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ABSTRACT

Lipid Peroxidation by Paracetamol and Hot Water Extract of Green Tea (Camellia sinensis)
in Yeast Candida tropicalis preserved in Low Temperature. The use of C. tropicalis cell as a
tool to evaluate antioxidant property of green tea to protect oxidative stress caused by
paracetamol in cell level was investigated in our laboratory. Immediate availability of cell
culture will significantly reduce the time of cell preparation. Low temperature preservation of
cell culture is one of methods to produce cell cultures. However, low temperature might affect
physiological state of the cell. In this study, effect of low temperature preservation (4 °C, 10
days) on the oxidative response of yeast cell treated with paracetamol and hot water extract of
green tea had been investigated. Cells incubation with paracetamol 0.3 % for 2 h caused
oxidative stress in both fresh and preserved culture since the content of a marker of oxidative
stress, peroxyd lipids increased significantly. Whereas, concentration of peroxidised lipids in
preserved cultures was lower than that of fresh culture. Increasing of peroxydized lipids followed
with decreasing of cell viability in fresh culture but not in preserved culture. Green tea with
concentration of 0.1 % decreased peroxyd lipids in fresh cultures treated with paracetamol but
not in preserved cultures. Green tea with concentration of 0.2 % or 0.4 % in increased peroxyd
lipids in fresh cultures treated with paracetamol but not in preserved cultures. The data indicated
that green tea did not show anti- or pro-oxidative effect in cultures preserved in low temperature
treated with paracetamol. However, induction of super oxide dismutase (SOD), an antioxidant
defense enzyme, was not observed in cell preserved in low temperature. The study revealed
that low temperature might make the cell more resistant against prooxidative properties of
paracetamol.
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PENDAHULUAN

Khamir, terutama Saccharomyces
cerevisiae, merupakan jamur sel tunggal
yang dapat digunakan untuk mempelajari
sebagian proses kematian sel mamalia
akibat senyawa asing seperti obat
(Almeida et al. 2008) atau logam berat

yang berhubungan dengan stres oksidasi
(Muthukumar & Nachiappan 2010).
Julistiono (2006) dan Yulineri & Julistiono
(2003) juga melaporkan bahwa khamir
Candida tropicalis dapat digunakan
untuk untuk mempelajari sebagian proses
stress oksidasi pada khamir tersebut yang
mirip dengan proses yang berlangsung
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pada sel mamalia. Penelitian pada sel
khamir ini selanjutnya menunjukkan
bahwa C. tropicalis memiliki potensi
untuk digunakan sebagai sel model untuk
penapisan antioksidan untuk melindungi
stress oksidasi akibat parasetamol
(Julistiono 2011). Salah satu penanda
terjadinya stress oksidasi adalah
meningkatnya lipid terperoksidasi. Proses
pengujian antioksi dan dengan metoda ini
akan sangat membantu jika kultur khamir
sewaktu-waktu dapat tersedia tanpa
tergantung pada pemanenan hasil
pembiakan. Salah satu penyediaan kultur
khamir yang sewaktu-waktu dapat
digunakan adalah kultur yang disimpan
pada suhu rendah. Namun cara yang
praktis ini belum tentu dapat
mencerminkan kondisi seperti yang
terjadi pada kultur khamir yang baru saja
tumbuh mencapai fase stasioner,
mengingat penyimpanan khamir pada
suhu rendah (4°C — 10 °C) dapat
mengakibtakan perubahan fisiologi khamir
(Aguileraetal. 2007). Untuk mengetahui
pengaruh penyimpanan pada suhu rendah
terhadap stress oksidasi pada khamir
C.tropicalis yang diinduksi dengan
parasetamol dan teh hijau, diteliti efek
parasetamol dan ekstrak air panas teh
terhadap lipida terperoksidasi sel khamir
yang disimpan selama 10 hari pada suhu
4 °C. Peroksidasi lipid merupakan salah
satu penanda terjadinya stress oksidasi
pada sel (Ray et al. 2002; Schuessel et
al. 2006). Untuk mengetahui perubahan
fisiologi khamir yang disimpan pada suhu
rendah, diukur aktivitas enzim superoksid
dismutase (SOD) karena enzim ini
berkaitan dengan pertahanan sel
terhadap stress oksidasi (Pereira et al.
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2003) yang bisa timbul akibat perubahan
suhu dari suhu kamar ke suhu rendah
(Aguilera et al. 2007).

