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RINGKASAN

Telah dilakukan penelitian untuk mengetahui efek diferensiasi sel dan organ
terhadap kandungan asam amino dan fitosteroid. Studi ini dilakukan pada tanaman
Solanwm mammosum, Solanum Jaciniatum dan Solanum khasianum.

Sel terdiferensiasi yang digunakan daiam penelitian ini adalah kultur amobil
"CGS" dan kultur amebil dengan bahan pendukung alginat. Kultur  sel
terdiferensiasi hanya dilakukan pada tanaman Solanum mammosum, Karena sol
dari Sofanum faciniatum tidak mampu membentuk struktur Kompak "CGS",
sedangkan pada kultur kalus dari Solanum khasianum belum tersedia di
l.aboratorium Bloteknologi Farmasi Universitas Airlangga.

Organ tanaman yang digunakan adalah pucuk dari Solanum mammosum
{kode smp), Sofanum faciniatum (kode 8L-7) dan Solanum khasianum (kode SK-
5} yang diperoleh dari kultur pucuk yang ada di Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Farmasi Universitas Airlangga; organ daun dan buah Soflanum mammosum
giperoleh dari Kebun Raya Purwodadi Pasuruan Jawa Timur dan organ daun sena
buah Sofanum khasianum diperoleh dari Pusat Penelitian Tanaman industri Boger
Jawa Barat.

Disamping itu digunakan pula kultur kalus dan kultur suspensi dari Sofanuim
mammosum dan Sofanum laciniatum sebagal bahan penefitian,

Déri hasil penelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa diferensiasi sel
dan jenis organ menyebabkan perubahan profil asam amino dari Solanum

meammosum, Solanurm laciniatum dan Solanum khasianum.
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Organ buah mempunyai kadar asam amino relatif lebih cendah dari organ
daun, sedangkan kultur se! yang terdiferensiast (kultur amobil “CGS" dan amobil
alginat) mempunyai kadar relatif lebih rendah dari kultur kalus dan kultur suspenst
bebasnya.

Glutamat dan aspartat merupakan komponen asam amino utama. Histidin,
tirosin dan metionin selalu menunjukkan komponen asam amino dengan kadar
relatif rendah.

Setelah glutamat dan aspartat, lisin dan leusin banyak terdapt pada kultur
kalus dan suspensl, alanin banyak terdapat pada kultur terdiferensiasi (amobil
“CGS" dan amobil alginat), arginin banyak terdapat pada kultur pucuk, leusin dan
profin banyak terdapat pada organ daun dan glisin, prolin serta leusin banyak
lerdapat pada organ buah,

Organ buah mempunyai kadar protein lebih rendah dari organ daun,
sedangkan kultur sel terdiferensiasi mempunyai kadar protein lebih tinggi dari
kultur kalus dan kullur suspensi bebasnya.

Nilai rasio asam amino terhadap protein total pada organ buah lebih tinggi
daripada organ daun, sedangkan pada kultur terdiferensiasi lebih rendah daripada
kultur kalus dan kultur suspensi bebasnya,

Diferensiasl sel tidak menyebabkan perbedaan kandungan fitostercl, yaitu
sitosterol merupakan komponen fitostero! utama dalam ekstrak fraksi kloroform
dan hidrolisat dari semua kultur sel. Sedangkan pada jenis ergan yang berbeda

terdapat perbedaan fitostercl dalam ekstrak fraksi hidrolisatnya.
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Pada kuliur pucuk dan organ daun, kolesterol juga merupakan kemponen
fitosterol utam. Dan diantata organ yang mampu mempreduksi solasodina
terdapat perbedaan kandungan fitostercl dalam ekstrak fraksi hidrolisatnya.

Dari berbagai jenis kultur dan organ yang diamati, hanya kultur pucuk
Sofanum lacinletum (kode SL-7) dan organ bush Solanum mammosum dan
Solanum khasianum yang mampu memproduksi solasodina.

Tidak terdapat hubungan antara diferensiasi sel , keberadaan arginin dan

produksi solasodina, khususnya pada tanaman Solanum mammosum dan

Solanum khasianum,
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PENDAHULUAN

Produksi solascdina dengan sistem Kultur Jaringan Tanaman (KJT)
merupakan atternatif yang dapat dipilih untuk mendukung pencarian bahan bakuy
obat. Telah banyak dilaporkan produksi metabolit sekunder dengan sistem KJT
separti pada tanaman aslinya,

Tetapi banyak pula penelitian yang melaporkan tentang ketidakmampuan
sistem KJT untuk memproduksi metabolit sekunder solasedina,

tndrayanto dkk {1986} melaporkan bahwa dengan kuitur kalus Solanunr
mammosum fidak mampu memproduksi metabolit sekunder, solasodina. Hanya
mampu menghasilkan kolesterol kampestero!, stigmastercl dan sitosterol. Juga
dengan strain baru Solanum mammosum yang ditanam pada media (kinetin 2
mg/lt dan NAA 0.5 g/it) tetap tidak mampu memproduksi solasodina.

Ketidakmampuan kultur sel yang belum terdiferensiasi (kultur Kalus) untuk
memproduksi metabolit sekunder scolasedina pada beberapa spesies Solanum
juga telah banyak dilaporkan, misainya kultur kalus Sofanum laciniatum, Solanum
wrghtil, Sofanum khasiapum, Solanum avictdare, Solanum aculestissimum,
Sofanum aculeastrum (Carle, 1979 indrayanto, 1883, Galanes et al, 1984, Nabeta,
1993: Drowos dan Steaden, 1995),

Sampai a-;atiarang informasi tentang faktor-faktor yang berhubungan dengan

produksi metabolit sekunder solasedina, khususnya pada Solanaceae relalif
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Embke dan Eilert (886 telah melaporkan adanya hubungan antara produksi
solasodiﬁa dengan kandungan korophil tanaman dan diferensiasi sel. Tetapt
laporan ini ditentang oleh Indrayante dan Doran. Indrayanto et al (1898}
melaporkan bahwa kultur pada pucuk Sofanum mammosum {(SM) ternvata tidak
mampu memprodukst solasodina . Sedangkan Doran (1994) melaporkan bahwa
justru dengan kultur akar Sofanum aviculare ternyata dapat memproduksi
solasodina (28-32 mglg BK). Hasil ini menunjukkan bahwa produks! solasodina
tidak berkorelasi dengan kandungan kiorophil.

Eltayeb et al (1997) melaporkan bahwa terdapat hubungan kandungan
solasodina dengan perkembangan tanaman pada Sclanum nigrum dan Solanum
incanum. Dengan bertambahnya umur fanaman terjadi peningkatan kadar
solasodina pada-akar dan batang Sofanum nigrum, batang dan daun Sofanum
incanum. Tetapi terjadi penurunan kadar pada daun dan buah Solanum nigrum
dan akKar Solanum incanum.

Informasi lain adalah pendapat Kaneko et al (1978) yang manduga bahwa
sebagai sumber N pada biosintesa solasodina adalah L-arginin. Penelitian vang
mengkonfirmasikan pendapat ini adalah Erawati (1994), vaitu melaporkan bahwa
pemberian L-arginin pada media dapat meningkatkan kandungan solasodina dari
kultur pucuk Sofanum facipiatum. Tetapl penelitian ini belum mampu mengungkap
tentang hubungan antara kadar arginin dalam biomasanya dengan solasodina.
QOleh karena itu penelitfan yang mengatah pada tujuan di atas periu dilakukan.

Profil asam amino merupakan salah satu alternatif yang dapat dipilih untuk

T Gttt Mentrat Efie et A (1994) bakwa asam aming aroniatik, phénilalaning tires e

TESIS EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN SITI FATIMAH
TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,
Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

dan triptophan merupakan prekursor beberapa produk metabolit tanaman. Bray
(1983) menambahkan bahwa terdapat beberapa alkaloid yang diturunkan secara
fangsung dari asam amino aromatik, yaltu tirosin dan phenialanin sebagai
prekursornya,

Schripsema et at (1991) juga melaporkan bahwa adanya perbedaan profil
asam amino antara spesies tanaman yang safu dengan yang lain mempengaruhi
terekspresikannya senyawa alkaloid pada kultur suspensi sel Tabernaemcntana
divaricata.

Produksi metabolit tanaman tain yang diduga ada hubungannya dengan
hiosintesa solasodina yang perlu diamati adalah profit fitesterclnya.  Menurut
Heftmann (1974) bahwa kolesterol mempunyai peranan penting dalam tanaman,
aebagaizprekursor, sebagai bahan dasar dalam biosintesa semua steroid
tanaman,

Indrayanto (1983} menjelaskan bahwa kolesterol selain digunakan untuk
biosintesa  solasodina juga digunakan sebagai bahan dasar fitesterol lain,
misatnya kampesterol dan sitosterol atau glikosidanya.

Indrayanto dkk ({996) juga telah melaporkan bahwa kuliur Kalus Solanuny
mammaosum ternyata hanya mampu mengekspresikan kandungan fitosterol:
kolesterol, kampeatefol, stigmasterol dan sitosterol. Dimungkinkan dengan adanya
diferonsiasi sel dan pada berbagai jenis organ juga terdapat perbedaan kandungan
serta profil fitosterolnya,

Menurut Yeoman {1986) salah satu alternatif diferensiasi sel yang dapat

tiim!{ukan""n‘dalah'"dengan--amab%’:isasﬂ;---yaitu----men}erap---sel---dengan...suatu..matriks.,....................______i,_
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tertenty {misalnya alginat) dalam bentuk butiran yang mampu menciptakan
keadaan lingkungan sel menyerupal in vivo-nya, Kondisi int akan mengakibatikan
pertumbuhan sel menjadi lambat sehingga dibarapkan dapat digunakan unfuk
memanipulasi kemampuan sel untuk mengakumulasi metaboiit sekunder dengan
sistem KJT, karena prekursor yang ada akan lebih banyak digunakan untuk
membentuk metabolit sekunder daripada untuk pembentukan metabolit primer,
Disamping cara di atas yang banyak membutuhkan matriks sebagai pahan
pendukung, menurut Tsoulpha (1980), amobilisasi sel tanaman juga dapat
diperoleh langsung dari kultur suspensi bebasnya (Self Immobilisation), yaitu
nentuk butiran dari struktur kempak agregat sel. Struktur komnpak dari agregat sel
tersebut oleh Sierra {1981) diberi istilah Compact Globular Structures (CGS).
Berdasarkan penelitian pendahuivan yang felah dilakukan diketahui bahwa

kultur suspensi Sofenum mammosum (Kode SM) mampu membentuk struitur

kompak.
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2. Masalah Yang Diteliti
Bagaimanakah efek diferensiasi sel dan jenis organ terhadap kandungan asam
amino dan fitosteroid tanaman Solanum mammosum, Solanum laciniafum dan

Solanum khasianum.

