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Abstrak

Paparan radiasi ultraviolet (UV) yang tinggi dapat meningkatkan produksi
radikal bebas dalam tubuh manusia, sehingga dapat merusak sel-sel tubuh
termasuk eritrosit dan sistem pertahanan tubuh seperti enzim katalase. Flavonoid
adalah senyawa phytochemicals yang dapat melindungi sel tubuh dari radikal
bebas.
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental, dengan Pre and Post Design,
dilakukan pada tikus galur Wistar yang dibagi menjadi dua kelompok, kemudian
dipapar dengan sinar ultraviolet. Kelompok perlakuan diberi isoflavon dan
kemudian darah hewan coba untuk pemeriksaan jumlah eritrosit dan aktivitas
enzim katalase. Hasil penelitian kemudian diuji dengan t-test untuk melihat
perbedaan jumlah eritrosit dan aktivitas enzim katalase sebelum dan sesudah
perlakuan.
Rerata jumlah eritrosit pada kelompok kontrol sebelum perlakuan 8.75+1.03
juta/mm dan sesudah perlakuan 7.45+0.23 juta/mm sedangkan pada kelompok
isoflavon rerata jumlah eritrosit sebelum perlakuan 8.42+0.53 juta/mm dan
sesudah perlakuan 8.89+0.36 juta/mm. Pada kelompok kontrol didapatkan rerata
aktivitas enzim katalase sebelum perlakuan 6.20+0.74 unit/mg protein dan setelah
perlakuan  4.80+0.23 unit/mg protein, sedangkan pada kelompok isoflavon
sebelum perlakuan 4.23+0.48 unit/mg protein dan setelah perlakuan 5.46+0.38
unit/mg protein. Terdapat penurunan yang signifikan jumlah eritrosit dan aktivitas
katalase pada kelompok kontrol (p<0.05).
Penelitian ini mendukung efek merugikan dari sinar UV terhadap jumlah eritrosit
dan aktivitas katalase dan membuktikan adanya efek antioksidan dari isoflavon
Kata kunci : sinar ultraviolet, eritrosit, enzim katalase

Abstract

The high exposure to ultraviolet radiation could increase the production of
free radicals in the human body, that disturb erythrocytes and defense system of
the body such as the catalyze enzyme.Flavonoid is a phytochemical compound
which could help the human body in preventing the undesired effects of the free
radicals.
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This research is an experimental research, with Pre and Post Design, conducted on
the vistar strain rats which is divided into two groups, then exposed to ultraviolet
rays. Before and after the experiment, the blood of the vistar strain rats were taken
to inspect the total erythrocytes and the activity of the catalyze enzyme. The
experiment results were then tested with t-test to evaluate the difference in the
total amount of erythrocyte and the activity of the catalyze enzyme before and
after the experiment.

The average amount of erythrocyte in the control group before the experiment was
8.75+1.03 million/mm and 7.45+0.23 million/mm after the experiment whereas in
the isoflavon group, the average total erythrocyte before the experiment was
8.42+0.53 million/mm and 8.89+0.36 million/mm after the experiment. In the
control group, it was found that the average activity of the catalyze enzyme before
the experiment was 6.20+0.74 unit/mg protein and 4.80+0.23 unit/mg protein after
the experiment, whereas in the isoflavon group it was found that average value of
the catalyze enzyme activity before the experiment was 4.23+0.48 unit/mg protein
and 5.46+0.38 unit/mg protein after the experiment. There is a significant drop in
the total amout of erythrocyte and the catalyze enzyme activity in the control
group (p<0.05).

This experiment supports the side effects of the UV radiation towards the total
amount of erythrocyte and the catalyze enzyme and proves the existence of the
antioxidant effect of the isoflavon.