BAHAN DAN CARA KERJA

Biakan khamir yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Candida tropicalis
LIPIMC 0065 yang merupakan koleksi
Bidang Mikrabiologi, Puslit Biologi, LIPI,
diisolasi dari tanah di Cepu, Jawa Tengah
(Saono & Gandjar 1974)

Penyiapan ekstrak teh air panas
dilakukan mengacu pada Shin et al.
(2009). Sebanyak100 g daun teh hijau
kering dilarutkan pada 100 ml akuades
dengan suhu 90 °C selama 10 menit,
kemudian disaring dengan membran filter
0,45 pm steril. Ekstrak disiapkan ketika
perlakuan untuk menghindari proses
oksidasi sebelum digunakan.

Parasetamol (Kimia Farma)
sebanyak 3 g dilarutkan pada 100 ml
akuades pada suhu 40 °C selama
beberapa menit hingga larut, kemudian
disaring dengan membran filter 0,45 um
steril. Larutan disiapkan pada saat
perlakuan.

Media yang digunakan untuk
menumbuhkan khamir adalah media cair
gliserol (Julistiono 2006). Gliserol
digunakan sebagai sumber C dan energi
karena gliserol tidak terfermentasi
menghasilkan etanol (de Winde et al.
1997). Dengan demikian, selama
pertumbuhan tidak terdapat etanol yang
yang dapat menhakibatkan stres oksidasi.
Dalam 11 media cair gliserol mengandung
3,024 g gliserol, 1,3 g KH,PO,, 0,15 ¢
MgSO,.7H,0, 3,0 g ekstrak khamir, 4,0
g bakto pepton, dan 1 ml larutan X (5,0 ¢
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ZnS0O,.7H,0, 3,0 g MnSO,, 2,8 ¢
CuSO,, dalam 250 ml akuades). Semua
bahan dilarutkan, kemudian media
dipindahkan sebanyak 100 ml ke dalam
labu erlenmeyer 300 ml dan disterilisasi
dengan autoklaf selama 15 menit pada
121 °C, 150 atm.

Media agar yang digunakan untuk
pertumbuhan khamir adalah sebagai
berikut (Julistiono 2006). Dalam 1 | media
mengandung 3,0 g ekstrak khamir, 5,0 g
bakto pepton, 20 g bakto agar, 10 g
glukosa, 0.5 g MgSO,.7H,0 1.0 g
K,HPO,.3H,0 dan akuades sampai
volumenya1ll.

Sebanyak 100 ml kultur khamir di
awal fase stasioner disenterifugasi
dengan kecepatan 5500 g selama 5 menit,
pelet kemudian dicuci dengan air akuades
steril (100 ml), setelah pencucian, pelet
disimpan pada lemari pendingin (4 ° C)
selama 10 hari. Sebagai pembanding
(kontrol), digunakan pellet hasil
pemanenan kultur dengan umur yang
sama.

Setelah biakan berumur 48 jam, 100
ml sel dipanen dengan sentrifugasi 5500
g selama 5 menit. Pelet dicuci dengan
larutan penyangga fosfat 0.067 M pH 7,8
yang mengandung 0,1 M EDTA,
kemudian disuspensikan dalam larutan
yang sama dengan menambahkannya
pada pelet sampai volume 1.5 ml.

Pemecahan sel dilakukan dengan
“glass bead” berdiameter 0,5 mmdan 0,1
mm. Pada tabung eppendorf 1,5 ml,
dimasukkan “glass bead” sekitar %
volume tabung, selebihnya diisi suspensi
sel. Tabung tersebut dikocok dengan mini
mikser selama 2 jam. Setiap 10 menit
dilakukan pendinginan sel dengan

meletakkannya pada es selama 1 menit.
Setelah perusakan sel, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 3300 g
selama 5 menit. Supernatan yang
merupakan lisat diambil untuk dianalisis
berat protein dan aktivitas enzim SOD-
nya.

Kandungan protein diukur dengan
metode Bradford dengan standar Bovine
Serum Albumin (BSA) (Bradford 1976).
Protein diukur dengan spektrofotometer
pada é maksimum 595. nm.

