang diuji dalam penelitian ini adalah Kerang darah, kerang bulu dan
kerang hijau. Sampel diperoleh dari pasar pelelangan ikan di Muara Baru Jakarta ( 30 Juni 2009
dan 20 Agustus 2009) dan karangsong, Indramayu, Cirebon (4 Agustus 2009 dan 12 Oktober

2009). Tikus jantan berumur 6 minggu ( Sprague- Dawley). Bahan kimia yang digunakan antara
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lain “H-Saxitoxin (0,1 mCi/ml, > 90% radiochemical purity) International Isotopes Clearinghouse,

l.eawood.KS 66206 USA), Saxitoxin di HC1 (FDA reference standard: sherwoood Hall, MOPS, pH

7.4. choline chlorida dan Phenyl methyl sulfonyl fluorida (sigma), standar, Metil mercuri klorida,

aseton. toluen, HCI, Bovine serum albumin (BSA),

Peralatan

-]

Peralatan yang digunakan antara lain peralatan gelas, timbangan, sentrifuge, mcropipettor (1-

1000 pl). 8 chanel pipettor (5-200 pl), 96-well microtiter filter plate, multiscreen vacuum manifold,

pompa vakum, vortex, GC-14 B (Shimadzu), Liquid scintillation counter (Backman).

Metode

Pengujian toksin PSP (saxitoxin) dalam sampel kerang

1. Ekstraksi membran dari otak tikus. Sebanyak 12 ekor tikus diambil jaringan otaknya.

Masing-masing otak dibuang bagian medulla dan cerebellum dan bagian cerebral cortex
diambil direndam dalam buffer MOPS/ Cholin CI/ PMSF pH 7,4 dalam keadaan dingin (es).
Jaringan otak dihaluskan dengan homogenizer, dipindahkan ke tabung dan ditambah sekitar
12.5 ml buffer dingin. Kocok kuat. Homogenat dipindah ke tabung dan disentrifuge pada 20.000
x g pada 4°C selama 15 menit.. Endapan dilarutkan dengan buffer MOPS/ Cholin Cl pH 7.4 dan
disimpan dalam tabung cryotube pada -80°C. Membran yang diperoleh ditentukan kadar

proteinnya dengan metode BSA.

Penentuan kadar protein dengan metode BSA. BSA standar dengan berbagai seri konsentrasi
disiapkan dalam tabung dengan cara mengencerkan BSA dari konsentrasi 1 mg/ml dalam

pelarut buffer MOPS/ Cholin Cl pH 7,4 sebagai berikut,

BSA (ng) Volume Img/ml BSA (ul) Buffer ((pul)

0 0 100
10 10 90
20 20 80
30 30 70
50 50 50
75 75 25
100 100 0

Sebanyak 100 pl sampel membrane, imasukkan dalam tabung. Masing-masing tabung yang

berisi standar BSA dan sampel ditambahkan 1,0 ml pereaksi Lowry kemudian diinkubasi pada suh

ruang selama 30 menit. Setelah itu ditambahkan 100 pl pereaksi Folin dan diinkubasi lagi pada
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suhu ruang  selama 30 menit. Larutan diukur dengan spektrofotometer pada 595 nm untuk

mengetahui kadar proteinnya.

3. Ekstraksi sampel untuk uji saxitoxin. Sampel kerang dihaluskan, ditimbang 5 g, ditambah 5
ml HC1 0.1 N, lalu di vortex. pH sampel ditepatkan pada pH 3-4. Larutan dipanaskan diatas
pemangas air mendidih selama 5 menit, Larutan diangkat dan didinginkan dan pH ditepatkan
pada pH 3-4. Filtrat diambil sekitar 5-7 ml, disentrifuge pada 3000 x g selama 10 menit. Filtrat

diambil dan disimpan pada suhu -20°C sebelum diuji kadar saxitoxinnya.