Key words : Ultraviolet ray, erythrocyte, catalyze enzyme
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Latar Belakang

Penyakit kronis seperti kanker,
aterosklerosis, dan penyakit imunologi
sering dikaitkan dengan radikal bebas.
Radikal bebas dapat merusak karena
dapat bereaksi dengan komponen-
komponen sel yang penting untuk
mempertahankan kehidupan sel, baik
komponen-komponen struktural
(misalnya molekul-molekul penyusun
membran) maupun komponen-
komponen fungsional (misalnya enzim-
enzim DNA). Kerusakan oksidatif ini
dipengaruhi oleh banyak faktor seperti:
komposisi substrat (misalnya komposisi
asam lemak), konsentrasi oksigen,
prooksidan yang dapat berupa Reactive
Oxygen Species (ROS), logam transisi,
dan protein yang mengandung besi dan
enzim.*?

Radikal bebas terjadi dalam tubuh
manusia melalui tingkatan-tingkatan
reaksi, yaitu inisiasi, propagasi, dan
terminasi. Radikal bebas dihasilkan
secara alami oleh tubuh sebagai hasil
sampingan dari metabolisme. Namun
radikal-radikal ~ bebas  ini  tidak
menimbulkan efek negatif pada tubuh
bila terdapat dalam jumlah yang
seimbang. Hal ini disebabkan karena
tubuh memiliki kemampuan
menetralisir radikal bebas melalui
aktivitas antioksidan. Tetapi apabila
antara radikal bebas dan antioksidan
tidak dalam jumlah yang seimbang, dan
jumlah radikal bebas meningkat, maka
akan timbul keadaan yang disebut
oxidative stress. Bila keadaan oxidative
sress ini  berlangsung lama, akan
menimbulkan keganasan, inflamasi,
aterosklerosis, penuaan, iskemia, dan
hemolisis. Penelitian Eko S tahun 2004
menemukan bahwa penyinaran sinar
UV menyebabkan timbulnya reaksi
yang menghasilkan radikal bebas yang
dapat merusak sel-sel tubuh secara
umum.®®

Sinar ultraviolet dapat
menyebabkan kerusakan pada DNA,
RNA, protein, dan asam lemak tidak
jenuh rantai panjang. Asam lemak tidak
jenuh rantai panjang adalah senyawa
reaktif yang dapat berubah menjadi
peroksida lipid. Oksigen merupakan
salah satu faktor yang berperan dalam
proses induksi radikal bebas, sehingga
terbentuk peroksida lipid pada asam
lemak dan membran sel. Pembentukan

peroksida  lipid mengarah  pada
terjadinya proliferasi melalui
autooksidasi dan menyebabkan

instabilitas dan kerusakan membran sel
yang luas. Penyinaran sinar ultraviolet
selama 6 jam dapat menyebabkan
pelepasan enzim-enzim dari “suicide
packet” lisosom. Reaksi-reaksi ini
dapat menyebakan kerusakan sel dan
menimbulkan penyakit. Penelitian Mc
Vean menemukan bahwa sinar UV
dosis tunggal 20-50 KJ/m? dapat
mengurangi 65% dari kadar normal
Super Oxyde Dismutase (SOD) dan
katalase di epidermis.©"

Tubuh ~ memiliki  mekanisme
tersendiri dalam mekanisme pertahanan
terhadap radikal bebas. Salah satu garis
pertahanan yang penting adalah sistem
enzim, yaitu berupa SOD, katalase, dan
glutation peroksidase. Enzim-enzim ini
berperan dalam menetralisir radikal
bebas di dalam tubuh. Pada eritrosit,
peran enzim-enzim ini sangat besar,
karena eritrosit sangat mudah dirusak
oleh peroksida lipid akibat paparan
radiasi sinar ultraviolet. Peroksida lipid
dengan reaksi autooksidasi akan
menghasilkan  radikal bebas yang
menyebabkan kerusakan sel sehingga