Aktivitas Enzim Superoksida
Dismutase diukur menggunakan metode
Winterbourn et al. (1975) berdasarkan
kemampuan penghambatan reduksi
nitroblue tetrazolium oleh enzim yang
akan diukur. Supernatan yang didapat
setelah pemecahan sel dimasukkan ke
dalam tabung yang mengandung 0,2 ml
EDTA 0,1 M dan 0,3 mM KCN (untuk
mengukur Mn SOD, SOD2, sedangkan
tanpa penambahan KCN untuk
mengukur SOD total), 0,2 ml nitroblue
tetrazolium 1.5 mM, 0,05 ml sampel serta
larutan penyangga fosfat 0,067 M pH 7,8
sampai volume totalnya 3 ml. Tabung-
tabung tersebut ditempatkan pada kotak
tertutup dan di dalamnya diletakkan
lampu fluoresens 20 watt. Tabung
diinkubasi selama 1 menit untuk
mencapai temperatur standar, kemudian
ditambahkan 0,05 ml riboflavin 0,12 mM
dan diinkubasi kembali dalam kotak, tiap
1 menit diukur absorbannya pada panjang
gelombang 560 nm. Pengukuran
dihentikan setelah diperoleh nilai absorban
yang konstan. Aktivitas enzim sebesar 1
unit merupakan kemampuannya
menghambat separuh NBT yang
tereduksi. Pengukuran Cu/Zn-SOD
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(SOD1) adalah aktivitas SOD total
dikurangi SOD2.

Peroksidasi lipida diukur dengan
mengukur malon dialdehida (MDA) yang
terbentuk, mengacu pada metoda Ray et
al. (2003) yang dimodifikasi. Sebanyak
200 ml biakan umur 48 jam, disentrifugasi
dengan kecepatan 5500 g; pelet diambil
ditambah air sampai 25 ml. Suspensi
dimbil sebanyak 1 ml. Sebagai kontrol,
2ml suspensi ditambah 0,6 ml aquades.
Untuk perlakuan parasetamol, teh,
parasetamol dan teh, 1 ml suspensi
ditambah masing-masing dengan 0,6 ml
larutan parasetamol, teh, dan parase-
tamol dan teh sesuai dengan konsentrasi
yang diinginkan. Suspensi kemudian
diinkubasi selama 1 jam dengan
pemutaran 100 rpm. Setelah 2 jam
inkubasi, suspensi ditambah 0.8 ml TCA
75%, diputar merata lalu ditambah 1.5
ml TBA 0,67 % dan dihomogenkan
dengan vortex, kemudian dipanaskan
pada suhu 95°C. Suspensi didinginkan
dan disentrifugasi kecepatan 1500 g
selama 5 menit. Supernatan dibaca
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 532 nm. Konsentrasi MDA
ditentukan dengan membanding-kannya
dengan kurva MDA standard.

Sebanyak 200 ml biakan khamir
umur 2 hari, disentrifugasi (5500 g); pelet
diambil ditambabh air suling steril sampai
25 ml. Perlakuan selanjutnya seperti pada
pengukuran peroksidasi lipida biak yang
diperlakukan dengan parasetamol dan
atau the hijau. Setelah inkubasi, dilakukan
perhitungan kepadatan sel dengan
metoda cawan tebar.

HASIL

Kurva pertumbuhan khamir dapat
dilihat pada Gambar 1. Dari gambar
terlihat bahwa fase stasionair dimulai
sekitar pada jam ke 48. Oleh karena itu,
pemanenan sel untuk pengujian
selanjutnya dilakukan pada biak berumur
48 jam.

Pengaruh beberapa konsentrasi
ekstrak air panas teh hijau terhadap lipid
terperoksidasi seperti pada Tabel 1
terlihat bahwa baik pada suhu kamar
maupun suhu rendah, penambahan
ekstrak teh hijau sampai pada
konsentrasi 0,04 % tidak mengakibatkan
kenaikan lipida yang terperoksidasi pada
sel khamir atau tidak mengakibatkan stres
oksidasi.

Kepadatan sel {10° CFU/ml)

o 12

24

36 48 60 72

Waltu (jam)

Gambar 1. Kurva pertumbuhan khamir.
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Pengaruh penyimpanan pada suhu
rendah terhadap lipid terperoksidasi pada
sel C. tropicalis yang diperlakukan
dengan parasetamol dan ekstrak air
panas teh hijau seperti pada Tabel 2
terlihat bahwa baik pada sel yang baru

dipanen maupun sel yang terlebih dahulu
disimpan pada suhu 4 °C selama 10 hari,
terdapat kenaikan konsentrasi lipid yang
terperoksidasi. Konsentrasi lipida yang
terperoksidasi pada sel yang sebelumnya
disimpan pada suhu suhu rendah, lebih

Tabel 1. Pengaruh suhu rendah terhadap lipida terperoksidasi pada khamir C. tropicalis yang

diperlakukan dengan teh hijau.