4. Pengujian saxitoxin dalam sampel dengan metode receptor binding assay. 96-we/l microtiter
filter plate ditempatkan diatas multiscreen vacuum manifold. Ke dalam well yang kosong
ditambah 200 pl buffer MOPS/cholin chloride untuk menguji bahwa proses filtasi dapat terjadi
dengan baik. Vakum dihidupkan sehingga setiap well kering dalam waktu 2-3 detik. Ke dalam
well ditambah 35 pl standar STX, QC atau sampel ( dengan konsentrasi sesuai pada plate pada
Gambar 1. Setelah itu semua well ditambah 35 pl [3H] STX 15 nM dan 140 ul membran hasil
ekstrak dai otak tikus. Well ditutup dan diinkubasi pada 4 °C selama 1 jam. Plate difiltrasi,
sehingga sampel yang tidak berikatan dengan membran akan dibuang. Plate diletakkan di
multiscreen punch system, Setiap well dimasukkan dalam vial dan diisi 4 ml scintillation coctail
(Insta gel plus), selanjutnya dicacah dengan alat LSC.Hasil cacahan dibuat kurva menggunakan

program Prism v.4, Graph Pad Software.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U3 U3 | U3 vue | Ueé U6

A - -0 -6 7 -6
10 t 10 RE o e 1:50 1:50 | 1:50 | 1:10 1:10 1:10

U1 Ul Ul U3 U3 U3 U6 U6 |83

B -7 -7 -1
WO ka0 | 1:0 | 100 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:50 | 1550 | 1:50

cl3x | 3x ]| 3x | ul Ul U1 U4 U4 | U4 | Ueé U6 U6
10° | 10® | 10 | 1:50 | 1:50 | 1:50 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:200 | 1:200 | 1:200

U1 Ul U1 U4 U4 U4 U7 U7 u7

D -8 -8 -8
O  h200 | 1:200 [ 1:200 | 1:50 | 1:50 | 1:50 | 1:10 | 1310 | 1310

El] 3x |"3=x | 3x 02 U2 U2 U4 U4 U4 u7 U7 U7
1071107 [ 107 | 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:50 | 1:50 | 1:50

U2 U2 02 Us Us us u7 U7 u7

F 9 -9 -9
OO0 5o | 150 | 150 | 110 | 1310 | 1:10 [ 1:200 | 1:200 | 1:200

U2 U2 U2 Us Us U5
1:200 | 1:200 | 1:200 | 1:50 | 1:50 | 1:50

10° 10~ J
Gl | % |10

H U3 U3 U3 Us Us Us
RET LR AL 1:10 | 1:10 | 1:10 | 1:200 | 1:200 | 1:200

Gambar 1. Plate yang berisi 96 well
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Saxitoxin mempunyai struktur molekul seperti pada Gambar 2. Senyawa ini mempunyai
nama kimia (3aS-(3a-a,4-a,10aR*))2,6-diamino-4-(((aminocarbonyl) oxy) methyl)-3a,4.8.9-
tetrahydro-1H,10H-pyrrolo(1,2-c) purine-10,]10-diol dengan rumus molekul C;oH;;N;O; dan

mempunyai berat molekul 299.29 g mol ™.

Gambar 2. Struktur molekul saxitoxin

Saxitoxin adalah neurotoxin yang dapat bertindak sebagai bloker yang bersifat selektif
terhadap sodium channel. Untuk toksin sodium channel, sumber reseptor yang cocok yang dapat
berikatan dengan sangat kuat dengan axitoxin adalah membran yang berasal dari otak tikus. Oleh
karena itu perlu dilakukan ekstraksi membran dari otak tikus, dan konsentrasi protein dari membran

harus diukur untuk mendapatkan reaksi yang optimal.

1. Kadar protein dalam membrane hasil ekstrak. Kadar protein dalam membrane diukur
konsentrasinya dengan menggunakan metoda BSA. Pengukuran protein sangat penting dilakukan
karena pada pengujian saxitoxin dengan metode Receptor Binding Assay (RBA), konsentrasi
protein dalam membrane harus 1 mg/ml. Dengan mengetahui kosentrasi protein dalam membrane,
bisa ditentukan factor pengencerannya. Hasil pengukuran BSA standar dengan spektrofotometri,

diperoleh kurva kalibrasi pada Gambar 3.