menyebabkan terjadinya anemia
hemolisis.**)
Flavonoid adalah senyawa

phytochemicals yang berfungsi sebagai
pigmen pada tumbuhan, senyawa ini
terbagi atas beberapa kelas yaitu
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diantaranya flavon, flavonol, flavanon,
dan isoflavon.  Flavonoid  dapat
membantu tubuh dalam mencegah efek
buruk dari radikal bebas tersebut.
Sebagian besar flavonoid mempunyai
kemampuan sebagai antioksidan di
tubuh manusia. Senyawa ini yang
merupakan bagian dari polyphenols,
ditemukan pada berbagai makanan dan
tumbuhan. Senyawa flavonoid bereaksi
secara langsung dengan radikal bebas,
dimana elektron yang tidak berpasangan
pada radikal bebas ditangkap oleh
flavonoid tanpa menghasilkan radikal
bebas yang lain sebagai hasil reaksi.
Flavonoid dapat menghambat inisiasi
dengan menangkap radikal utama
seperti superoksida. Flavonoid juga
dapat bereaksi dengan peroksi radikal
untuk menghambat propagasi, senyawa
antara yang terbentuk saat flavonid
bereaksi dengan peroksi radikal, dapat
bereaksi dengan radikal lain selama
terjadi reaksi propagasi. Hal ini
mempercepat terjadinya reaksi
terminasi.®*%

Berdasarkan uraian di atas maka
peneliti  tertarik untuk mengetahui
kemampuan proteksi flavonoid dalam
menangkal radikal bebas akibat paparan
sinar ultraviolet pada tikus galur wistar.

Metode penelitian

Jenis penelitian adalah
penelitian eksperimental, dengan Pre
and Post Design. Penelitian dilakukan
di Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran ~ Universitas  Andalas,
Laboratorium Farmakologi Fakultas
MIPA  Universitas  Andalas, dan
Laboratorium Patologi Klinik RSUP
Dr. M. DJAMIL dari bulan Juni -
Agustus 2008.

Populasi, Sampel, Besar Sampel dan
Teknik Pengambilan Sampel

Populasi adalah tikus galur
Wistar, umur = 2 bulan dan berat badan
200-250 gram.Sampel diambil secara
acak dari populasi (simple random
sampling), yang jumlahnya dihitung
berdasarkan rumus. Fraenkle and
Wallen.  Dari perhitungan di atas
didapatkan jumlah sampel minimal
untuk masing-masing kelompok adalah
lima ekor.

Prosedur Kerja
Tahap Persiapan

Tahap persiapan meliputi adaptasi
10 ekor tikus galur Wistar selama 1
minggu di laboratorium Farmakologi
Fakultas MIPA Universitas Andalas.
Pengukuran berat badan hewan coba
dilakukan  sebelum dan sesudah
perlakuan.

Tahap Pelaksanaan

Setelah melewati tahap persiapan
maka hewan coba diambil darahnya
untuk dihitung jumlah eritrosit dan
aktivitas katalase, lalu tiap kelompok
tikus diletakkan di dalam ruang yang
diradiasi ultraviolet yang bersumber
dari lampu TL flourosen 20 watt.
Perlakuan dilaksanakan pada pagi hari
selama 6 jam/hari selama 1 minggu.
Khusus untuk kelompok dua diberikan
isoflavon secara oral satu kali sehari
selama perlakuan dengan dosis 20
mg/kgBB/hr. Setelah satu minggu,
darah sampel diambil kembali untuk
dihitung jumlah eritrosit dan aktivitas
enzim katalasenya.
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Penghitungan jumlah eritrosit
Penghitungan jumlah eritrosit

dilakukan secara otomatis
menggunakan mesin Pentra 60 dengan
prinsip sama dengan
sianmethemoglobin. Jumlah

eritrosit:adalah banyaknya eritrosit yang
terdapat dalam 1 mm?® darah.

Uji aktivitas enzim katalase

Aktivitas Kkatalase dinyatakan
sebagai banyaknya H,0, (dalam mol)
yang dipakai oleh katalase per menit.
Dihitung menggunakan metode Sinha
(1972) yang dibaca absorbannya dengan

spektrofotometer. Dinyatakan dalam
satuan unit/ mg protein. **

Pengolahan dan Analisis Data

Data tiap kelompok sebelum dan
sesudah perlakuan akan di uji
menggunakan  t-test  berpasangan.
Perbandingan rerata selisih antara kedua
kelompok di uji dengan t-test tidak
berpasangan dengan derajat
kepercayaan 95% (o= 0,05).