Suhu Perlakuan Lipida terperoksidasi (pM MDA/ 10° CFU)

Kontrol 431+019a

Teh hijau 0,01 % 4,04+ 0,05 a

Kamar (28 °C) Teh hijau 0,02 % 458+ 0,05 a
Teh hijau 0,04 % 4,36+ 0,07 a

Kontrol 4,16 £ 0,69 a

Rendah (4°C)  Teh hijau 0,01 % 414+0,35 a
Teh hijau 0,02 % 4,14+ 0,55 a

Teh hijau 0,04 % 4,39+0,11 a

Keterangan: Angka diikuti dengan tanda yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata taraf uji 5%.

Tabel 2. Pengaruh penyimpanan suhu rendah (4 ° C, 10 hari) terhadap lipida terperoksidasi
pada khamir C. tropicalis yang diperlakukan dengan parasetamol dan teh hijau.

Kondisi Biak Perlakuan Lipida terperoksidasi (pM MDA/ 10° CFU)
Kontrol 431+019a
Parasetamol 0,3 % 8,16 +0,20 ¢
Hasil panen segera 0
setelah 48 jam inkubasi Parasg.tamol 0.3 % dan 7,72 +0,05b
ada suhu ruang (28° C) Teh hijau 0,01.%
P 9 Parasetamol 0,3 % dan 915 +011 d
Teh hijau 0,02 % 15 £0,
Parasetamol 0,3 % 956+ 039 d
Teh hijau 0,04 % e
Kontrol 416+ 0,69 a
Parasetamol 0,3 % 763+035b
Hasil penyimpanan 0
selama 10 hari pada suhu Parase:camol 0,3% dan 785+0,86b
40C Teh hijau 0,01 %
Parasetamol 0,3 % dan
- ' 7,68 + 0,61
Teh hijau 0,02 % b
0,
Parasetamol 0,3 % 755+0,10b

Teh hijau 0,04 %

Keterangan: Angka diikuti dengan tanda yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata taraf uji 5%.
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rendah dibanding konsentrasi lipida pada
sel yang baru dipanen. Teh pada
konsentrasi 0,01 % dapat menurunkan
tingkat kerusakan lipida pada sel yang
baru dipanen, tetapi tidak pada sel yang
sebelumnya diperlakukan dengan suhu
rendah. Pada sel yang disimpan pada
suhu rendah dan diberi parasetamol,
keberadaan teh hijau (sampai konsentrasi
0,04 %) tidak mengakibatkan
meningkatnya lipida terperoksidasi.
Sebaliknya pada sel yang baru dipanen,
keberadaan ekstrak teh hijau mulai
konsentrasi 0,03 % mengakibatkan
bertambahnya jumlah lipida yang
terperoksidasi.

Pengaruh penyimpanan pada suhu
rendah terhadap viabilitas sel C.
tropicalis yang diperlakukan dengan
parasetamol dan ekstrak air panas teh
hijau. Pada sel yang baru dipanen,
parasetamol mengakibatkan kematian

sel; kematian ini dapat dilindungi oleh
ekstrak the hijau. Namun viabilitas sel
yang disimpan pada suhu rendah tidak
terpengaruh oleh parasetamol dan atau
ekstrak teh hijau (Tabel 3).

Pengaruh penyimpanan pada suhu
rendah terhadap aktivitas Cu/Zn-SOD
dan Mn-SOD pada sel C. tropicalis yang
diperlakukan dengan parasetamol dan
ekstrak air panas teh hijau. Seperti yang
terlihat pada Table 4, perbedaan aktivitas
Cu/Zn-SOD atau Mn-SOD dari sel yang
yang dismpan pada suhu rendah dan sel
yang baru dipanen, tidak ditemukan.

PEMBAHASAN

Perubahan suhu dari suhu kamar ke
suhu rendah diperkirakan dapat mengaki-
batkan ketidak seimbangan proses
fisiologi, antara lain proses reduksi-
oksidasi sehingga menyebabkan

Tabel 3. Pengaruh penyimpanan suhu rendah (4 ° C, 10 hari) terhadap viabilitas khamir C.
tropicalis yang diperlakukan dengan parasetamol dan teh hijau.