3. Tujuan Penelitian
Fenelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek diferensiasi sel dan jenis organ
terhadap kandungan asam amino dan fitosteroid tanaman Sofanum

mammeoesum, Solanum laciniatum dan Solanum khasianum.

" 4, Manfaat Hasil Penelitian

{Dengan di ketahui efek diferensiasi sel dan jenis organ terbadap kandungan
asam aminec dan fitosteroid tanaman Sofanum mammosum, Solentm laciniatum
dan Sofanum khasianum akan menambah informas! tentang sistem bios‘mtésis

metabolit sekunder, khususnya solasodina,
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BAB 1

TINJAUAN PUSTAKA

2.4. TINJAUAN TENTANG Sofanum mamimosum, Solanum laciniatum
dan Sofanum khaslanum.

2 1.1. Solanum mahunosum

Divisi : Spermatophyta
Anak Divist . Angiospermas
Kelas . Dycotyledonae
Bangsa : Solanales
Anak Bangsa : Solanineae
Sukus :  Solanaceae
Marga +  Solanum
Janis . Solanum mammosum (Lawrence, 1978)

Sofanum mammosum L. diduga merupakan tanaman asli dari Amerika
Tropik. Pusat penyebarannya di Amerika Tengah sampal Meksiko bagian
Solatan dan sebagian besar Amerika bagian Selatan. Tanaman ini tumbuh baik
di Pulau Jawa dengan ketinggian tempat sampai 1220 metar di atas permukaan
laut (Milter, I969; Backer and Van Den Brink, 1968).

Sojanum mammosum L. termasuk tanaman herbaceous yang mempnyai
tinggi antara 1,0-1,5 meter. Tanaman ini dibagi menjadi tiga varietas yang dapat
dibedakan berdasarkan permukaan kuifit buahnnya, yaitu pertama buahnya
memiliki bagian vang disobut “mammililiaries”, kedua buah yang tfidak

mempunyal bagian “mammililaries dan ketiga buah yang herbentuk bola.
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Kandungan alkacid steroid penting dari tanaman ini adatah solasodina,
vang merupakan salah satu bahan baku obat steroid {Mancek, 1883}, Kandungan
solasodina dalam buah Sofanum mammosum berkisar antara 0,26-1,20 % BK,
tetapi pada daunnya fidak ditemui adanya kandungan solascdina tersebut
(Tarigan, 1980).

Indrayanto dkk (1986) melaporkan bahwa kultur kalus Solanum
mammostm vang ditapam pada media MS (kinetin 2 mg/it dan NAA 0.5 mg/it)
juga tidak mengandung solascdina dan diosgenin, tetapi hanya mengandung
kolestarol, kampesterol, stigmasterol dan sitosterol,

Indrayanto dik {1886} Juga melaperkan bahwa didatam kultur pucuknya

tidak ditemukan adanya kandungan solasodina.

2.1.2. Sofanum laciniatum

Divisi : Spermatophyta
Anak Divisi . Angiospermae
Kelas . Dycotyledenae
Bangsa . Solanales

Anak Bangsa . Solanineae

Suku 1 Solanaceae
Marga ; Solanum
Jenis » Solanum laciniatum

Solanum lacipiatum adalah salah satu jenis dati marga Selanum yang

banyak tumbuh di daerah tropis dan dapat menghasilkan solasodina.
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Chadler dan Dodds, 1983; Conner, 1987, telah banyak metakukan studi
tentang kandungan fitosteroid dalam kultur jaringan tanaman Sofanum
laciniafum Al Kuliur kalus dan suspensinya mengandung selasodina berkisar
antara 0,5 - 1,0 mgfg BK, Pada daun tanaman asai diperoleh sebesar 7,640,653
mgfg BK, pada batang sebesar 093 10,12 uglg BK dan pada akarnya
mengandung 3,22 £ 0,09 ugfg BK.

Conner juga menjelaskan bahwa dengan menginduksi terjadinya
diferensiasi sol (kultur pucuk Sofanum laciniatum Ait) preduksi sclasodina dapat
ditingkatkan.

Indrayanto dkk (1995) jugs melaperkan adanya kandungan solasodina
dalam kultur pucuk Solanum laciniatum, tetapi pada kultur kalusnya tidak

ditemui adanya kandungan solasodina.

2.1.3. Solanum khasianam

Divisi : Spermatophyta

Anak Divisi : Anglospermae
Kelas . Dycotyledonae
Bangsa . Solanales

Anak Bangsa . Solanineas

Suku ;. Solanaceae
Marga . Solanum
Jenis < Solanum khasigoum
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Spesies Ini juga merupakan salah satu jenis tanaman penghasil
solasodina dari organ bueh, daun dan batangnya (Tarigan, 1980).
Carle (1879} melaporkan bahwa dengan kultur kalusnya, Solanum

khasianum tidak mampu memproduksi senyawa spesifik solasodina.

2.2. Tinjauan tentang Kultur Jaringan Tanaman

Kuitur jaringan tanaman (KJT) dapat didefinisikan sebagal bagian atau
jaringan tanaman yang felah dipisahkan dari tubuh tanaman asalnya dan
ditumbuhkan dalam Keadaan steril pada suatu media buatan dan sel-selnya
mamptl tumbuh serta mengadakan pembelahan {Doods, 1982 Mantel, 1983
Bhojwani dan Razdan, 1983). Apabila selfjaringanfergan ditanam dalam media
padat atau statis sebagai eksplant steril akan membolah dan tumbuh menjadi
massa sel yang meristematis dan belum terdiferensiasi disebut kuftur kalus. Bila
kultur ini dipindahkan ke media cair dan diagitasi dengan kecepatan tertentu
akan tumbuh selvsel tunggal yang disebut kuftur suspensi. Sedangkan bila kultur
ini dijerap dalam sustu matriks tertentu sehingga pertumbuhannya akan menjadi
lambat disebut kuftur sel amobif.

KJT memerlukan media vang febih kompleks dari tanaman utuhnya,
yang unsur-unsurnya dapat dikelompokkan dalam 3 kelas, yaitu unsur makro,
mikio dan organik. Komposisi dasar dari 3 unsur media yang biasa digunakan

tortera pada lampiran 1. Modifikasi media disesuaikan dengan tu}pan

o pemb.e.ntukankultur - (Matti Ao '.1 QBZ},' o eteeebeeeim s mi ehm e m e e mhm = meeeks = = Meeeebs = o mhaim @ = b e basermm ShERseERAS oE m e84 @ o8 eees = o bareekaies @ seeehm o meesbaes m m eeek et m s sasar b . -
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KJT selain dimanfaatkan untuk bidang pettanian, sangat hermanfaat
pula untuk bidang farmasi. Mantell (1985) menjelaskan bahwa secara umum
tujuan dari pengembangan sistem KJT tersebut antara fain :

1. Produksi senyawa-senyawa tertentu yang berguna pada bidang

farmast atau  medik.

2 Biotransformasi senhyawa-senyawa tertenty menjadl senyawa baru

yang dapat digunakan pada bidang farmasi atau medik,

3. Produksi senyawa-senyawa spesifik,

4. Seleksi galur tanaman unggul untuk dipakai pada bidang pertanian,

5. Muitiplikasi tanaman secara capat dan seragam.

Khususnya di bidang Farmasi dan biokimia, sistem KJT dapat dipakai
untuk

1, Perkembangan tanaman obat secara cepat dan seragam,

2. Studi jalur biosintesis senyawa kimia alami,

3. Mencari senyawa kimia baru dengan aktifitas tertentu,

4. \solasi senyawa kimia terfentu yang sukar diperoleh dari tanaman

yang ditanam secara konvensional {Heide, 1988).
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2.3. Tinjauan tentang produksi metabolit sekunder pada tanaman
Metabolit sekunder didefinisikan sebagai senyawa kompleks yang
diproduksi tanaman tidak untuk periumbuhannya, tetapl digunakan untuik
melindungi tubuh tanaman tersebut dar serangga, bakteri, cendawan dan
patogen lainnya. Setiap spesies tanaman mempunyai senyawa spesific tertentu
(Manito, 1881 dan Frank, 1995). Misainya solasodina banyak dijumpai pada
beberapa spesies Solanum, tetapi tidak ditemui pada spesies tanaman yang lain.
Tempat pembentukan dari senyawa metabolit sekunder ini juga spesifik
untuk tap-ttap spesies tanaman tertentu, Demikian juga tentang tempat
penimbunannya. Ada tanaman yang tempat pembuatan atau penimbunannya di
akar, batang, daun, buah atau organ tanaman lainnya.
Terdapat beberapa kemungkinan tentang tempat pembuatan dan
penimbunan sehyawa metabolit sekunder dalam tubuh tanaman aslinya:
1. Tanaman yang tempat pembuatan dan penimbunan senyawa spesifik
sama atau tidak adanya transport senyawa spesifik tersebut daiam
- tubuh tanaman.
2. Tanamanh yang tempat pembuatan dan penimbunannya berbeda,
berartl terdapat adanya transport senyawa spesifik dalam tubuh
tanaman tersebut. Misalnya nikotin dari tanaman tembakau dibhentuk

pada akarnya, tetapl disimpan di dalam organ daun,
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Indrayanto dkk (1998) melaporkan bahwa pada kultur pucuk, Solanum
laciniafum mampt memproduksi senyawa solascdina, tetapi pada Sofanum
mammosum tidak mampu memproduksi senyawa solasodina,

Deran (1994) melaporkan bahwa dalam kultur akamya, Solanum
aviculare mampuy memproduksi soiasodina.

Contoh-contoh .diatas menunjukkan bahwa terdapat adanya perbedaan
mengenai tempat pembuatan dan penimbunan senyawa metabolit sekunder
antara spesies tanaman yang satu dengan yang lainnya.

Informasi tentang biosintesa metabolit sekunder untuk masing-masing
spasies tanaman sampal saat sekarang sangatiah terbatas.

Menurut Crocomo {1981) terdapat 3 hubungan antara pertumbuhan dan
pembentukan metabolit sekunder, yaitu

1. Pertumbuhan se! berlangsung bersama-sama dengan akumulasi

metabolit,

2. Akumulast terjadi setelah pertumbuhan sel menurunfbarhentl,

3. Pertumbuhan se! terjadi sedikit mendahului pembentukan metabolit

sekunder.