Hasil penelitian

Jumlah Eritrosit

Hasil yang diperoleh pada penghitungan
jumlah eritrosit adalah sebagai berikut :

Tabel 1. Jumlah Eritrosit pada kedua kelompok perlakuan sebelum dan setelah

penyinaran (juta/mm?).

Sebelum

Sesudah

Kelompok p

Perlakuan mean SD Min Max mean SD Min Max value
Kontrol 8,75 1,034 7,73 9,71 7,45 0,230 6,98 8,10 0,047
Isoflavon 8,42 0,530 7,67 8,85 8,89 0,363 8,49 9,22 0,303

Pada Tabel 1 dapat dilihat bahwa rerata jumlah eritrosit pada kelompok kontrol
lebih tinggi sebelum perlakuan yaitu 8.75+1.03 juta/mm dibandingkan sesudah
perlakuan yaitu 7.45+0.23 juta/mm. Hal ini menunjukkan terjadi penurunan
jumlah eritrosit pada tikus yang diberi sinar UV tetapi tidak diberi isoflavon.
Pada kelompok isoflavon, rerata jumlah eritrosit sebelum perlakuan lebih rendah
yaitu 8.42+0.53 juta/mm dibandingkan sesudah intervensi yaitu 8.89+0.36
juta/mm. Ini artinya terjadi peningkatan jumlah eritrosit pada tikus yang diberi
sinar UV dan isoflavon.
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Gambar 1.Rerata jumlah eritrosit pada masing-masing kelompok perlakuan
sebelum dan setelah penyinaran

Dari Gambar 1 dapat dilihat
bahwa rerata penurunan jumlah eritrosit
pada kelompok kontrol sebesar
1,29+0,769 juta/mm>. Penurunan ini
bermakna dengan nilai p= 0,043 (p<
0,05) dan pada kelompok isoflavon
terjadi  peningkatan  yang  tidak
bermakna jumlah eritrosit setelah
penyinaran dengan rata-rata sebesar
0,47+0,762 jutaymm®, dengan nilai p=
0,303 (p> 0,05). Terdapat perbedaan

bermakna rerata jumlah eritrosit setelah
perlakuan diantara kedua kelompok
dengan nilai p= 0,017. Dimana jumlah
eritrosit tanpa pemberian isoflavon
sesudah perlakuan lebih rendah dari
pada yang diberi isoflavon.

Aktivitas Katalase

Hasil yang diperoleh dari penghitungan
aktivitas katalase adalah  sebagai
berikut:

Tabel 2. Rerata Aktivitas Katalase pada Kedua Kelompok Studi Sebelum dan

Sesudah Perlakuan (unit/mg)

Sebelum Sesudah
Kelompok p
Perlakuan Mean SD Min Max Mean SD Min Max value
5,58
Kontrol 6,199 0,739 0O 7,207 4,801 0,230 4,575 5,008 0,03
3,90
Isoflavon 4,23 0,483 1 4951 5458 0,384 4,983 5,882 0,06

Tabel 2 menunjukkan rerata aktivitas enzim katalase sebelum dan sesudah
perlakuan pada kedua kelompok studi. Pada kelompok kontrol didapatkan rerata
aktivitas enzim katalase sebelum perlakuan lebih tinggi dengan nilai 6.20+0.74
unit/mg protein dibandingkan setelah perlakuan dengan nilai 4.80+0.23 unit/mg
protein, sedangkan pada kelompok isoflavon diperoleh hasil rerata aktivitas enzim
katalase sebelum perlakuan lebih rendah sebelum perlakuan dengan nilai
4.23+0.48 unit/mg protein dibandingkan retata aktivitas enzim katalase setelah
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perlakuan dengan nilai 5.46+0.38 unit/mg protein. Hal ini menunjukkan bahwa
penyinaran sinar UV dapat menurunkan ativitas enzim katalase tetapi tidak terjadi

apabila diberikan isoflavon
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Gambar 2 . Rata-rata aktivitas enzim katalase pada masing-masing kelompok
perlakuan sebelum dan setelah penyinaran.