Kondisi Biak Perlakuan Viabilitas (10° CFU/mI)

Kontrol 229+72b
Hasil panen segera pyrasetamol 0,3 % 1389+36 a
setelah 48 jam inkubasi
pada suhu ruang (28° Teh hijau 0,01 % 2247 £42b
©) Parasetamol 0,3 % dan

Teh hijau 0,01 % 2239 £35b

Kontrol 209,2+93b
Hasil penyimpanan Parasetamol 0,3 % 225 + 3,1 b
selama 10haripada  rop pyjiay 0,01 9% 2252+36b
suhu4 °C

0,
Parasetamol 0,3 % dan 2204+ 41b

Teh hijau 0,01 %

Keterangan: Angka yang diikuti dengan tanda yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada

taraf uji 5%
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munculnya radikal bebas dalam sel (Zhao
& Blumwald 1998). Oleh karena itu, sel
beradaptasi pada suhu rendah dengan
mengaktivasi gen-gen penyandi protein
yang berhubungan dengan mekanisme
pertahanan diri melawan stress oksidasi
seperti superoksida dismutase, katalase,
dan peroksidse (Gacto et al. 2003; Zhang
et al. 2003). Superoksida dismutase
mengkatalisis reaksi perubahan molekul
superoksida (O,”) menjadi hydrogen
peroksida (H,0,); selanjutnya katalase
akan mengubah H,O, menjadi H,O dan
0,. Xiang et al (2011) menunjukkan
bahwa induksi enzim SOD1 dan SOD2
menjadikan khamir S. cerevisiae resisten
terhadap cekaman oksidasi. Pada
penelitian ini, penyimpanan pada suhu
rendah pada khamir C. tropoicalis
memang menurunkan tingkat kerusakan
oksidasi yang disebabkan oleh
parasetamol dan dapat mencegah
kerusakan yang lebih parah akibat
ekstrak teh hijau konsentrasi tinggi. Suhu
rendah juga menyebabkan sel terlindung
dari kematian akibat stress oksidasi yang

ditimbulkan oleh parasetamol. Namun
ketahanan sel terhadap cekaman oksidasi
pada penelitian ini tidak bisa dihubungkan
dengan kenaikan aktivitas enzim SOD.
Enzim lain yang bertanggung jawab
terhadap ketahanan sel terhadap
cekaman oksidasi seperti katalase,
mungkin dapat diperhitungkan. Telah
diketahui bahwa kerusakan akibat
oksidasi oleh parasetamol disebabkan
terbentuknya radikal bebas oleh metabolit
hasil metabolisme parasetamol oleh
sitokhrom P450 (Vermeulen et al. 1992).
Sampai konsentrasi 0,04 %, teh sendiri
tidak mengakibatkan munculnya sifat
prooksidasi seperti yang dilaporkan
Cotelle (2001), baik pada sel yang tidak
diperlakukan atau diperlakukan dengan
suhu rendah. Hal ini memberikan indikasi
bahwa suhu rendah menghambat
peroksidasi lipida terutama akibat
metabolism parasetamol. Oleh karena itu
aktivitas enzim lain yang bertanggung
jawab terhadap metabolism parasetamol

Tabel 4. Pengaruh penyimpanan pada suhu 4° C selama 10 terhadap aktivitas enzim super

oksida dismutase

Aktivitas enzim

Perlakuan (unit/mg protein lisat)
Cu-ZnSOD MnSOD
Tidak disimpan 1,75 90.1a 1,41 90.01a
1,32 §0.08a 1,66 §0.01a

Penyimpanan pada suhu 4
C selama 10 hari

Keterangan: Angka diikuti dengan tanda yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata taraf uji 5%.
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pada suhu rendah perlu mendapat
perhatian.

KESIMPULAN

Parasetamol dapat mengakibatkan
naiknya lipid terperoksidasi sebagai salah
satu tanda kerusakan akibat oksidasi
pada sel C. tropicalis yang disimpan pada
suhurendah (4 °C) selama 10 hari, walau
kurang parah dibanding pada sel yang
baru dipanen. Tidak seperti pada sel yang
tidak disimpan, kenaikan kandungan lipida
terperoksidasi pada sel yang disimpan
pada suhu rendah tidak dapat dihambat
oleh teh hijau. Berbeda dengan sel yang
tidak disimpan, sel yang disimpan pada
suhu rendah tidak mengalami kematian
jika diperlakukan dengan parasetamol
pada kondisi penelitian ini. Hubungan
antara aktivitas Cu/Zn-SOD atau Mn-
SOD dengan berubahnya respon oksidasi
sel khamir yang disimpan pada suhu
rendah, tidak teramati. Selanjutnya, untuk
pengujian evaluasi sifat pro atau anti-
oksidan disarankan menggunakan sel
yang baru dipanen.
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