Menurut Manito (1981} tujuan dari pembentukan metabolit sekunder
dalam fubuh tanaman tinggi juga telap merupakan misteri. Sebaglan besar
penulis percaya bahwa produksi metabolit sekunder bertujuan untuk detoksifikasi
dar timbunan metabolit yang beracun, yang tidak dapat dibuang oleh organisme

o danaman LTS et NGB IR I e
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Dalam mikroorganisme, terdapat beberapa tujuan dari pembentukan
metabolit sekunder, yaitu

1. Metabolit sekunder sebagai pembuangan metabolit primer,

2. Metabolit sekunder sebagai

3. Metabolit sekunder sebagai detoksifikasi

4, Matabolit sekunder sebagai hasl dart pertumbuban yang tidak baik,

5. Metabolit sekunder sobagai pemegang peranan penting dalam proses

biokimia tanaman.

Dijelaskan pula, bahwa terdapat 7 jalur blosintesa metabolit sekunder
dalam mikroorganisme, yaitu :

1.Substrat diturunkan dari metabolisme glukosa,

2. Substrat berasal dari metabolisme asam Karboksilat,

3. Substrat berasal dart metabolisme asam amino,

4. Substrat berasal dari metabolisme glukosa dan asam Karboksilat,

5. Substrat berasal dari metabolisme glukosa dan asam amino,

6. Substrat berasal dari metabolisme asam karboksitat dan asam amino

7. Substrat berasal dari hasil ketiga metabelisme di atas (Rohr ef. al.,

- 19903,
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2.4.Produksi metabolit sekunder dengan sistem KJT

Teiah banyak ditaporkan produksi metabolit sekunder tumbukan seperfi
alkaoid, steroid, polifenol dan pigmen-pigmen fertentu yang telah diisolasi dan
diidentifikasi dari sistem KJT.

Sigrra (1991) tefah berhasil mengisolasi alkaleid dari Kultur suspensi
Tabernaemontana divaricata dan Catharanthus,

Sistem KJT merupakan salah satu alternatif untuk produksi metabolit
sekunder, karena sel dapat dikultur dalam jumlah yang relatif besar dengan
kondisi yang terkenfrol, dan permasalahan dalam hal pemanenan dapat
dikurangi (Par, 1989 & Butelaar, 1992 dalam Zhang, 1994).

Namun ada beberapa pendapat yang mengatakan bahwa produksi
metabolit sekunder dengan sistem KJT tidak selalu sebagai alternatif, karena ada
beberapa spasies ternvata tidak mampu memproduksi metabolit sekunder bila
dikulfur.

Misainya Indrayanto {1988) yang melaporkan bahwa kullur kalus
Solanum mammosum ternyata fidak mampu memproduksi senyawa metabolit
sekunder, solasodina seperti yang diperoleh pada tanaman aslinya. Pada tahun
1996, Indrayanto dkk juga melaporkan bahwa dengan kultur pucuk dati tanaman
yang sama juga tetap tidak mampu memproduksi senyawa metabolit sekunder
tersebut,

Ketidakmampuan kultur sel yang befum terdiferenétasi daiam

.....oaemproduksi. senyawa_solasoding dari_beberapa spesies Sofanuim juga telah
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banyak dilaporkan. Misainya Solanum laciniatum, Solanum wiighti, Solanum
khasianum, Solanum avictdare, Solanum  asulestissimum,  Solanum
aculeastrum (Carle, 1979; Indrayanto ot ai, 1983, Galanes et al, 1884; Nabeta,
1991; Drewes dan Steaden, 1885)

Menurut Zhang dan Harada (1994) terdapat beberapa hat yang dapat
menyebabkan kultur se! tidak mampu memproduksi metabolit sekunder seperti
tanaman asainya :

1. Sel yang dikultur berasa! dari jaringan atau organ yang tidak sama,
sehingga ada beberapa enzim yang tidak aktif bila sel belum
terdiferensiasi.

2. Produk yang dihasilkan terdegradasi lagi karena tidak adanya tempat
penyimp.anan pada sel yang belum terdiferensiasi.

Sotasodina merupakan salah satu contoh metabolit sekunder yang tidak
dapat dihasilkan dari beberapa spesles Selanum dengan sistem WJdTnya.
Sampai sekarang informasi tentang biosintesanya masih sangat terbatas.

Emhke dan Eilert {1983) menjelaskan adanya hubungan antara
biosintesa solasodina dengan kandungan kiorophyl tanaman dan diferensiast
sel.

Eltayeb et al (1897) menerangkan adanya hubungan antara kandungan
sotasodiﬁa dengan perkembangan tanaman pada Solsnum nigrum dan

Solanum incanum. Dengan bertambahnya umur tanaman terjadi peningkatan

st ar Eﬂ‘laﬁbdin‘ap‘adﬂ -akar-dan- hata ng- Sﬂf&ﬂﬂfﬂ--ﬂfﬂf’um . SQﬁ.ﬂbatang Handavn.e
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Solanum incanum. Telapi justru terjadi penurunan kadar pada daun dan buah
Sofanum nigrum serta akar Sofenum incanum,

Informasi lain adatah pendapat Kaneko et at (1976) yang menduga bahwa
bertindak sebagai sumber N pada biosintesa sofasodina adalah L.arginin.
Panelitian yang mendukung pendapat int adalam Erawati {1984) vyang
melaporkan bahwa pemberian L-arginin pada media dapat meningkatkan

kandungan solasodina dari kuliur pucuk Sofanum faciniatum.

2.5. Agam amino
Menurut Frank et al (1982) asam amino merupakan bagian terkecil dari
protein, dimana suatu molekuinya terdiri dari suatu gugusan karboksit {COOM)

dan gugusan aming {NH). Bentuk umum asam amino adaiah °

H o
| L//
R—C wone atay  RCHNH,COOH

(T

R merupakan gugusan residu dari moleku! yang berbeda bagi tiap asam
amine. Gugus R menyebabkan asaam amino berbeda sifat fisiknya, misalnya
kelarutannya dalam air. Asam amino yang umum terdapat datam protein kurang

tebih 20 macam,
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Bray (1983) menjelaskan bahwa kerangka karbon dari dua puluh macam
asam amino yang umum digunakan untuk sintesa protein berasal dari hasil
antara (inlermediat) proses glikolisis, . TCA, dan jalur pentosa phosphat,
Dijelaskan bahwa berdasarkan sumber kerangka karbonya, dapat
dikelompokkan menjadi 8 kelompok asam amino, yaitu

1. Serin, sistein dan glisin, kerangka karbonnya berasal dari 3

phosphogliserat.

2. Phanilalznin, tirosin dan triptophan, kerangka karbonnya berasal dari

erytrosa- 4-phosphat.

3. Alanin, valin dan leusin, kerangia karbonnya berasal darj piruvat.

4. Glutamat, prolin dan arginin, kerangka karbonnya dari oxaloglutarat.

5. Aspartat, lisin, metioenin, treonin dan isoleusin, kerangka Xarbonnya

berasal dari oxaloasetat.

6. Histidin, kerangka karbonnya berasal dari ribosa-5-P.

Errict et al (1994) menjelaskan bahwa asam amino aromatik,
phenitalanin, tirosin dan triptophan merupakan prekursor beberapa produk
metabolit sekunder tanaman., Bray menambahkan bahwa terdapat beberapa
senyawa alkalold yang langsung diturunkan dati asam amino aromatik, tiresin
dan phenilalanin sebagai prekursornya.

Sciripsema ot al (1991) melaporkan adanya perbedaan profil asam
amino dari beberapa spesies tanaman yang diamati. Misainya dalam kultur

e SusmﬁBi----clari----tanaman._.Cathamnthus._mseus.._.{L$:5_8J._._..ha.l1}!§_'-£__.mﬁ.ﬂ.ﬁﬁﬂé!ﬁﬂﬂ_......__...._..._.._.x........_..._._5._=
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2.5, Tinjauan tentang steroid

Steroid merupakan turunan dari “perhydrocyclopentanophenantrene”,
suatu kerangka inti yang terdirt dari 17 atom C, terdapat pada binatang dan

tumbuh-tumbuhan. Inti sterold jenuhnya disebut “gonane” (Heftmann, 1973).

oo

Substitust pada R1, R2 dan R3 menghasitkan bermacam-macam golongan
steroid. Secara garis besar dapat dibagi menjadi dua golongan, yaitu slercid
sederhana yang terdir dari maksimal 21 atom C dan steroid yang mempunyai
atom C lebih dard 21 misalnya : slerol, asam efnpedu, vitamin, glikosida jantung,
sapogenin dan alkaloid steroid. Berdasarkan efek farmakologl yang ditimbutkan
steroid digolongkan menjadi hormon seks {androgen, estrogen, gestrogen),
kortikesteroid, asam empedy, vitamin {(Manitio, 1981).

Steroid alam pada hewan berasal dari lanosterol, sedangkan dafam
tumbuban berasal dati sikloarteno! (Manitto, 1981).

Penggunaan obat-obatan golongan steroid ini sangat luas, meliputt obat
kontrasepsi, antiimplamasi (kortikosteroid), hormon  antiandrogen, steroid
janfung, vitamin dan lzin-tain (Keislich, 1986 dan Manitto, 1981). Bahan yang
banyak digunakan untuk membuat obat-obatan stercid sementara ini sebagian
besar berasal dan sterod tanaman, yaitu yang disebut fitostercid (solasodina,

diosgenin, hekogenin dan stigmasterof).
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2.7. Tinjauan tentang Solasodina

Solasodina merupakan salah satu altemnalif bahan baku obat steroid
setelah diosgenin (Mancak, 1984).

Solasodina termasuk golongan steroid alkioid, didalam tanaman terikat
dalam bentuk glikosidanya (Wagner et al, 1984; Kiel, 1983). Solasodina
mempunyai 27 atomn C, merupakan N analog dari sapogenin yang banyak
dihasikan oleh tanaman Solanum sp. Strukturnya hampir sama  dengan

diosgenin, dimana satu atom C pada diosgenin digantl dengan atom N sebagai

berikut :

Adapun rumus moleku! dari solasodina adalah C27H4302N dengan BM
413 62, Larulnn bebas dalam benzena, piridin, kloroform, larut datam alkoho!

dan aseton. Sedikit larut dalam air dan tidak larul ¢dalam ester.

( jalur biosintesa stercid dalam tanaman dapat dilibat pada fampiran 6).
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BASB Il
METODE PENELITIAN

3.1. TEMPAT DAN WAKTU

Penelitian dilakukan di Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Airlangga

sejak bulan September 1995 - September 1897.

3.2, BAHAN ATAU MATERI PENELITIAN

3.2.1. Bahan Tumbuhan

Bahan penelitian yang diguhakan berupa :

W kuitur kalus dan suspensi Solanum mammosum (Kode SM)

M kultur kajus dan suspensi Sofanum laciniafum (kode SL-7)

=& kultur pucuk Sofanum mammosum (kede sm-p)

m kultur pucuk Solenum faciniatum (kode St.-7)

B Kuitur pucuk Solanum khasianum (Kode sk-5)
diperoleh dari Laboratorium Bicteknologi Farmasi UNAIR Surabaya,

X organ daun dan bush Solanum mammosum dipercleh dari Kebun FPercobaan,
Kebun Raya Purwodadi Pasuruan Jawa Timur,

M organ daun dan buah Solfanum khasianum diperoleh darl Kebun Balai

Penelitian Tanaman Cbat Bogor Jawa Barat.

