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EKOGENOTOKSISITAS LIMBAH CAIR BATIK DAN
EFEK ANTIMUTAGENIK Lemna minor TERHADAP
ERITROSIT IKAN NILA (Oreochromis niloticus)
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Abstract — Batik liquid waste in Solo are mostly sent directly to water stream without any treatment. This activity
may lead to water contamination. The liquid waste contains some heavy metals that induce genotoxicity such as
micronucleus formation. Lemna minor has antimutagenic properties due to its active biological compounds (i.e.
caroten and amino acids) and able to inhibit the formation of micronucleus. The objectives of this present study
are to understand the ecogenotoxicity of batik liquid waste and antimutagenicity of Lemna minor on nile tilapia
erithrocytes. This study were conducted in Biology Laboratory of UMS. Two groups of nile tilapia were fed with
different diet, 1 group of Lemna minor and 1 group of comersial pelet then exposed to batik liquid waste on 0
ppm/L, 2500 ppm/L, 5000 ppm/L and 7500 ppm/L. The result showed that the exposure of batik liquid waste
induced the formation of micronucleus in fish erithrocytes, the highest frequency of micronucleus formation was
the exposure of 7500 ppm/L. Lemna minor is proven to have the antimutagenicity and suppressed the formation of
micronucleus lower than fish with pelet diet.

Keywords: batik liquid waste, ecogenotoxicity, micronucleus, Lemna minor, antimutagen.

Abstrak — Limbah cair batik di Solo sebagian besar dibuang langsung ke perairan tanpa diolah
terlebih dahulu dan menyebabkan pencemaran air. Kandungan logam berat di dalam limbah cair batik
dapat memicu efek genotoksik seperti pembentukan mikronukleus. Lemna minor berpotensi sebagai
antimutagen dan mencegah pembentukan mikronukleus karena mengandung senyawa aktif seperti
karoten dan asam amino. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ekogenotoksisitas limbah cair batik
dan efek antimutagenik Lemna minor terhadap eritrosit ikan nila. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Biologi UMS dengan pemaparan limbah cair batik Oppm/L, 2500 ppm/L, 5000 ppm/L dan 7500 ppm/L
terhadap 2 kelompok ikan nila dengan diet pelet dan Lemna minor. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa paparan limbah cair batik memicu pembentukan mikronukleus dengan frekwensi tertinggi
pada konsentrasi paparan 7500 ppm/L. Lemna minor juga terbukti memiliki potensi antimutagenik
karena mampu menekan frekwensi mikronukleus lebih rendah dibandingkan diet pelet.

Kata kunci: limbah cair batik, ekogenotoksisitas, mikornukleus, Lemna minor, antimutagen.

PENDAHULUAN

Ekogenotoksikologi adalah suatu
bentuk pendekatanyang mengaplikasikan
prinsip dan tehnik genetika toksikologi
untuk menilai efek potensial dari
polusi lingkungan dalam bentuk agen
genotoksik terhadap kesehatan ekosistem
(Akpoilih, 2012; Shugart and Theodoralis,
1998).

Limbah cair batik mengandung logam
berbahaya yang dapat mengganggu
kesehatan, diantaranya adalah Cr, Cu,
Cd, Fe, Mn dan NH,N (Aryani dkk., 2004;
Hartanti dkk., 2011; Putra dkk., 2014;
Sasongko dan Tresna, 2010; Subki dkk.,
2014). Beberapa studi ekogenotoksikologi
terhadapa organisme perairan telah
mebuktikan bahwa paparan logam
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berat mampu memicu kerusakan DNA,
pembentukan mikronukleus, kelainan
kromosom, mutasi sel, perkembangan sel
kanker dankerusakanjaninsertabeberapa
gangguan kesehatan lainnya (Cadalwa
et al., 2008; Martin and Griswold, 2009;
Mohod and Dhote, 2013).