Gambar 2 dapat dilihat bahwa
pada kelompok kontrol terjadi
penurunan  bermakna  (p=0.047)
aktivitas katalase sesudah penyinaran

dengan rerata penurunan sebesar
1,40+0,86 unit/mg protein. Pada
kelompok  isoflavon  mengalami

peningkatan aktivitas katalase dengan
rata-rata selisih sebesar 1,07+0,88
unit/mg protein tetapi peningkatan ini
tidak bermakna karena nilai p= 0,094.
Terdapat perbedaan yang bermakna
perubahan aktivitas enzim katalase
antara tikus yang dipapar sinar UV
tanpa pemberian isoflavon dengan
tikus yang dipapar sinar UV dan diberi
isoflavon. Aktivitas katalase kelompok

kontrol sesudah perlakuan lebih
rendah dari kelompok isoflavon.
Bahasan

Pengaruh  Pemberian  Isoflavon

terhadap Jumlah Eritrosit
Pada penelitian ini didapatkan
hasil bahwa untuk kelompok kontrol

terjadi penurunan jumlah eritrosit yang
bermakna setelah pemaparan sinar UV
dengan nilai p= 0,043 Hasil ini sesuai
dengan penelitian Eko S yang
menemukan penurunan jumlah
eritrosit pada tikus yang dipapar sinar
UV. Hasil yang sama juga dilaporkan
oleh  Larlykova  (2005) vyang
melakukan studi invitro  terhadap
darah vena yang diberi penyinaran
radiasi sinar UV sebesar 10.000 J/m?.
Hasil penelitian ini melaporkan terjadi

penurunan adenosine triphosphate,
phospholipid dalam darah dan
memburuknya stabilitas membran

eritrosit. Misra pada tahun 2005 juga
melaporkan bahwa paparan radiassi
UVB sebesar 0 — 2.0 mW/cm? dapat
merusak  eritrosit  secara invitro.
Radiasi ultraviolet (UV) merupakan
gelombang elektromagnetik  yang
dapat memberikan efek buruk pada
makhluk hidup.®***® Ppaparan UV
dapat memicu terbentuknya radikal
bebas melalui mekanisme sebagai
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berikut : Intensitas radiasi sinar UV
yang sangat tinggi dapat menyebabkan
reaksi fisi homolitik senyawa hidrogen
peroksida (H20,) menjadi spesies
radikal bebas hidroksil (OH°) yang
sangat reaktif. Radikal hidroksil dapat
bereaksi  secara acak terhadap
komponen biomolekul seperti
karbohidrat, lipid, protein dan asam
nukleat. Membran eritrosit merupakan
salah satu membran sel yang rentan
terhadap serangan radikal hidroksil
(OH°). Jika radikal OH° menyerang
membran eritrosit, maka fluiditas
membran sel akan terganggu yang
dapat menyebabkan lisis bahkan
kematian sel sehingga akan terjadi
perubahan pada jumlah eritrosit dan
kadar hemoglobin. Hal ini  yang
mengakibatkan terjadinya penurunan
jumlah eritrosit setelah pemaparan
sinar UV.G9

Pada kelompok isoflavon terjadi
peningkatan jumlah eritrosit setelah
pemaparan  sinar UV,  namun
peningkatan ini tidak bermakna.
Terjadinya peningkatan ini tidak dapat
dijelaskan  berdasarkan teori dan
literatur yang ada, maka diduga
peningkatan ini terjadi akibat prosedur
kerja dan faktor koreksi alat.
Perbedaan rerata selisih diantara kedua
kelompok bermakna secara statistik,
p= 0,017. Ini menunjukkan bahwa
isoflavon sebagai antioksidan dapat

mencegah efek sinar UV dalam

menyebabkan hemolisis.