...........................................................................
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3.2.2. Bahan kimia

Kecuali dinyatakan lain semua bahan yang digunakan adalah produksi E. Mereck

dengan derajat pa. Sodium Alginat Produksi Sigma,

3.2.3. Media
Media dasar yang digunakan penelitian ini adalah media MS terdiri dar
makroelemen, mikroelemen, vitamin, asam amino dan hormon pertumbuhan,

Komposisi media MS tertera pada lampiran 1 dan tambahan komponen media

masing-masing kultur tertera pada lampiran 2.

3.3. ALAT-ALAT YANG DIPAKAI

W Laminar air flow cabinet, Daiton mode! San Ei Seisakusho {.1d tipe WS2-84-84,
m Otoklaf tipe WS2-84-64,

M Shaker dengan putaran 30-100-rpm,

u H meter Fiesher Accunmet model 230 A,

B Sentrifus Janetzki T-5,

B Oven “Despatch”,

B Alat-alat gelas untuk kerja aseptis,

m Spektrofotometer UV.VIG HP 8452,

E Alat analisa asam aming Hitachi model 535-50,

m GG merek GL-Science
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3.4, METODE PERCOBAAN

3.4.1. Tahapan Percobaan

R Pembuatan Media untuk berbagai jenis kultur
| Kultivasi kultur

® Panen kultur dan pengambilan organ tanaman
W Penetapan kadar air

m Penetapan kandungan asam amino

® Penetapan kandungan protein toial

w Penetapan kandungan fitosteroid

3.4.2. Pelaksanaan Percobaan
3.4.2.1. Pembuatan Media

Diambil volume tertentu larutan stok media MS, ditambahkan sukrosa
myoinositol, dan hormon pertumbuhan sesual dengan jenis kultur yang dibuat.
Tambahkan larutan NaOH 0.1 N atau larutan HCL 0,1 N untuk membuat pHi
modia = 5.7: tambahkan air sufing sampai volume menjadi 1 liter, Pembuatan
media cair, langsung dituang pada tempat sesuai dengan kebutuhan dan
pembuatan media padat terlebih dahulu ditambahkan agar kemudian baru dibagi
pada tempat yang disediakan. Tempat media ditutup rapat dengan aluminium foil,

kemudian distorilkan dalam otoidaf pada temperatur 121 C, selama 20 menit.
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3.4,2.2. Kultivasi Kuitur
Kultivast kultur dilakukan didalam LAFC yang telah dibersihkan dengan
afkohol 70%. Lampu UV dinyalakan selama kurang lebih 2G menit. Botol media
dimasukkan dalam LAFC, tutup botol dibuka kemudian mutut botol distoritkan
dengan cara dibakar lampu spiritus. Dengan menggunakan skalpel atau gunting

steril, kultur dipindahkan kedalam media baru. Mulut botol setelah disterilkan

diturup rapat dengan aluminium foil.

Kultivasi kuitur kalus

Lintuk mendapatkan kuitur kalus yang akan dianalisa, dipindahkan kurang
lebih 1,000 gram kultur kalus kedalam media baru dengan skapel steril. Subkultur

ditakukan setiap 2 minggu sekali.

Kultivasi kultur suspensi

Untuk memperoleh kultdr suspensi sel yang akan digunakan untuk analisa,
diambil kurang lebih 5,000 gr sei dari media padat dipindahkan kedalam botol
media cair. Kultur suspensi ditempatkan dalam ruang kultur dan diagitasi pada

shakar 50-100 rpm. Subkultur dilakukan setiap 7 hati sekali,

Kultivasi kultur amobii dengan bahan pendukung alginat

Pertama kali kultur suspensi (dipifih pada pasasi 3-8) disaring dengan

kertas saring steril, inokulum berupa massa sel hasil penyaringan sehanyak
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media baru, kemudian diaduk dengan menggunakan pengéduk steril. Dengan
menggunakan sendok steril, campuran tersebut diambil dan diteteskan satu per
satu kedalam 50 m! larutan CaClz 50 mM sehingga terbentuk butiran dengan
diameter 3-4 mm. Agar butiran tidak mudah pecah, butiran dalam tarutan CaCl;
diletakkan di atas shaker 50 rpm selama 3 jam. Untuk membersinkan butiran dari
CaCl, butiran dicuci dengan 25 mi media baru selama 3 kali, masing-masing 15
menit, 15 menit, dan terakhir 30 menit diletakkan di atas shaker. Terakhir kali
setiap 50 butiran dimasukkan dalam 25 m! media baru, diletakkan pada shaker

dengan kecepatan 50-60 rpm. Subkultur dilakukan setiap 7 hari sekali,

Kultivasi kultur amobil “CGS”

Pembuatan struktur kompak diperoleh dari kultur suspensi yang telah
dilakukan subkultur kurang lebih 10 kall dengan waktu subkultur 7 hari sekali.
Setelah terbentuk struktur kompak CGS, kemudian disaring dan dipindahkan
kedalam 25 ml media baru dan diagitasi pada shaker dengan kecepatan 30-60

rpm. Subkultur dilakukan setiap 7 hari sekaii.

Kultivasi Kultur pucuk

Untuk memperoleh kultur pucuk, dipindahkan antara 3-4 potongan kultur
pucuk stok dan ditanam pada media baru. Subkultur dilakukan setiap 4 minggu

sekali.
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3.4.2.3. Pemanenan kultur dan pengambilan organ tanaman
Bahan yang digunakan dalam penelitiannya adaiah :
a Kultur kalus dan kultur pucuk dipanen pada umur 4 minggu,
B Kultur suspansi, amobil "CGS” dan amobil alginat dipanen umur & hari,
M Organ daun dan buah dipanen darl tanaman berumur 4 bulan, organ daun

dipilih yang berkedudukan di tengah dan buah dipilih berwarna kuning muda.

3.4.2.4. Penetapan kadar air sampel
Penentuan kadar air serbuk sampel mengikutt metode Farmakope
Indonesia edisi I}l (1979). Serbuk sampel bisa diekstrasi bila kadar air tidak lebih
dari 10%. Ditimbang 0,100 mg serbuk kering udara, kemudian dioven pada suhu
105°C selama 30 menit. Kemudian didinginkan dalam eksikator 2 20 menit dan
baru diukur lagi beratnya setelah pengeringan. Kadar air dihitung dengan rumus :
borat awal - berat akhir

KA, = x 100%
berat awal

3.4.2.5. Penetapan kandungan asam amino

Analisis  kandungan asam amino dilakukan dengan Kromatografi
pertukaran ion menurut Hitachi Scientific Instrument Tecnhnical Data Sheet
(1986), Semua sampel diamati duplo dongan syarat variasi data tiddak lebih dari
10%. Adapun tahapan analisisnya adalah sebagai berikut
B hidrolisis sampel

K pembuatan larutan pereaksi ninhidrin
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H pembuatan tarutan eluen
® pembuatan larutan standar asam amino
® preparasi sampel hasil hidrelisis
® perhitungan
Hidrotisis Sampel
| Kurang lebih 1,000-2,000 mg sampel kering ditambah 1 mi HCI & N,
dikocok sampai homogen kemudian dioven pada subu 110°C selam 22 jam.
Cairan hasll pemanasan kemudian diuapkan dengan cara mengalirken uap N

sampai kering, Hasl digunakan untuk anatisis.

Pembuatan larutan ninhidrin

Ditimbang natrium asetat anhidrat sebanyak 82,000 gram, larutkan
didalam 150 ml air suling steril, tambahkan 25 mi asam asetat anhidrat. Setelah
larut, encerkan larutan tersebut dengan air suling sampai volumenya 250 ml,
Kocok larutan menjadi homogen dan pH diatur 5,5 dengan indikator universil.
Tambahkan kedalam larutan tersebut 750 mil seliulov, aduk hingga homogen
sambil diallri gas nitogen selama 20 menit (larutan 1),

Timbang 20,000 gram ninhidrin dalam botol kedap udara, kemudian
masukkan kedalam larutan {f) sambil diaduk supaya larut sempuma, sambil
alirkan gas nitrogen selama 15 menit (farutan i), Pada larutan |l tambahkan 1,7
ml larutan titanous klorida dan aduk sambil dizfiri gas nitrogen selama [0 menit.,
Tambahkan larutan buffer sampai volume menjadi 1 liter. Larutan ninhidrin yang

sudah jadi sebaiknya disimpan dalam aimari es,
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Pembuatan larutan eluen
Larutan eluen ini merupakan larutan dapar dengan berbagal macam

pH yang tersusun bahan-bahan dengan komposisi sepertl tercantum nada

tabel 1.
Tabet 1 :
Daftar larutan dapar dengan berbagai harga pH
2 TEluen 3.1 Ely Tiolumn -
i BRI R A e L R s T  regenergtion

Air suling 07 | 0,71 07t 0,71 0,714
Natrium sitrat 7,740 7.74g5 1471g 12867 9 -
Natrium hidroksida - - - - 8,0
Matrium kicrida 7.07g| 7.07gt 2920184359 -
Asam sitrat 20,00g § 20,0001 1050g | 6,109 -
Etil alkohot 130 mi 20 mi - - -
Bensil alkehol - - - 50 ml -
Tiodiglikol 5mi 5mil 5 mi - -
lLarutan Bryj-35 4 mil 4 ml 4 mi 4 mi 4 mi
Asam kaproat 01 ml 01mi| O1mit C1mi 0,1 mi
Jumlah Vol 1H# it 14 10t 1H
o 1 3,3 3,2 43 49 - ]

Pembuatan larutan standar asam amino
{ arutan siandar mengandung 18 macam asam -asam amino baku. Dipipet
0,2 ml larutan standar dengan pipet ukur 1,00 mi dimasukkan ke datam labu

ukur S0 mi. Larutan standar ini diencerkan dengan larutan dapar sitrat 0,2 N,

pH diatur 2,2 dan larutan disiapkan untik pengukuran pada alal penganalisis

AsaM-asam amine.