Mikronukleus didefinisikan sebagai
badan ekstra-nuklear yang mengandung
fragmen kromosom dan atau keseluruhan
kromosom yang tidak bergabung dengan
nukleus setelah proses pembelahan sel
(Luzhna et al., 2013). Mikronukleus dapat
dengan mudah dibedakan dari nukleus
utama sel karena memiliki karakteristik
sebagai berikut : (i) badan ekstra nuklear
di dalam sitoplasma, berbentuk bulat
atau lonjong, (ii) diameter 1/3 - 1/20 dari
nukleus utama di dalam sel, (iii) tekstur,
warna dan penampakan menggambarkan
nukleus utama, (iv) posisi benar-benar
terpisah dari nukleus utama. (Ayoola and
Akaeze, 2012).

Antimutagen dideskripsikan sebagai
agen yang dapat mengurangi akibat
yang muncul karena mutasi spontan
maupun sengaja dipicu. Mekanisme anti
mutagenesis diklasifikasikan menjadi 2
proses utama, yaitu :

a. Desmutagenesis faktor  yang
berperan langsung pada mutagen
atau menginaktifasi mutagen. Zat
yang berperan disebut desmutagen

b. Bio anti mutagenesis : faktor yang
berperan pada proses mutagenesis
atau memperbaiki kerusakan DNA
sehingga menurunkan frekwensi
mutasi yang terjadi (Nagarathna et al.,
2013).

Beberapa kelompok utama senyawa
antimutagenik  diantaranya  adalah
vitamin, flavonoid, senyawa fenol,
antrakuinon, karotenoid, diterpenoid,
kumarin, tanin, hormon  steroid,
saponin dan produk-produk dari laut
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(Bhattacharya, 2011; Sloczynska et al.,
2014), serta beberapa kelompok asam
amino (Mauro et al., 2009; Srividya et al.,
2012).

Lemna minor adalah tumbuhan kecil
yang hidup mengambang di perairan,
tersebar luas di seluruh penjuru dunia
dan sering ditemui tumbuh sebagai
populasi yang membentuk selimut tebal
di permukaan air yang kaya akan nutrisi.
Lemna minor adalah tumbuhan monokotil
yang termasuk ke dalam famili Lemnaceae
dan diklasifikasikan sebagai makrofit.
Berdasarkan  beberapa penelitian,
diketahui bahwa Lemna minor memiliki
banyak manfaat diantaranya sebagai
agen biomonitoring dan bioremediator
pencemaran air (Azeez and Sabbar, 2012;
Khellaf and Zerdaoun, 2010; Paczkowski
et al., 2007; Radic et al., 2009), bahan pakan
alami bagi ikan (Olaniyi and Oladunjoye,
2012; Yilmaz et al.,, 2004); bebek (Ali
dkk., 2014); ayam (Hanstein et al., 1992),
antioksidan, antibakteri dan antifungal
(Gulcin et al., 2010)

Ikan  nila  dianggap  sebagai
bioindikator yang sangat bagus untuk
studi genotoksikologi perairan dan
untuk monitoring lingkungan karena
mudah didapat, mudah beradaptasi di
segala kondisi lingkungan dan memiliki
nilai komersial yang tinggi (Bucker and
Conceicao, 2012). Secara umum ikan
adalah organisme yang paling sensitif
terhadap efek genotoksik yang disebabkan
oleh polutan karena beberapa alasan
berikut ini : bioindikator yang sensitif
terhadap kualitas air dan menunjukkan
bahaya dari bahan-bahan kimia yang
masuk ke dalam perairan; merespon
toksikan seperti respon vertebrata
yang lebih tinggi tingkat taksonnya;
memiliki kemampuan yang lebih besar
untuk memetabolisme xenobiotik dan
mengakumulasi polutan; mampu hidup
di segala zona perairan dan memiliki nilai
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komersial serta rekreasional yang tinggi;
memiliki peran penting dalam jaring
tropik seperti mengalami bioakumulasi
polutan dan biotransformasi xenobiotik
seperti mamalia; merespon mutagen
dalam konsentrasi rendah; sel tubuh ikan
memiliki mekanisme perbaikan yang
rendah; jika dibandingkan dengan sel
mamalia, sel ikan lebih sensitif terhadap
induksi kerusakan DNA; perbaikan DNA
yang rusak lebih lambat dibandingkan
mamalia sehingga cocok untuk studi bio-
monitoring (Mir et al., 2014).

