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ABSTRACT

Use of the yeast for cell based method to do a screening substances having anti-oxidant property is considered to be simpler and 
cheaper. In order to develop yeast Candida tropicalis as a tool for evaluation of anti- or pro-oxidant property of substances in cell level, 
toxicity of an analgesic drug acetaminophen in the yeast had been preliminary studied. Incubation of yeast cell suspension in presence 
of 0.3% acetaminophen for 2 hours signifi cantly decreased cell viability. Malon dialdehyde, a biochemical marker for cell oxidative 
damage, increased. Acetaminophen of 0.1% or 0.039% decreased when added in cell yeast suspension or supernatant respectively for 
1 hour indicating drug metabolism by cellular and extracellular enzymes. The data indicated that toxicity of the drug in the yeast could 
be compared to that in mammalian cell where the drug was metabolized by cytochrome P-450 or peroxidase and followed with oxidative 
stress in cells caused by metabolite byproduct. Toxicity of the drug in the yeast may be in relation with formation of reactive oxygen 
species. These preliminary data used the yeast for screening antioxidant property of substances against acetaminophen toxicity.
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PENGANTAR

Untuk mengetahui sifat senyawa yang diduga dapat 
mengakibatkan stres oksidasi di tingkat sel dapat dilakukan 
percobaan yang menggunakan satu jenis sel. Sebagai contoh, 
khamir S. cerevisiae merupakan sel model yang sangat 
berguna untuk mempelajari proses di tingkat molekular 
yang melatarbelakangi terjadinya bermacam kematian sel 
dari organisma tingkat tinggi seperti hewan dan manusia. 
Dibanding penggunaan sel mamalia, penelitian dengan 
sel khamir tidak memerlukan biaya yang mahal dan lebih 
sederhana. C. tropicalis LIPIMC 0065 yang diisolasi dari 
tanah daerah Cepu Indonesia (Saono and Gandjar, 1974) 
merupakan khamir yang memiliki aktivitas enzim yang 
berhubungan dengan proses antioksidasi (Yulineri dan 
Julistiono, 2003; Julistiono, 2006a) dan dapat digunakan 
untuk mempelajari sifat prooksidasi dan antioksidasi dari 
vitamin C (Julistiono, 2006b). 

Paracetamol (acetaminophen, N-acetyl-p-aminophenol) 
merupakan salah satu senyawa analgesik dan antipiretik 
yang banyak digunakan. Walaupun obat ini dianggap 
aman, namun pada kondisi tertentu dapat bersifat racun 
(Prescott, 1983). Keracunan pada sel mamalia merupakan 
akibat teroksidasinya paracetamol menjadi N-acetyl-p-
benzoquinone imine (NAPQI), suatu senyawa intermediate 
yang reaktif yang dikatalisis oleh enzim sitokhrom P450 
(P450). Senyawa ini mengakibatkan menurunnya glutation 

yang pada proses selanjutnya akan mengakibatkan stres 
oksidasi sel (Vermeulen et al., 1992). 

Pada penelitian ini diamati kematian sel khamir akibat 
inkubasi dengan asetaminofen dan hubungannya dengan 
kemampuan sel memetabolisme obat tersebut. Kemampuan 
khamir untuk memetabolisme obat diamati dengan 
berkurangnya konsentrasi obat tersebut. Metabolisme 
asetamenofen diamati baik pada suspensi sel maupun 
supernatan. Kemampuan suspensi sel untuk menurunkan 
konsentrasi asetaminofen mencerminkan kemampuan 
enzim terlarut (peroksidase) dan membrane (sitokhrom 
P-450) untuk memetabolisme obat. Sedang kemampuan 
supernatan menurunkan konsentrasi obat mencerminkan 
adanya enzim terlarut yang mampu memetabolisme obat 
tersebut.

BAHAN DAN CARA KERJA

Khamir Candida tropicalis 

Biakan khamir yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Candida tropicalis LIPIMC 0065 yang merupakan 
koleksi Bidang Mikrobiologi, Puslit Biologi, LIPI, diisolasi 
dari tanah di Cepu, Jawa Tengah yang terkontaminasi 
dengan limbah bahan bakar minyak (Saono and Gandjar, 
1974).
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Media pertumbuhan khamir