TESIS
EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN

TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,

Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum

SITI FATIMAH



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

28

Penyiapan sampel hasil hidrolisis

Hasil hidrolisis yang berupa sampel kering berwama hitam merupakan
nasi sisa-sisa senyawa karbon dalam tabung hidroligs tersebut ditambahkar
0.5 ml NaQH 0,01 N dan diaduk sampal homogen dengan alal ultrasonik
setama 15 menit. Kedalam campuran tersebut ditambatikan 1,5 mi HCI 0,02 N
dengan diaduk sampai hemogen, kemudian suspensinya diambil dengan
injektor 2 mi. Campuran yang terambil ini disaring dengan filtar Miltex - HA

0.45 um dan hasit saringan dimasukkan kedalam tabung sampel 500 wd untuk

siap dianalisa.

Kondisi alat

Waktu analisis - 144 menil
Valume optimum sampel .10 nmol
Ukuran kolom 4% 150 mm (2819F)

iKecepatan alir dari larutar pufer ;0,475 mlimenit
Tekanan kolom . 130 kgicm”®
Temperatur kotom . 53°C
Temperatur tempat pencampuran

Anlara sampel dan ninhidrin . 95-96°C

TESIS
EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN

TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,
Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum

SITI FATIMAH



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

29
Perhitungan

Berdasarkan perbitungan luas area sampel yang dibandingkan dengan
luas area standar asam amino, dapat dibitung kadar masing-masing asam
amino penyusun sampel dengan cara sebagal berikut

Py
C;.: = e X {:3[ x Bhﬂ.m
Ast

Keterangan

A, = Luas area asam amino sampel

Ay = Luas area asam amino standar

C, = Berat {mg} asam amino

C. = Konsentrasi asam amino dalam sampel standarfvolume standar yang
diimjeksikan (n mol)

By = Beral molekul asam amino standar

Kemudian persen kadar dari masing-masing asam amino dapat diperoleh

dengan rumus !

C, Vs
% AA = X ¥ 100%
' BS Vi :

Keterangan

BS = Berat sampel (mMg)

V., = Volume sampel setetah dihidrolisis {ul)
v, = Volume sampel yang diinjeksikan {uil}
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3.4.2.6. Penetapan Kandungan Protein total

Analisa kandungan protein total yang digunakan adalah secara tidak langsung,
yaitu partama kafi mengamati kandungan N total dengan metode Mikro Kjeldahi
menurut AOAC Edisi 15 {1990} yang dimodifikasi depgan pewarnaan pareakst
Nessler {Regenstein,1984). Kemudian kandungan N tota! yang diperoleh
dikalikan dengan faktor perkalian 6,25. Semua bahan dianalisa duplo dengan
syarat variasi data tidak lebih dari 10%. Apabila terjadi variasi lebih dari 10% baru

ditakukan pengamatan ke-3. Adapun tahapannnya adalah sebagai berikut

W destruksi

% pembuatan pereaksi Nesslor

m preparasi sampel hasil destruks
& perhitungan kandungan N total

8 perhitungan kandungan protein total

Destruksi

Dostruksi dilakukan dongan menggunakan 15 mi HaS04 pekat. Sampel yang
digunakan sebanyak 0,200-1,200 gr. Untuk mempercepat proses detruksi,
ditambahkan katalisator HgO sebanyak 0,100 gr dan K;504 sebanyak 2,500 gr.

Bostruksi diberhentikan bila larutan sudah jernih berwarna kuning muda sampai

jernih tanpa warma.
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Pembuatan Pereaksi Nessier

Untuk membuat 500 mi pereaksi Nessler diperiukan :

a. 17.5 gr Kl dilanutkan dalam S0 m! air suling,

b. 8 gr HgCl dalam 200 ml zir suling papas,

c. 60 gr NaCH dalam 125 mi air suling

Adapun cara pembuatannya adalah sebagat berikut

Campurkan larutan a dan b secara baik, yaitu dengan cara menuangkan larutan b
sedikit demi sedikit kedalam larutan a sambil diaduk, Kemudian masuikan larutan
¢ yang panas kedatam campuran di atas. Selanjuinya aduk larutan tersebut dan
ad-kan sampal volume 500 ml, selanjutnya diamkan di dalam almari es satu
malam. Ambil larutan yang jernih dan pindahkan kedalam botol gelap, dengan

cara menyaring larutan dengan glasswol, simpan larutan dalam almari es,

Preparasi sampel hasil destruksi

Filtrat hasil destrukst pertama kali diencerkan denhgan air suling sampai
volume 100 ml. Untuk membuat larutan sampel yang memiliki kandungan N
masuk dalam range kandungan N pada |larutan baku, maka dilakukan
pengeceran lagi sebesar 25 kali. Untuk analisa dengan alat spektrofotometer LiV-
Vis, dilakukan dengan cara mengambil fitrat hasil destruksi setelah diencerkan
sebesar 4 ml kemudian ditambahkan 1 mi pereaksi Nessler, selanjutnya di-adkan

dengan air suling sampai volume 50 mi dan dikocok kurang lebih 1 menit. Setelah

hemogen siap untuk diamati dengan spektrofotometer UV-Vis.
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Perhitungan kadar N total

Kandungan N fotal sampel dari  spokircfotometer diketahui  dengan cara
menginterpolasi nilai absorbansi dari sampe! kedalam persamaam Kurva baku
yang dibuat pada wakiu pengamatan yvang sama. Kandungan N total dalam

persentase berat kering (% BK) dapat dihitung dengan rumus ;

Hg N hasi spekirofotometer
%N = x 100%
1g blomassa per ml sampei

Perhitungan kandungan protein total
Kandungan protein totai diperoleh dengan cara mengalikan kandungan N total
yang diperoleh dengan fakter perkalian 6,25 (rata-rata kandungan N dari protein

alamiah sebesar 16%}.

TESIS EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN

TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,

Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum

SITI FATIMAH



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

33

3 .4.2.7. Analisis Kandungan Fitosterc! dan Solasodina

Analisis kandungan fitosterol dan  solasodina  dilakukan dengan
menggunakan metode Carle (1979) dan indrayanto et. al. (1993) yang dimodifikasi.
Semua -sampel diamati duple dongan syarat variasi data tidak lebih dari 10%.
Fitosterol yang dianalisis adalah kelesteroi, kampesterol, stigmastere!, dan
sitosterol baik dalam ekstrak fraksi kioroform maupun fraksi hidrolisat. Adapun
tahapan analisis yang dilakukan antara lain :
B ckstraksi fraksi Kloroform
® hidrolisis
W okstrakst fraksi hidrolisat
m preparasi sampel
® analisis kualitatif dan kuantitatif dengan GC

R perhitungan kadar dalam pg/g

Ekstraksi fraksi kloroform

Kurang Jebih 0,500 - 100 gr serbuk kering yang telah ditentukan kadar
airnya diekstrasi dengan 10 mi kloroform selama 10 menit dengan alat vortek,
Fillrat disaring dan ditampung dalam botol ukuran 50 ml. Ekstraksi dilakukan
sebanyak 4 kali dan filtrat yang dihasiikan dikeringkan pada suhu kamar sampai

kering.

TESIS
EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN SITI FATIMAH

TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,
Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

34

Ridrolisis
Residu ekstrasi fraksi kloroform dihidrolisis dengan 15 mi HC1 2 N dalam metanel
dan dioﬂren pada 75°C selam 2 jam. Setelah dingin diatur pHnya menjadi 10
dangan menambahkan NaOH 10 N, Kemudian kedalam filtrat ditambah 1G ml air
suling untuk selanjutnya diekstraksi.
Ekstraksi fraksi hidrolisat

Ekstraksi pada fraksi hidrolisat dilakukan sama dengan ekstraksi pada
fraksi kloroform. Tetapi untuk mengambil filtratnya, dilakukan sentrifuse -pada
kecepatan 2500 rpm selam 10 menit kemudian supernatannya ditarik dengan

pipet dan ditampung pada botol ukuran 50 ml. Fitrat yang didapat dikeringkan

pada suhu kamar untuk dianalisis.

Preparasi sampe!

Filtrat dari fraksi kloroform maupun dari fraksi hidrolisat masing-masing
diencerkan dengan 2 ml. Kloroform, kemudian larutan tersebut dibagi menjadi 4
bagian (@ 0,5 mi) yang siap dianalisa,

Analisis sampel dengan GC

Diambil dua bagian larutan sampel ditambah dengan 1 bagian standar
internal progesteron dikocok secara homogen. Kemudian diambit 3 ul diijekkan
pada alat GC dan selanjutnya dicatat luas area puncak dari masing-masing
senyawa yang dicari dan juas area puncak standar internal progesteron. Kadar
sampel dari alat GC dihitung dengan cara menginterpolasikan luas area puncak

kolesterolisolasodina dari sampet ke daiam persamaan regresi kurva baku yang

dibuat padd penganatan yang sanva:
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OV-1 Chrompack 2 meter 1/8 inchi
1,7 kglem?

280°C

Hamilton micro syringe 10u, volume injek 3

FiD suhu 280°C

GL-Science Chromatocorder mode! 12 dengan
Chatt spesd 2 min/em; attenuation 2, MA 100; MW

0,3 dan endtime 25.

Perhitungan kadar bahan dalam pg/g

Kadar senyawa fitosterol dan solasodina dari sampel dalam (ugfg) dapat

dihitung dengan rumus :

vol .peng kadar hasii
f.pengxf sstkrgx — ¥ dari GC per 3
vol. Injek
KS =
berat penimbangan {gr)

dimana .

Ko = Kadar sampel (Lg/g)

. peng = faktor pangeceran

f. sst krg = faldor susut kering

Vol peng = volume pengonceran (2000 1)
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BAB iV
HASIL PENELITIAN

4.1, Karakter Pertumbuhan

Karakter pertumbuhan yang diamati adalah indeks periumbuhan dari
kultur suspensi, kuliur amobil “CGE" dan kuiur amobil alginat Solanum
mammosum pada umur 2,4,6,8,10.12 dan 14 har setelah tanam. Data hasil
pengamatan dapat dilihat dalam tabel 2 dan 3, sedangkan grafik indeks

pertumbubannya dapat dilihat pada gambar 1.