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan padabulan April-
Mei 2016, bertempat di Laboratorium
Biologi FKIP UMS Surakarta. Penelitian
ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris dengan menggunakan 8
perlakuan dengan 5 kali ulangan. Limbah
cair batik didapatkan dari bak tampungan
IPAL industri batik di wilayah Kampung
Batik Laweyan, Solo. Lemna minor
didapatkan dari penggiat Lemna minor
di desa Banyudono, Boyolali kemudian
dikembangbiakkan di bak pembiakan.
Sedangkan ikan nila sehat dengan
berat 30-50 gram dan panjang 8-10 cm
didapatkan dari Balai Benih Ikan Dinas
Peternakan Surakarta.

1. Pemberian pakan
Hewan wuji dibagi menjadi 2
kelompok pakan yaitu kelompok
pelet (P) dan kelompok Lemna

(L). Pemberian pakan dilakukan

2 x setiap hari pada pagi hari dan

sore hari. Sisa pakan dibersihkan

setiap 24 jam sekali untuk menjaga
kondisi air di aquarium. Air yang
digunakan harus dalam kondisi :
pH 6.9+0.3; DO 4.840.2 mg/L; suhu
23.59+0.24°C. Pemeliharaan ikan
dengan fotoperiode 12-14 jam selama
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7 hari. Pemberian pakan dihentikan
satu hari sebelum pemaparan limbah
cair batik.

Paparan limbah cair batik

Sebelumnya  dilakukan  uji
pendahuluan untuk menentukan
LC50-96 dan didapatkan LC50-96
sebesar 13.601 ppm/L. Berdasarkan
hasil di atas maka ditetapkan
konsentrasi untuk uji sebenarnya
sebagai berikut :

a. Kelompok perlakuan A dengan
penambahan limbah 0 ppm/L air
sebagai kontrol.

b. Kelompok perlakuan B dengan
penambahan limbah 2500 ppm/L
air.

c. Kelompok perlakuan C dengan
penambahan limbah 5000 ppm/L
air.

d. Kelompok perlakuan D dengan
penambahan limbah 7500 ppm/L

air.

Penghitungan jumlah mikronukleus

Setelah 96 jam paparan limbah
cair batik, ikan nila dibius untuk
proses pengambilan darah. Darah
diambil dari vena cauda dengan
menggunakan syringe yang telah
dilengkapi EDTA agar darah tidak
cepat membeku. Darah yang telah
diambil segera dibuat preparat apus
darah di atas gelas obyek kemudian
dikeringanginkan pada suhu ruang
semalaman. Apusan darah difiksasi
dengan methanol absolut selama
10 menit dan dilanjutkan dengan
pewarnaanmenggunakan  Giemsa
10% selama 1 jam. Untuk tiap
sampel darah dari satu individu
ikan dibuat 2 preparat apus darah
untuk pengamatan 1000 eritrosit,
penghitungan 500 eritrosit untuk tiap
preparat dan diamati ada tidaknya



122

mikronuleus dan nukleus abnormal
lainnya. Pengamatan eritrosit
menggunakan mikroskop cahaya
dengan perbesaran 1000x (Kousar
and Javed, 2015; Srivastava and Singh,
2015 dengan beberapa modifikasi).
Untuk  mempermudah  proses
penghitungan eritrosit, mikroskop
dilengkapi dengan optilab yang
berfungsi mengambil gambar eritrosit
yang teramati. Mikronukleus yang
telah teramati kemudian dihitung
frekuensinya dengan menggunakan
rumus sebagai berikut :

Jumlah mikronukleus

ang teramati
FMN (%) = yane

X 100
Jumlah total sel yang

diamati

(Kousar and Javed, 2015)

Analisis dan Interpretasi Data

Data frekwensi mikronukleus
dianalisis secara non parametrik
menggunanakan uji Kruskal-Wallis
untuk memperbandingkan antara
kelompok paparan limbah dan jenis
pakan (p<0.05).

HASIL DAN PEMBAHASAN

1.

Ekogenotoksisitas  limbah  cair
batik  terhadap  pembentukan
mikronukleus eritrosit ikan nila.