Pengaruh  Pemberian  Isoflavon

terhadap Aktivitas Katalase
Aktivitas  Reactive  Oxigen

Species  (ROS)  dapat  dinilai

berdasarkan  aktivitas  antioksidan

enzimatiknya dan atau dari kerusakan
yang ditimbulkannya.® Pada
penelitian ini  digunakan katalase
sebagai salah satu arah parameter

penilaian aktivitas ROS, karena enzim
ini berperan dalam katalisis hidrogen
peroksida (sebagai ROS) menjadi air
dan oksigen. Semakin rendah aktivitas
katalase, maka aktivitas ROS akan
semakin meningkat.

Pada kelompok kontrol terjadi
penurunan aktivitas katalase sesudah
penyinaran dengan rata-rata penurunan
sebesar 1,40+0,86 unit/mg protein,
penurunan ini bermakna dengan nilai
p= 0,047. Terjadinya penurunan ini
disebabkan peningkatan pembentukan
ROS sehingga terjadi penumpukan
H,0,. Akumulasi H,0, ini
mengakibatkan menurunnya aktivitas
katalase akibat memecah H,0O,,
Akumulasi H,O, juga menyebabkan
terbentuknya radikal hidroksil yang
juga merupakan ROS.*” Hasil ini
sesuai  dengan  penelitian  yang
dilakukan McVean M dan Eko S yang
menemukan  penurunan  aktivitas
katalase dan SOD akibat penyinaran
sinar UV.®

Pada kelompok isoflavon terjadi
peningkatan aktivitas katalase dengan
rata-rata selisih sebesar 1,07+0,88
unit/mg  protein  setelah  diuji
peningkatan ini tidak bermakna karena
nilai p= 0,094. Reactive Oxigen
Species (ROS) dapat diredam oleh
sistem antioksidan endogen yang
merupakan lini pertahanan pertama,
namun dalam keadaan stress oksidatif
dimana radikal bebas yang terbentuk
lebih tinggi daripada sistem oksidan
yang mampu meredamnya maka
keberadaan  antioksidan  eksogen
sebagai lini pertahanan kedua sangat
diperlukan. Pada penelitian ini
dilakukan pemberian isoflavon sebagai
antioksidan eksogen. Isoflavon ini
penting  untuk  mempertahankan
integritas membran. Reaksi isoflavon
dengan H,0,, radikal peroksil dan
peroksida lipid menghasilkan senyawa
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antara yang mempercepat proses
terminasi radikal bebas lain, sehingga
dapat melindungi sel dari kerusakan.®
Hal ini bersamaan dengan kemampuan
isoflavon menginhibisi xantine
oksidase yang menyebabkan
terjadinya  peningkatan  aktivitas
katalase pada kelompok isoflavon. Hal
ini juga sesuai dengan yang ditemukan
Robert A  DiSilvestro  dengan
pemberian genistein pada tikus.®

Perbedaan  selisin  aktivitas
katalase  sebelum dan  sesudah
perlakuan pada kedua kelompok
tersebut secara statistik dinyatakan
bermakna p= 0,007. Hal ini
membuktikan bahwa isoflavon
berperan sebagai antioksidan eksogen
yang mampu mempertahankan
kestabilan membran eritrosit dan juga
dapat meningkatkan aktivitas katalase
sehingga akibat penyinaran UV dapat
diredam.

Penelitian ini  menyimpulkan
bahwa radiasi ultraviolet dapat
menyebabkan terjadinya peningkatan
pembentukan Reactive Oxigen Species
(ROS) vyang dapat dilihat dari
penurunan aktivitas katalase setelah
penyinaran. Peningkatan pembentukan
ROS ini dapat menyebabkan lisis pada
membran sel eritrosit sehingga terjadi
penurunan jumlah eritrosit setelah
penyinaran, dan juga dapat
disimpulkan bahwa isoflavon dapat
meredam aktivitas ROS yang dipicu
oleh radiasi ultraviolet.
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