Tabel 2. Data hasit pengamatan indeks pertumbuban {*) dari
Kkuitur suspensi, kuitur amobil “CGS” dan kuitur amnh!l
alginat Sofanum mammosum (kode SM) pada barbagai
umur pengamatan

gt
5 2604043 'i';'ﬁ"?";};%‘;dh' 1,07 £ 0,01
4 2,944 0,18 114 1 0,01 1,07 + 0,02
& 4,82 3 0,31 1,24 1 0,01 1,271 0,08
8 5,81 + 0,30 1,34+ 0,02 1,45 £ 0,05
10 | 629+0,15 1,41 + 0,07 1,56 1 0,09
12 | 7341037 1,46 1 0,02 1,69 + 0,11
14 | 7,45+0,53 2,34 + 0,22 2,73 1. 0,03

Keferangan :

® date di atas merupakan nilai rata-ratan=5

# (") = indeks pertumbuhan berat basah {rasio berat BB awal /BBakhir)
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Tabel 3. Data hasil pengamatan indeks pertumbuhan {**} dari _
kultur suspensi, kultur amohil "CGS" dan kultur amnhli
alginat Sofanum mammosum {kode 5M) pada berbagai
umur pengamatan

suspensh L ElEES
1,75+ 0,06 1634+0/1
4 2,00+ 0,08 1681004 1,39+ 0,05
& 2,724 0,09 1,87+ 0,03 1,41+ 0,09
8 | 383x159 1,86 1 0,01 1,464 0,04
10 3,59 +0,51 2081 0,05 147 + 0,03
12 2,60+ 0,10 2,12+ 0,03 1,66+ 0,11
] 14 2,521 0,08 2,55+ 0,08 2,59+ 0,23
Keterangan :

W data di atas merupakan nilai rata-ratan =5

m (*)=indeks pertumbuhan berat kering (rasio berat BI awal /BK akhir}

38
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Gambar 1. Grafik indeks pertumbuban.
(A} data Tabkel 2 dan (B) data Tabel 3,
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4.2. Kandungan asam amino

Asam amino yang diamati terdiri dari 17 macam, yang dibagi menjadi &
ketompok. Kelompok 1, terdiri dan histidin (HIS), phenilatanin (PHE}, tirosin
(TYR): kelompok 2 terdiri dari serin (SER), glisin (GLY), sistein (CYS); kelompok
3 terdif dari alanin (ALA), valin (VAL}, leusin (LEU); kelompok 4 terdin dar
glutamin (GLU}, prolin {PRO), arginin (ARG}, kelompok 5 terdirt dan aspartat
(ASP), lisin (LYS), treonin (THR), metionin {MET) dan isoleusin (ILE}. Data hasil
pengamatan kadar masing-masing asam amino disajikan dalam tabel 4. Contoh
kromalogram analisa asam amino dapat dilihat pada gambar 2 dan 3.

Sedangkan histogram dari data hasil pengamatan pada gambar 4.
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4.3. Kandungan protein

Tabel 5. Data hasii analisa kadar protein (% BK} dari berbagai

faciniatum dan 8. khasianum.

jenis kuitur dan organ tanaman 5, mammosum, S.

T Jenis " Solanum Sofanum Solanum
] sampel | HI4Mmostim faciniatum khasuianum
Kultur kalus 16,26 23,75 TD
Kultur suspensi 2161 25,00 D
Kultur amobit “CGS" 31,82 D TD
Kultur amobil alginat 20,01 TD TD
Wultur pucuk 24.56 20,519 3335
Crgan daun 23,36 TD 21,04
Organ buah 11,34 | TR 7,62
]
Keterangan :

Solanum mammosum . Kultur kalus, suspensi, amobit “SGS™ dan kultur amobil
alginat dari 8. mammoswm (kode SM), kuitur pucuk dari
3. mammosurm (kode smp) dan organ daun serta buah
dari S. mammosum.

Sofanum laciniatirn  ; Kultur kalus, suspensi

feciniatum (kode SL-7).

dan kultur pucuk dari S,

Sofanum khasianum  : Kultur pucuk dari 8. khasianum (kode SK-3) dan organ

daun serta buah dari S. khasianum.

T 1 Tidak diamati
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Gambar 7. Histogram kadar protein (%BK) dari berbagai jenis

kultur dan organ tanaman 8. mammosuim, S. laciniatum
dan S. khasianum.
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4.4. Rasio asam amino/protein

Rasio masing-masing asam amino/protein total dibitung dengan membagi
kadar masing-masing asam amine dengan kadar protein yang didapatkan. Nila
rasio ini dihitung dengan tujuan untuk mengetahui seberapa besar peranan
rasing-masing asam amino sebagai penyusun protein.

Nilal tasio dari masing-masing asam amino disajikan dalam tabel 6, dan

histogramnya dapat dilihat pada gambar 8.
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Gambar 8. Histogram ras

dari berbagai ienis Kultur

laciniatum dan 3, khasianum
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4.5. Data hasil pengamatan kadar fitosteroic
Kadar fitostercid diamaii dengan GC detektor FID, baik dalam ekstrak fraksi
Kloroform dan hidrolisatnya. Contoh kromatogram dari larutan standar dan sampe!

dapat ditihat pada gambar 11, data hasil pengamatan disajikan dalam tabel 7.

(A) (B3

Respen detekior

ot .

|

B 3

>
monit

Larutan slandar
Larutan sampel

Kolesterol
. Kampesterol
. sligmasterol

¥elerangan @ 1,
2
]
4. silozlerol
5
&

m>

. solasoeding
. progesteron

i i form kultur pucuk
Gambar 41. Contoh kromatogram dari ekstrak fra§£§1 ktﬂrc_:
Sofanum laciniatum (kode SL-T} (Kodisi alat lihat 3.4.2T)
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Gambar 12. Histogram kadar fitosterol dari berbagai jenis _kultur dan
organ S, mammosum, S. laciniatum _dan S. khasianwm { 1)
fraksi kloroform dan ( 8 ) fraksi hidrolisat.
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Keterangan :

rem"mooomr

J.
K.
L. Organbuah Sofanum khastanum

Kultur kalus Sofanum mammosum (kode SM)

Kultur suspensi Sofanum mammosum (kode SM}
Kultur amobil *CGS” Solanum mammosum (kode SM)
Kultur amobil glginat Sofanum mammosum (kode SM)
Kultur pucuk Sofanum mammosum (kode smp)
Organ daun Sofanum mammosum

Organ buah Sofanum mammosum

Kultur kalus Solanum laciniatum (kode SL-7)

Kultur suspensi Solanum faciniatum (kode SL-7)
Kubtur pucuk Sofanum faciniatum {(kode 5L-7)

Organ daun Solanum khasianum

Heterangan

1.

S

Kolesterof
Kampesterol
Stigmastero
Silgsterol
Solasodina

57
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4.6. Data hasil analisa kualitatif kandungan solasodina
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Analisa kualitatif kandungan solasodina dilakukan dengan KLT (Kiesielgel

B0 F254),

kemudian dikembangkan dengan campuran eluen kloroform :

metanol : diety! amin {20 : 2 : 0,5). Dengan penampak noda Dragendorff, noda

senyawa pembanding solasoding tampak berwarna orange pada Rf = 0,6. Data

hasi pengamatan disajikan dalam tabel 8.

Tabel 8. Data hasil pengamatan analisa kualitatif kandungan solasodina

dengan KLT
Jenls sampel Solanum Solanum _ Solanum |
HIanNmasum laciniatum -khasfanum

Kuftur kalus Negatif Negaff D
Kultur suspensi Negatif Negalif TO
Kultur amobil *CGS” Nepgalfif TD TD
Kultur amohil alginat Negatif B D
Kultur pucuk Negatf Posiif MNagatf
Crgan daun Negalif ™ Negalif
Organ buah Positif 0 Positif
Ketlerangan :
Solanum marmmosurm - Kultur kalus, suspensi, amobil “CGS", amobil alginat

dari 8. mammosum {kode SM), kultur pusuk S,

mammosunt (kode smpl, organ daun dan buah 3.

MaMmmasum
Sofanurn lacimatem - Kultur katus, suspensi dan kutlur pucok dari 3,

Soplanum khasianom

TD

Negali

facimaturm (kode SL-7)

© Kuttur pucuk dari S, khtasianum (kods SK-3), organ
gaun dan buah dari & khasianum

- Tidak diamali

. Tidak adanya noda yang sama dengan noda senyawa pembanding

solasoding
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4.7. Hasil analisa kuantitatif kandungan solasodina
Kadar solasodina diamati dengan GC detektor FiD dari ekstrak fraksi

hidrolisatriya. Conloh kromatogram dari larutan standar dan sampel dapat dilihat

pada gambar 14, data hasi pengamatan disajikan dalam tabel 9.

(A} (8)

Respon detektor —— >

A S
N
£

H S 'E
>
menif

Ketarangan - 4. Kolesterot A Larutan slandar

2. Kampestero] B: Larutan sampel

3. stigmasterol

4, silostero!

&. solasoding

&. progosteron

Gambar 14. Contoh kromatogram dari larutan standar dan ekstrak fraksi
hidrolisat kultur pucuk Sofanum laciniatum (kode SL-T)

(Kodisi alat jihat 3.4.2.7)
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Tabe! 9. Data hasii pengamatan analisa kuantitatif kandungan

sofasodina dengan GT {ugl/g)

Kufiur kalus Negatif TD

Kultur suspenst Negalif Negatif T

Kuhur amobit "CGS" Wegalif T T

Kultur amobil alginat Negatif TO T

Kultur pucuk Negafif 41592 T

Organ daun Negatif 1D Negatif

i Cigan puah §.7082 0 1 301V, 2 |

Keterangan |

Solanum mammosum + Kultur kalus, suspensi, amobil “CGS", amobil alginat
dari 8. mammosum (kode SM), kultur pucuk S.
marmmosum (kode smp), organ daun dan buah S.
mammosiim

Solanum facinigtum  : Kultur kalus, suspensi dan kultur pucuk dati &.
laciniatum (kode SL-T)

Solanum khasignum  : Organ daun dan buah dari S. khasianum

0 ; Tidak diamati

Negatif . Tidak tampak adanya puncak area yang sama dengan
senyawa pembanding solasodina
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BAB V
PEMBAHASAN
Profil asam amino

Sofanum mammosum. Dari gambar 4 dapat dilihat bahwa profil asam amino
pada berbagai jenis kultur dan organ yang diamati adalah mirip. Glutamat dan
aspartat merupakan komponen asam aminc utama {glutamat 2,80-5.04 % BK dan
aspartat 0,76-2,43% BK). Kadar glutamat selalu lebih tinggi dari pada kadar
aspariat. ). Asam amino lain yang juga menunjukkan kadar relatf tinggi adalah
leusin alau lsin (0,83-1,43 % BX) banyak terakumulasi pada kullur kalus dan
suspensi; alanin (u,ea&,as % BK) banyak terakumuiasi pada kuitur amobil "CGS”
dan kultur amobil aiginat, arginin (1,36 % BK) banyak terakumulasi pada kultur
pucuk; leusin {1.75% BK) banyak terakunidasi pada organ daun dan glisin serta
prolin  banyak terakumulasi pada organ buah (Tabel 4). Pada organ buah
menunjukkan bahwa hampir semua komponen asam amino kelompok aspartat dan
giutamat mempunyai kadar relatif lebik rendah dari berbagai jenis kultur dan organ
lainnya:yaitu profin {0,48%BK)}, lisin (0,35% BK]}, treonin (0,26 %BK), arginin {0,36%
BK) dan isoleusin (0,32%BK). Sedangkan pada kultur pucuk dan organ dan
Komponen asam amino Ini menunjukkan kadar relatif lebih tinggi: yaitu profin {0,66-
1,33%BK), lisin {1,13-1,20%8K), treonin {0,68-0,0,83%BK}, arginin (1,07-1,36%BK}
dan isoleusin {0,71-1,01%BK).