Hasil penelitian menunjukkan
bahwa paparan limbah cair batik telah
memicu pembentukan mikronukleus
pada beberapa konsentrasi uji. Hasil
dapat dilihat pada table 1. Data
pada tabel menunjukkan bahwa
paparan limbah cair batik telah
memicu pembentukan mikronukleus
pada beberapa konsentrasi paparan
dan frekwensi mikronukleus
cenderung meningkat seiring dengan
peningkatan konsentrasi paparan.
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Tabel 1. Frekwensi mikronukleus
pada eritrosit ikan nila dengan
beberapa konsentrasi paparan

limbah cair batik
Konsentrasi % Frekwensi
paparan mikronukleus
limbah cair batik eritrosit
(Mean + SD)
0 ppm/L (kontrol) 0
2500 ppm/L 1.40+1.647
5000 ppm/L 1.00+1.155
7500 ppm/L 2.10+1.792
Frekwensi tertinggi terdapat
pada konsentrasi paparan 7500

ppm/L  dan memiliki perbedaan
yang signifikan dengan konsentrasi
yang lebih rendah. Sedangkan pada
kontrol tidak terdeteksi adanya
mikronukleus pada eritrosit ikan nila.
Semakin tinggi konsentrasi limbah
cair batik maka semakin tinggi juga
kadar pencemar yang terkandung di
dalamnya, sehingga memicu semakin
tingginya frekwensi pembentukan
mikronukleus. Mikronukleus yang
terbentuk pada eritrosit ikan nila
dapat dilihat pada gambar 1.

Gambar 1. Mikronukleus yang terbentuk di
eritrosit ikan nila (a) dan (b). Mikronukleus
yang diamati berukuran 1/3-1/40 dari nukleus

utama.

Pembentukan mikronukleus pada
uji ini diperkirakan karena paparan
logam berat yang terkandung pada
limbah cair batik. Beberapa studi telah
mengindikasikan bahwa logam berat
dapat menimbulkan efek genotoksik
salah satunya adalah pembentukan
mikronukleus. Logam berat dapat
berperan baik secara tunggal maupun
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bersama-sama  (polimetal). Pada
limbah cair batik yang digunakan
dalam studi ini terkandung logam Cr,
Cd, Mn, Fe dan Cu. Masing-masing
jenis logam tersebut memiliki potensi
genotoksik yang spesifik terhadap
sel-sel tubuh organisme.

Cr terdapat di lingkungan dalam
tiga tahapan oksidasi yang stabil
yaitu Cr (0), Cr (III) dan Cr (VI)
dimana masing-masing memiliki
karakteristik toksisitas dan transport
yang berbeda. Cr (VI) atau hexavalen
adalah bentuk yang paling beracun
bagi manusia maupun hewan karena
potensi  oksidasinya tinggi dan
mampu menembus membran sel.
Selain terindikasi toksik, Cr (VI) juga
merupakan agen karsinogenik dan
dapat menghancurkan struktur DNA.
(Govind and Madhuri, 2014; Lin et al.,
2009; Shadreck and Mugazda, 2013).

Penelitian oleh Kumar et al. (2012)
terhadap ikan Channa punctatus
menunjukkan ~ bahwa  paparan
konsentrasi subletal ~ potasium
kromat selama 21 hari menginduksi
pembentukan MN secara maksimal
pada eritrosit, sedangkan paparan
selama 7 hari memicu pembentukan
ekor komet pada limfosit dan sel
insang secara maksimal dengan uji
commet assay. Pada penelitian lain
dilakukan pemaparan Cr selama 21
hari pada ikan Catla catla dan hasil
yang  didapatkan = menunjukkan
adanya  peningkatan  frekwensi
MN dan nukleus binuklear secara
signifikan pada eritrosit ikan yang
dipicu oleh peningkatan kerusakan
DNA dan seiring dengan penurunan
aktifitas enzim SOD serta peningkatan
aktifitas enzim katalase (Arunachalan
etal.,2013). Penelitian Rasal etal. (2011)
juga memperkuat bukti tentang efek
genotoksik Cr. Penelitian dilakukan

terhadap ikan Labeo rohita dengan
paparan potasium dikromat, bentuk
terlarut dari hekasavalen Cr (VI).
Hasil menunjukkan bahwa terjadi
pembentukan MN pada eritrosit ikan
setelah paparan potasium dikromat
baik pada konsentrasi subletal
maupun nonletal.