Gambar 3. Kurva kalibrasi protein BSA standar
Dari Gambar 1 dapat dilihat bahwa kurva yang diperoleh merupakan persamaan linier,
dimana Y = 0.003 X - 0.004 dengan nilai regresi 0,994. Dengan persamaan ini maka konsentrasi
protein dalam membran hasil ekstraksi dapat dihitung (Tabel 1), dimana kadar protein dalam
membran 3699,89 pg/ml. Oleh karena itu pada uji saxitoxin dengan metode RBA, maka protein

harus diencerkan 3,68 kali.
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Tabel 1. Nilai absornasi ekstrak protein dalam membran

Absorbansi Konsentrasi faktor Konsentrasi Protein Konsentrasi Protein
(595 nm) Protein (ug/ml) | pengenceran (ug/ml)/koreksi (ug/ml)/rata-rata
0.171 53.18 64 3,403.64
0.408 125.00 32 4,000.00 3,688.89
0.751 228.94 16 3,663.03

Pengujian toxin dalam sampel berdasarkan pada interaksi saxitoxin (STX) yang bertindak

sebagai ligan dengan reseptor sebagai molekul target. Reseptor assay STX merupakan kompetitif

binding assay dimana [*'H] STX sebagai radioligan bersaing dengan standar STX non label atau

sampel sebagai ligan membentuk komplek reseptor-toxin (Gambar 4).

Pada suhu 4°C,

STX*®

+

+

STX

l

STX-R

STX*-R

Gambar 4. Komplek Reseptor — Toksin

[*H] STX vyang tidak terikat oleh reseptor akan terpisah melalui

penyaringan dan ['H] STX yang terikat oleh reseptor dihitung secara kuantitatif menggunakan

Liquid Scintillation Counter (LSC). Hasil dari pencacahan standar dengan variasi konsentrasi

0 - 1000 nM STX, dapat dilihat pada Tabel 2. Pada Tabel 2 telihat bahwa dengan penambahan

“konsentrasi STX unlabel, jumlah komplek radiolabel yang terbentuk menurun. Pada tiga kali

pengulangan standar, nilai RSD dari hasil analisis < 30 %. Reaksi kompetisi antara STX unlabel
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dan label teradap reseptor pada data Tabel 2 dapat dibuat kurva yang ditampilkan dalam Gambar 4.

kemudian dapat digunakan untuk menghitung secara kuantitatif jumlah toksin yang ada dalam

sampel kerang.

Tabel 2. Data nilai cacahan reseptor - [’H | STX (cpm) pada variasi konsentrasi STX

Gambar 4. Kurva log STX terhadap komplek Reseptor — ['H]-STX

KESIMPULAN

Konsentrasi STX- Binding Reseptor- ['H ]STX (cpm)
Rata-rata SD RSD
Standar (nM) Ulangan1 | Ulangan II Ulangan 111
- 1000 50 65 59 58.000 7.550 13.017
100 125 184 161 156.667 29.738 18.982
30 281 282 358 307.000 44.170 14.388
10 653 488 583 574.667 82.815 14.411
3 940 1018 991 983.000 39.611 4.030
I 1518 1441 1324 1427.667 97.685 6.842
0.1 1493 1792 1671 1652.000 150.403 9.104
0 1643 1942 1728
2000+
ot
© 1600
5
ch) 1200+
o
S 800+
[s8
0]
8 400
(14
0 T T 1
-1 0 2 3
log [STX]

Ekstraksi membran otak tikus, penentuan protein dari ekstrak membran tikus, ekstrak sampel

kerang dan pengujian saxitoxin dalam sampel dengan metode receptor binding assay

telah

dilakukan dengan baik. Kadar protein dari ekstrak membran tikus sebesar 3,688.89 pg/ml. Telah
didapat kurva STX terhadap komplek Reseptor — [*H]-STX.
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DISKUSI

DIJIIONO

Sasarn akhir penelitian itu untuk mengetahui ledakan populasi alga beracun dilokasi yang
ditentukan. Apakah sudah ada tanda-tanda terjadi ledakan tersebut dari hasil sementara yang
didapat ? Apakah harus dilakukan secara periodic sehingga didapatkan trend sehingga pada
sewaktu saat pada konsentrasi tertentu akan dapat dikatehui secara dini?

WINARTI A.

Sasaran akhir meanalisis toksin PSP penPSP toksin harus dilakukan secara period dilokasi
perairan yang asin terjadi HABm sehingga di dapat informasi apakah Scorford yang sering terjadi
HAB aman atau tidak untuk dikonsumsi
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