Sofanum laciniatum. Dari gambar 4. dapat dilihat bahwa glutamat dan
aspariat juga merupakan asam amino utama, tetapl kadar giulamat tidak selalu lebih

tinggl dari aspartal. Pada kuitur kalus dan suspensi, kadar giulamat lebth tinggt dani
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aspartai (giutamat 2,18-3,11% BK dan aspartat 1,61-4,30% BK), sedangkan pada
kultur pucuk, kadar aspartat lebih tinggi dari glutamat (aspartat 4,3% BK dan
glutamat 3,18% BK). Asam aminc lain yang juga menunjukkan kadar relafif tinggi
adalah jeusin (0.84-1,22 % BK} dan lisin {1,07-1,16% BK) pada kultur kaius dan
suspenst dan arginin (1,52%BK) pada kultur pucuknya. Komponen asam amino
kelompok aspartat dan glutamat pada kultur pucuk Sofanum laciniatum (kode SL-7)
juga menunjukkan kadar relatif lebih tinggl daripada kuitur kalus dan suspensinya.

Sofanum khasianum. Pada spesies tanaman ini, givtamat dan aspartat juga
merupakan asam amino utama {(glutarnat 0.88-8 78 % BK dan asparat 0,56-5,63 %
BK), tetapi kadar glutamat tidak selalu lebih tinggi dari aspartat. Pada Kultur pucuk
dan organ buah, kadar glutamat lebih tinggt dan aspariat, tetapi pada organ daun
terjadi hal yang sebaliknya, aspartat lebib tinggi dari giutamat. Asam amino lain yang
juga menunjukkan kadar relatif tinggi adalah arginin banyak terakumulasi pada kultur
pucuk, leusin banyak terakumulasi pada organ daun, dan leusin serta glisin banyak
terakumulasi pada organ buah. Sebagian besar komponen asam amino pada ku!.tur
pucuk menunjukkan kadar relatif tinggh yaitu glutamat {8, 78%BK), asparnat
(5,63%BK), lisin {0,29%BK), treonin {0,84%BK), arginin (2,79%BK) dan isoleusin
{0,68%8BK).

Dari data diatas menunjukkan bahwa glutamat (0,98-6,78 % BK) dan
aspariat (0,56-5,63% BK) merupakan asam amine utama pada hampir semua jenis
kultur dan organ dari tiga spesies Sofanum yang diamati.

Schrepsema dan Verpotee (1991) melaporkan bahwa arginin (3,5%BK) dan

glutamin {0,7%BK) merupakan asam amino utama pada dua strain kultuy suspensi
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sel Tabemaemonlana divaricata, sedangkan giutamin (0,7% BK; arginin 0,2% BX
dan phenilalanin 0,3% BK) merupakan asam amino utama pada kultur suspensi
Caftharanthus roseus. Glutamin {2% BK), alanin (3% BK) dan serin (i% BK)
merupakan asam aminoe utama pada kultur kalus embrionik dari tanaman jagung
(Claparols dkk, 1992). Bewley dkk {I286} juga melaporkan bahwa alanin (% BK),
asarn glutamat (2,6% BK} dan leusin (1,8% BK) merupakan asam amino utama pada
biji tanaman jagung.

Data-data di atas menunjukkan bahwa spesies tanaman yang berbeda
menunjukkan perbedaan puia profil asam aminonya. Sehingga hal ini menarik untuk
diteliti apakah asam aminc dapat menjadi suatu cirt famili tanaman.

Berdasarkan penelitian yang tetah dilakukan, ditemul pula perbedaan profil
asam amino antara berbagal jenis kullur dan organ yang diamati. Asam amino lain
yang juga menunjukkan kadar relatif tinggi disamping glutamat dan aspartat adalah
leusin dan lisin (0,83-1,35%BK) banyak terakumulasi pada kullur kalus dan
suspensi, alanin banyak terakumuiasi pada kulur amobil {0,98-1,65% BK), argiﬁin
banyak terakumulasi pada kultur pucuk (1,36-2,7% %, BK), leusin banyak
terakumulasi pada organ daun (1,14-1,756 % BK), sedangkan glisin {0,47-0,563 %
BK), prolin (0,27-0,48 % BK} dan leusin {0,44-0,49% BK) banyak terakumulasi.
organ buah.

Hal ini menunjukkan bahwa pada berbagai jenis kuliur dan organ yang
berbeda, terdapat perbadaan pula profil asam aminonya. Sehingga hal ini juga

menarik untuk diteiiti ebih fanjut.
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Kandungan protein

Solanum mammosum. Berdasarkan analisa protein yang dilakukan
menunjukkan babwa organ buah mempunyal kadar protein relatif rendah (11,34%
BK} dibandingkan vang lainnya. Sedangkan diantara kultur sel yang diamati, kultur
amobil "CGS" menunjuikkan kadar protein relatif finggl (31,82% BK), kemudian
ditkuti kultur suspensi {21,61% BK), kultur amobil alginat (20,01% BK} dan terendah
pada kultur kalusnya (18,26% BK).

Solanum faciniatum. Kadar protein pada  kultur pucuk relatif rendah (20,51%
BK) dibandingkan kultur kalusnya (23,75 % BK) dan kultur suspensinya {25% BK).

Solanum khasianum. Organ buah juga mempunyal kadar protein relatif
rendah (7,6% BK) dibandingkan organ daun (21,04% BK} dan Kuliur pucuk (33,35%
BK}.

Dari data di atas, dapat disimpulkan bahwa kKandungan protein pada organ
buah relalif lebih rendah dibandingkan organ daun dan berbagai jenis kultur yéng
diamati. Hal ini sesuai dengan pendapat Frank et al (1982}, yang menjelaskan bahwa
sebagian besar sel-sel pada organ buah sudah dewasa {terdiferensiasi menjadi
tempat penyimpanan), sel-selnya tidak akiif membelah, dan tingkat respirasinya
rendah. Sehingga distribusi protein, yang merupakan salah satu sumber energ
biosintesa senyawa organik tanaman pada organ buah menjadi rendah. Keadaan ini
verbeda dengan organ daun, yang sebagian besar sel-selnys, retatif masih muds,
aktif melakukan pembelahan dan mempunyai lingkat respirasi lebih tinggl, maka

akurnuiasi prolein pada organ ini menjadi tebih tinggl.
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Diantara kultur sel yang diamati, kultur amobil mempunyai kadar protein relatif
lebih rendah dart pada kultur suspensi bebasnya. Hai ini sesuai dengan pendapat
Abdul mazid (1983), yang menjelaskan bahwa amobilisasi sel tanaman dapat
mengakibatkan tingkat pertumbuhan  sel menjadi rendah. Sel yang tingkat
pertumbuhannya rendah, mempunyai tingkat respirasi yang rendah pula. Sehingga
pada kultur ini hanya sedikit membutuhkan protein sebagai energi untuk
pertumbuhannya dan sebagai akibatnya, protein yang terbentuk menjadi banyak
banyak yang terakumulasi. Berdasarkan penelitian yang dilakukan menunjukikan
bahwa tingkat periumbuhan pada kultur amobil (amobil "CGS” dan amaobil alginat)

lebih rendah dari tingkat perlumbuhan kuitur suspensi bebasnya (gambar 1).

Rasio asam amino/protein

Solanum mammosum. Profil nilai rasio asam amino/protein total pada
herbagai jenis kultur dan organ yang diamati tidek jauh berbeda dengan profil kadar
asam amino absolutnya. Yailu glutamat (6,61-28,66) dan aspartat (3,58-20,97) juga
menunjukkan nifai rasio asam amino terhadap protein total retatif tinggi. Asam amino

lain yang juga mempunyai nilai rasio terhadap kadar protein relafif tinggi adalah

Jeusin {5,10-8,62) dan lisin {5,10-6,25) pada kultur kalus dan suspensi, alanin (4,90-

5,19) pada kultur amobil, arginin (5,54} pada kultur pucuk, Teusin {7,48) dan prolin

{5,68) pada organ daun dan glisin {4,67) serta profin (4,23) pada organ buahnya.
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Nilai rasio aspariat { protein total  (18,52) dan glutamat / protein total (28,66) pada
organ buah lebih tinggi dari organ daun dan kultur selnya. Sedangkan nilai rasio
grginin ! protein total (4,58), treonin { protein total {3,98), isoleusin f protein total
(4,32}, lisin / protein total (5,14) dan prelin f protein total { 5,69) pada organ daun
lehih tinggi dari pada organ buah dan kultor selnya. Nilai rasio alaninfprotein total
pada kultur amobil "CGS” dan alginat juga relatif tinggi {4,90-5,19) dibandingkan dati
kultur kalus dan suspensinya.

Sofanum lacinfatum.  Glutamat (B72-15,5) dan asparlat {6,44-20,97) juga
menunjukkan nilal rasio terhadap protein total relatif tinggl dart pada asam aming
lainnya. Arginin {7 41) juga menunjukkan nilai rasio relatif tinggi pada kultur
pucuknya. Leusin (3,54-4,88) dan lisin {4,51-4,64) menunjukkan nilai relatif iinggi
pada kultur kalus dan suspensinya. Hampir semua nilai rasic asam amino yang
diamati pada kuliur pucuk refatif lebih tinggi dani pada kuliur seinya, kecuali nilai
rasio lisin / protein total (4,00},

Sofanum Khasianum. Sama dengan dus spesies yang lainnya, ghutamat
(6,61-20,33) dan aspartat (7,35-16,88) juga menunjukkan nilai rasio terhadap
protein total relatif tinggi pada kultur pucuk, crgan daun dan buahnya. Arginin juga
merupakan asam aming penyusun protein pada kultur pucuk, leusin sebagai asam
amino penyusun protein pada organ daun dan glisin serta leusin sebagai penyusun
asam aming penyusun protein pada organ buah, Hampir semua nilal rasic asam
aminc terhadap kadar prolein yang diamati pada organ buah relatif iebih tinggi dari
organ daun dan kultur pucuknya. Hlanya asparal (10,41) dan profin (3,61) yang

menunjukkan nilal rasic terhadap protein lebih tinggl pada organ daunnya,
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sedangkan pada kullur pucuknya hanya glutamat (20,33), aspartat (16,88) dan
arginin {8,37) yang menunjukkan nilai rasio terhadap protein febih tinggi.