Cd adalah logam non essensial
yang banyak dilepas di lingkungan
sebagai  limbah  industri  dan
merupakan logam yang dapat
mengendap di dalam jaringan tubuh
dalam waktu yang lama (10-30 tahun)
dan lambat proses ekskresinya (Ercal
et al.,, 2001). Dubey dan Tripathi
(2014) melakukan pengamatan efek
genotoksisitas paparan Cd terhadap
3 jenis jaringan pada ikan Channa
punctatus yaitu eritrosit, sel-sel ginjal
dan sel-sel insang selama 96 jam
denganuji MN. Hasil yang didapatkan
menunjukkan bahwa frekwensi MN
tertinggi terdapat pada sel insang,
kemudain eritrosit dan terakhir pada
sel ginjal. Semakin lama paparan
dan semakin tinggi konsentrasi
paparan Cd maka semakin tinggi
juga frekwensi MN. Hasil yang sama
juga didapatkan oleh Ozkan et al.
(2011) yang melakukan studi efek
genotoksik Cd padaikan Oreochromis
niloticus, bahwa semakin tinggi dosis
Cd dan semakin panjang durasi
paparan meningkatkan frekwensi
pembentukan MN.

Mn, Fe dan Cu adalah logam
essensial yang dalam batasan tertentu
berguna dalam metabolime namun
jika dalam jumlah yang berlebih dapat
menjadi racun bagi tubuh (Flora
et al., 2008). Ketiga logam tersebut
dapat memicu kerusakan DNA
secara oksidatif dengan membentuk
radikal bebas. Radikal bebas berupa
Fe bebas, Mn bebas, Cu bebas, OH*
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atau O**. Pembentukan radikal
hidroksil melalui jalur reaksi Fenton
dan Haber-Weiss. Radikal bebas yang
mengoksidasi DNA menyebabkan
terjadinya substitusi basa pada DNA
dan memicu mutasi. Selain berperan
langsung terhadap DNA, radikal
bebas juga memicu kerusakan enzim-
enzim antioksidan dan enzim-enzim
perbaikan DNA sehingga kerusakan
pada DNA lambat diperbaiki atau
bahkan tidak dapat diperbaiki.
Kondisi inilah yang bisa memicu
pembentukan MN (Anderson et al.,
2007; Dziaman et al., 2011; Jaishankar
et al., 2014; Okocha and Adedeji, 2012;
Papanikolaou and Pantopoulos, 2005;
Stephenson et al, 2013; Toyokuni,
2009). Penelitian oleh Horta et al.
(2016) membuktikan bahwa logam
Fe dapat memicu pembentukan MN
secara in vivo pada limfosit mencit.
Logam Cu juga telah terindikasi

dapat menginduksi pembentukan
mikronukleus pada larva Kkatak
Lithobates catabieanus (Da Rocha,

2011) dan pada beberapa spesies ikan
yaitu Labio rohita, Cirrhina mrigala,
Ctanopharygodon idella dan Catla catla
setelah 30 hari paparan (Kousar and
Javeed, 2015).

Efek antimutagenik Lemna
minor  terhadap  pembentukan
mikronukleus eritrosit ikan nila

setelah pemaparan limbah cair batik.

Pemaparan limbah cair batik
dilakukan setelah sebelumnya 2
kelompok ikan nila diberi 2 jenis
pakan yang berbeda. Kelompok 1
diberi pakan pelet sebagai kontrol
sedangkan kelompok 2 diberi pakan
Lemna minor sebagai kelompok
perlakuan. Hasil pengamatan
pembentukan mikronukleus setelah
paparan dapat dilihat pada tabel 2.
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Tabel 2. Frekwesi mikronukleus di
tiap konsentrasi paparan limbah
cair batik pada 2 jenis pakan yang
berbeda (pelet dan Lemna minor)

) Frekwensi mikronukleus
Konsentrasi
. (Mean + SD)
paparan limbah
) ] Pelet Lemna
cair batik i
minor
0 ppm/L (kontrol) 0 0
2500 ppm/L 2.20+2.049 0.60+0.548
5000 ppm/L 1.40+1.517 0.60+0.548
7500 ppm/L 3.60+1.140 0.60+0.548

Dalam studi ini belum dapat
ditentukan peran spesifik Lemna
minor, apakah sebagai desmutagen
atau bioantimutagen. Diperlukan
studi lanjutan untuk mengetahui
mekanisme kerja Lemna  minor
dalam menghambat pembentukan
mikronukleus sehingga peran spesifik
antimutagennya dapat diketahui.