Media pertumbuhan khamir adalah media mengandung 
gliserol sebagai sumber karbon dan energi (Julistiono, 
2006a; Julistiono 2006b). Gliserol digunakan sebagai 
sumber C dan energi karena gliserol tidak terfermentasi 
oleh khamir menghasilkan etanol (De Winde et al., 1997). 
Dengan demikian, selama pertumbuhan tidak terdapat 
etanol yang bersifat prooxidan. Dalam 1 l media cair 
gliserol mengandung 2,4 ml gliserol, 1,3 g KH2PO4, 0,15 
g MgSO4.7H2O, 3 g ekstrak khamir, 4 g bakto pepton, 
dan 1 ml larutan X (5 g ZnSO4.7H2O, 3 g MnSO4, 2,8 g 
CuSO4, dan 250 ml akuades). Semua bahan dilarutkan, 
kemudian media dipindahkan sebanyak 100 ml ke dalam 
labu erlenmeyer dan disterilisasi dengan autoklaf selama 
15 menit pada 121° C, 150 atm.

Media agar untuk menghitung viabilitas khamir

Media agar yang digunakan untuk pertumbuhan khamir 
adalah sebagai berikut (Julistiono, 2006). Dalam 1 l media 
mengandung 3,0 g ekstrak khamir, 5,0 g bakto pepton, 
20 g bakto agar, 10 g glukosa, 0,5 g MgSO4.7H2O, 1,0 g 
K2HPO4.3H2O dan akuades sampai volumenya 1 l.

Penumbuhan khamir

Khamir ditumbuhkan pada media cair gliserol pada 
suhu kamar dan dikocok dengan kecepatan 100 rpm. Khamir 
yang akan diuji diperoleh dari biak berumur 2 hari, pada saat 
fase stasioner. Kepadatan sel khamir yang hidup dihitung 
dengan metoda pour plate pada media padat. Satuan jumlah 
sel yang hidup adalah CFU (colony forming unit) per ml. 
Kandungan protein supernatant diukur menggunakan 
metode Bradford (1976) dengan menggunakan serum 
albumin bovine sebagai standar protein.

Perlakuan

Kultur khamir sebanyak 200 ml berumur 48 jam dipanen 
dan disentrifugasi 8000 g selama 10 menit, dicuci dengan 
akuades, dan disentrifugasi ulang sehingga diperoleh pelet, 
ditambah akuades sampai 15 ml. Suspensi sel sebanyak 1 
ml diberi asetaminofen (Kimia Farma) atau tidak (kontrol). 
Setelah inkubasi selama 2 jam, sel ditumbuhkan pada media 
agar dengan suhu 30° C. Kandungan asetaminofen diukur 
sebelum dan sesudah inkubasi. Untuk mengetahui aktivitas 
protein ekstraselular dalam mengurai asetaminofen, inkubasi 
serupa selama 1 jam dilakukan pada supernatan hasil hasil 
sentrifugasi 10000 g selama 10 menit. Data merupakan hasil 
dari 3 ulangan independen dan dianalisis dengan ANOVA 
menggunakan uji Duncan taraf 5%.

Pengukuran Peroksidasi lipida

Peroksidasi lipida diukur dengan mengukur malon 
dialdehida (MDA) yang terbentuk, mengacu pada metoda 
(Ray et al., 2002) yang dimodifi kasi. Setelah 1 jam inkubasi, 
suspensi ditambah 0,8 ml TCA 75%, digojog merata 
lalu ditambah 1,5 ml TBA 0,67% dan dihomogenkan 
dengan vortex, kemudian dipanaskan pada suhu 95° C. 
Suspensi didinginkan dan disentrifugasi kecepatan tinggi 
2000 rpm selama 5 menit. Supernatan dibaca dengan 
spektrofotometer pada 532 nm. Konsentrasi MDA 
ditentukan dengan membandingkannya dengan kurva MDA 
(1,1, 3,3–Tetraethoxypropane, Sigma) standar.

Pengukuran acetaminofen

Kandungan asetaminofen dalam larutan diukur 
menggunakan HPLC Shimadzu LC 20 AB, kolom C18 
Supelco Ascentis, fase gerak metanol 80% (v/v), dan air 
20% (v/v), kecepatan alir 0,5 ml/menit, suhu oven 40° C, 
panjang gelombang 254 nm.

HASIL

Pengaruh asetaminofen terhadap viabilitas sel disajikan 
pada Tabel 1; pengaruh asetaminofen terhadap lipida khamir 
teroksidasi disajikan pada Tabel 2; kemampuan suspensi sel 
khamir memetabolisme asetaminofen tersaji pada Tabel 3; 
sedang kemampuan supernatan melakukan metabolisme 
asetaminofen tersaji pada Tabel 4.