Untuk memperkirakan
mekanisme kerja antimutagen Lemna
minor, bisa dilihat dari kandungan
kimiawi yang dimiliki. Lemna minor
kaya akan protein dan asam amino
yang memiliki efek antimutagenik.
Roy et al. (2002) telah menguji
aktifitas antimutagenik dari 19 asam
amino (kecuali histidin) terhadap
daya mutagenik N-metil-N’-nitro-
Nnitroguanidin (MNNG) dengan uji
AMES dan didapatkan hasil bahwa
sistein adalah antimutagen teraktif
dan glisin, triptofan, lisin dan arginin
sebagai antimutagen kuat, sedangkan
sisanya ~ menunjukkan  aktifitas
antimutagenik menengah hingga
lemah. Asam amino juga berperan
sebagai chelator, yaitu senyawa
yang mampu mengikat logam berat
dan mencegah toksisitas logam
berat (Marara, 2012). Pengikatan
logam berat oleh chelator mencegah
pembentukan ROS dan mutasi pada
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sel. Lemna minor juga mengandung
karoten yang merupakan prekursor
vitamin A, memiliki daya
antioksidanyang berperan sebagai
antimutagen dan menginaktifasi
mutagen sehingga Lemna minor
bisa berperan sebagai antimutagen
dengan potensi antioksidan (Flora
et al, 2008). Antioksidan mampu
menghilangkan ROS sebelum molekul
mutagen bereaksi dengan DNA dan
menyebabkan mutasi (Sloczynska et
al., 2014). Lemnan, senyawa pektin
kompleksjuga ditemukan terkandung
di dalam Lemna minor (Gulcin, 2010).
Pektin adalah kelompok polisakarida
yang ditemukan di dinding sel
tumbuhan tingkat tinggi dengan
fungsi sebagai agen penghidrasi
dan bahan pemadat untuk jaringan
selulosa (Thakur et al., 1997). Pektin
juga berperan sebagai chelator bagi
logam Dberat sehingga mencegah
mutasi sel karena pembentukan
ROS. Zhao et al. (2008) menguji peran
pektin pada jeruk sebagai chelator
pada detoksifikasi timbal terhadap
anak-anak yang dirawat di rumah
sakit karena keracunan timbal.
Hasil uji menunjukkan penurunan
kadar timbal pada serum darah dan
peningkatan kadar timbal pada urin
anak-anak tersebut.

Semakin beragamnya bahan-
bahan mutagenik yang terlepas di
lingkungan maka semakin tinggi
juga ancaman genotoksik yang
dapat menurunkan kualitas hidup
makhluk hidup. Efek genotoksik
adalah pemicu awal berkembangnya
gangguan-gangguan sistem fisiologis
pada makhluk hidup. Potensi
antimutagenik yang dimiliki oleh
Lemna minor menjadikan tumbuhan
ini sebagai salah satu alternatif solusi
dalam mencegah atau meminimalisir
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efek genotoksik bahan-bahan
mutagenik.

SIMPULAN, DAN

REKOMENDASI

Limbah cair batik memiliki efek
ekogenotoksik terhadap eritrosit ikan nila
karena mampu memicu pembentukan
mikronukleus. Kandungan logam berat
di dalam limbah cair batik sebagai salah
satu pemicu munculnya efek genotoksik
pada eritrosit ikan nila. Logam berat yang
terkandung di dalam limbah cair batik
adalah Cd, Cr, Fe, Mn dan Cu. Lemna minor
berpotensi sebagai antimutagenik karena
mampu meminimalisir pembentukan
mikronukleus pada eritrosit ikan
nila. Belum dapat ditentukan aktifitas
antimutagenik yang utama pada Lemna
minor, apakah sebagai desmutagen atau
bioantimutagen.
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