Tabel 1.  Pengaruh asetaminofen terhadap viabilitas khamir

Perlakuan Viabilitas (106 CFU/ml)

Asetaminofen 0% 224,1 ± 11,3 a

Asetaminofen 0,3% 143,3 ± 6,45 b

Keterangan: angka yang diikuti dengan huruf yang sama 
menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji Duncan 
taraf 5%.

Tabel 2.  Pengaruh asetaminofen terhadap lipida khamir 
terperoksidasi 

Perlakuan
Lipida terperoksidasi (pmol 
malon dialdehida/106 CFU)

Asetaminofen 0% 3,52 ± 0,18 a 

Asetaminofen 0,3% 7,50 ± 0,02 b

Keterangan: angka yang diikuti dengan huruf yang sama 
menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji Duncan 
taraf 5%.
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Tabel 3.  Pengaruh inkubasi terhadap konsentrasi asetaminofen 
pada suspensi sel

Perlakuan Konsentrasi asetaminofen (%)

Asetaminofen 0 jam 0,3 ± 0,03 a

Asetaminofen 2 jam 0,12 ± 0,01 b

Keterangan: kepadatan suspensi sel adalah: 695,1 CFU/ml; angka 
yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan 
tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.

Tabel 4.  Pengaruh inkubasi terhadap konsentrasi asetaminofen 
pada protein ekstraselular

Perlakuan Konsentrasi asetaminofen (%)

Asetaminofen 0 jam 0,039 ± 0,002 a

Asetaminofen 1 jam 0,003 ± 0,001 b

Keterangan: konsentrasi protein ekstraselular adalah 0,01 μg/
ml; angka yang diikuti dengan huruf yang sama 
menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji Duncan 
taraf 5%.

PEMBAHASAN

Dari data terlihat bahwa asetaminofen mengakibatkan 
kematian sel khamir (Tabel 1) sedang mekanisme 
keracunanan obat tersebut ditandai dengan teroksidasinya 
komponen sel (Tabel 2). Hal ini menunjukkan bahwa 
asetaminofen mengakibatkan stress oksidasi pada sel khamir 
dan mengakibatkan kematian seperti yang dilaporkan 
oleh peneliti untuk kasus sel mamalia (Vermeulen et al., 
1992). 

Dalam penelitian ini, walau tidak dilakukan purifi kasi 
enzim yang bertanggung jawab pada metabolisme 
asetaminofen, namun ditunjukkan bahwa sel khamir mampu 
mengurai obat tersebut ditandai dengan menurunnya kadar 
obat pada suspensi sel (Tabel 3) juga pada supernatan atau 
protein ekstraselular (Tabel 4). Enzim yang terdapat pada 
sel yang dilaporkan bertanggung jawab pada metabolisme 
asetaminofen adalah sitokhrom P-450 dan peroxidase. 
Sedang enzim yang terdapat pada supernatant hanya 
peroxidase, mengingat sitokhrome P-450 adalah protein 
yang terdapat pada membrane sitoplasmik dan aktivitasnya 
tergantung pada enzim membranair dan soluble (Gonzales, 
2005). Sistem metabolisme senyawa asing pada sel alga 
uniselular yang mirip pada sistem mamalia ini juga 
ditunjukkan oleh Julistiono dan Briand (1992). Selama ini, 
belum dilaporkan adanya system enzim P-450 yang terdapat 
pada ekstraselular mikroba. Dari penelitian ini, diduga 
bahwa di kedua enzim tersebut mungkin terdapat sel khamir 
dan aktivitasnya kemungkinan besar mampu mengurai 
asetaminofen. Stres oksidasi pada sel tikus yang diakibatkan 
oleh paracetamol seperti juga oleh senyawa yang bersifat 

prooksidan lainnya dapat diamati dari peningkatan lipida 
terperoksidasi (Ojo et al., 2006). 

Selain sitokhrom P-450 enzim yang mampu mengurai 
asetaminofen dan menghasilkan metabolit yang memiliki 
radikal bebas adalah peroxidase (Heinecke et al., 1993). 
Keracunan paracetamol juga dapat terjadi karena stres 
oksidasi yang diawali terbentuknya Phenoxyl Padical yang 
dikatalisis oleh enzim peroksidase telah ditunjukkan oleh 
Kapiotis et al. (1997).

Dari pemilihan ini adalah sel khamir C. tropicalis 
dapat mengalami keracunan oleh asetaminofen akibat 
stres oksidasi yang berhubungan dengan metabolisme obat 
tersebut oleh enzim selular maupun yang mampu keluar 
sel (ekstraselular). Sifat ini dapat mendukung penggunaan 
khamir untuk skrining penemuan bahan penawar racun 
akibat penggunaan asetaminofen yang berlebihan.
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