Dari data dialas dapat disimpulkan bahwa giuiamat dan aspartat merupakan
komponen asam amino ulama penyusun protein pada berbagai jenis kuliur dan
organ yang diamati. Leusin dan lisin juga Imempakan asam aming utama penyusun
protein pada kultur kalus dan suspensi, alanin merupakan asam amino utama
panyusun protein Kultur amocbil, arginin juga merupakan asam amino utama
penyusun protein pada kultur pucuk, leusin dan prolin juga merupakan asam amino
penyusun protein pada organ daun, leusin, prolin serta glisin juga merupakan asam

aming uiama penyusun protein organ bugh,
Profil fitosterol

Solanum mammosum. Dari gambar 12. dapat dilinat bahwa sitosierol
merupakan fitosterol utama pada berbagai jenis kultur sel (kalus, suspensi, amobii
"CGE" dan amobil alginat), bailk dalam ekstrak fraksi kloroform dan hidrolisatnya.
Dalam ekstrak fraksi kloroform dari kuttur pucuk dan  organ daun, kolestero! juga
merupakan komponen fitosterol vtama. Tetapt dalam ekstrak fraksi hidrolisatnya
tidak ditemui adanya komponen fitostero! uwtama, karena semua fitostero! hanya
dapat 1erakumilasi dalam jumiah yang tidak terukur alau trace. Sedangkan dalam
fraksi hidrolisat dari organ buah, hanya stigmasterol yang dapat ferakumulasi.

Kampestercl datam organ ini tidak dapat lerakumulasi.
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Sofahum lacivatum. Sama dengan Solenum mammaosum, sitosters!  uga
merupakan filostercl utama dalam fraksi kloroform dari kuitur seinya dan kolestercl
juga merupakan fitosterol utama pada  kultur puguk. Dalam ekstrak fraksi
hidrolisatnya, stigmasterol dan sitosterol merupakan fitosterol utama, baik pada
kKultur se! dan kultur pucuknya. Tetapi dalam fraksi hidrolisat kultur pucuknya,
kolesteral dan kampesterol tidak terakumulas

Solanum khasiarium, Sitosterol dan kolesterol juga merupakan fitosterol
wama daltam fraksi kloroform organ daun. Da!am ekstrak fraksi hidrolisatnya, hanya
stigmasterol  dan  sitosterol yang terakumulasi, sedangkan kolesterol dan
kampestero! tidak terakumulasi. Dalam ekstrak fraksi hidrolisat dari organ buah,
hanya kampesterol yang ferakumulasi.

Dari ketiga spesies anaman yang diamati dapat diambil kesimpulan bahwa
dalam ekstrak fraksi kloroformnya, sitostercl merupakan fitostero! utama dari semua
jenis kultur dan organ yang diamati dan kolesterol juga merupakan fitosterol utama
pada kulur pucuk seria organ daun. Terdapat perbedaan fitostero! utama dalam
ekstrak fraksi hidrolisat dar berbagai jenis kultur dan organ tiga spesies tanaman

yang diamati.
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Solasodina

Berdasarkan analisis kualitatif dan kuantitatif yang telah dilakukan, hanya
pada organ buah dan Solanum mammosum dan Solanum khasianum serta kultur
pucuk Sofanum faciniatum yang dapat diperoleh solasodina.

Ketidakmampuan Kulur sel dari  Solanum mammosum dan Solanum
iscinisfum (kede SL-7) dalam meproduksi solasedin diduga disebabkan oleh tidak
terakumulasinya kolesterc! bebas sebagai bahan dasar solasodina dan rendahnya
kadar arginin {0,33-0,82%BK) sebagai sumber N dalam biosintésa solascodina, Hat
ini sesual dengan pendapat Indrayanio (1983) yang menjelaskan bahwa jalur
biosintesa solasodina berasal dari kolestero!l (lampiran 7). Ketidakberadaan
kolesterol pada kultur sel diduga disebabkan bahan yang ada tidak digunakan
membentuk kolesterol, tetapi banyak digunakan untuk membentuk  fitosterot yang
lain, misalnya siosterol. Berdasarkan penelitian yang dilakukan diperoleh hasii
bahwa, kolestero! ditemukan dalam jumtah yang tidak dapat terukur dalam ekstrak
fraksi Kicroformnya darl semua kullur sel. Sedangkan sitostercl merupakan fitostero!
yang dapat terakumulasi dalam jumiah besar pada semua kultur sel dari Solanum
mammosum (243,0-601,2 ugfg BK) {gambar 12).

Namun pada kultur pucuk Sofanum mammosum, dimana Kolesterol bebas
dan arginin dapat terakumulasi dalam jumiah relafif tinggi {kolesterol 706,8 ugfg BK
dan arginin 1,36%BK), ternyaia tetap tidak mampu memproduksi splasodina. Hai ini

diduga disebabkan kolesterol yang terakumulasi tidak digunakan membeniuk
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solasoding, karena dalam sel kultur pucuk tidak tersedia organ sel sebapai tempat
penyusunan solascdina. Hal ini berbeda dengan kultur pucuk Solanuim faciniatum,
diduga didalam seinya sudah tersedia organ sebagai tempat penyusunan
sofascdina. Sehingga kolesterol dan arginin yang ada dapat digunakan untuk
membentuk solasodipa. Data di atas menunjukkan adanya perbedaan biosintesa
solasodina antara Solanum mammosum dan Sofanum laciniatum.

Tidak ditemukannya solasodina dalam organ daun Solanum mammosum dan
Solanum khasianum diduga juga disebabkan tidak tersedianya organ sel sebagai
tempat penyusunan solasodina. Kolesterol dan arginin - yang diduga sebagai
prekursor solasodina, sebenamya dapat terakumulasi datam jumlah relatif besar
(kolesterol 313,8-453,8 uglg BK dan arginin 0,65-1,07%BK). Tetapi tidak digunakan
untuk membentuk solasodina dan diduga ditransport ke dalam crgan buah sebagai
tempat pembentukan solasodina, Hal ini sesual dengan pendapat Willuhn (1970}
yang menjelaskan bahwa pada Solanum dulcamara tidak terjadi tranport alkatoid
steroid dari pucuk ke organ buah. Diduga hanya terjadi transport prekursor-
prekursomya dari pucuk ke buah sebagai tempat penyusunan atkaloid steroid dari
Solanurn dulcamara,

Data di atas juga menunjukkan adanya kemiripan biosintesa solasodina
antara Solanum mammosum dan Solanum khasianum, tidak terbukti adanya
hubungan antara keberadaan kolestercl, arginin dan keberadaan solasodina,

khususnya pada gua spesies tanaman ini.
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BAB Vi

KESIMPULAN

. Dari penelitian yang dilakukan diperolen hasii bahwa diferensiasi sel dan jenis

organ menyebabkan perubahan profil asam amine dari Sofanum mammosum,
Solanum laciniatum dan Solanum khasianum.

Organ buah mempunyai kadar asam amino relatif lebih rendah dari organ
daun, sedangkan kultur sef yang ferdiferensiasi mempunyai kadar relatif lebih
rendah dari kultur kalus dan kultur suspensinya.

Glutamai dan asparlat merupakan asam amino utama pada berbagai jenis
kultur dan organ yang diamati, telapi terdapat perbedaan asam aming yang
lain anlara berbagai jenis kultur dan organ yang diamafi. Lisin dan leusin
banyak terdapat pada kuliur kalus dan suspensi, alanin banyak terdapat pada
xultur amobil (*CGS™ dan alginat), arginin banyak terdapat pada kuliur pucuk,
leusin dan prolin banyak terdapat pada organ daun dan glisin prolin sarta
leusin banyak terdapat pada organ buah.

QOrgan buah mempunyai  kadar protem lebih rendah dari organ daun,
sedangkan kultur se! terdiferensiasi mempunyai kadar protein lebih tinggi dari
kultur kalus dan suspensinya.

Nilal rasio asam amino giutamat dan aspartat terhadap protein total pada organ
buah lebih finggl daripada organ daun, sedangkan pada kultur sel
terdiferensiasi lebih rendah daripada kutur kalus dan  kultur suspensi

bebasnya,

TESIS EFEK DIFERENSIASI SEL DAN JENIS ORGAN

TERHADAP KANDUNGAN ASAM AMINO DAN FITOSTEROID TANAMAN Solanum mammosum,

Solanum lacinlatum dan Solanum khasianum

SITI FATIMAH



WV, 1

73

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Semua jenis kultur sel yang diamatl tidek mengandung kolestercl dalam
ekstrak fraksi kloroformnya, dan hanya mengandung sitosterol. Pada kultur
pucik dan organ daun, kolestercl juga merupakan fitosterc! utama. Diantara
organ yang mampu mengakumulasi solascdina  terdapat perbedaan

kandungan Titosterc! dalam ekstrak fraksi hidrolisatnya.

. Dari berbagai jenis kultur dan organ yang diamafi, hanya koltur pucuk

Solanum laciniaturm, organ buah Solanum mammosum dan  Solanum
khasianum yang mengandung solasodina.

Diduga terdapat kemiripan Diosintesa solasodina anfara  Solanum
mammosum dan Sofanim khas:‘énum, yaitu terjadi transport prekurkor
solasodina dari daun ke dalam buah. Tetapi terdapat perbedasan dengan

Solanum lacinialum.

3. Tidak ferdapat hubungan antare keberadaan kolesterol, arginin dan

keberadaan solasoding,  khususnya pada Solanum mammosum  dan

Solanum khasianum.
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BAB VIl

SARAN

Perlu dilakukan penelitian anjutan tentang °

1. Efek diferensiasi dan jenis organ terhadap kandungan wmetabolit
tanaman yang lain.

2, Efek diferensiasi dan jenis organ terhadap kandungan asam amino dan
fitosteroid dari berbagal jenis kultur dan jenis organ serta dari tanaman
yang lain.

3. Pemberian label pada asam amino arginin agar diketahui secara pasti

sumber N dalam biosiniesa solasodina
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Lampiran |. Komposisi media M3 yang dimoedifikasi untuk pertumbuhan
stok kultur pada Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Farmasilniversitas Airlangga.

Komponen Jumlah {mgil}
NH4NO3 1600
KNG3 19G0

- CaCl.2H20 400
MgSO4.7H20 370
KH2P04 170
Kl 0,83
H3IBOJ 6,2
MnSC47H20 22,3
ZnS047H2O 8,6
Na2.EDTA.2H20 0,25
Mio-inositol 100
Asam nikotinat .5
Piridoksin HCH 0.5
Tiamin HCS 0,4
Glisin 2
Sukrosa 30
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L.ampiran 2. Komponen tambahan untuk pembuatan media kultur kalus
dan kuitur pucuk dari Solanum mammosum, Sofanum
faciniatum dan Solanum khasianum

Komponen tambahan

Jumiah (mgfl)

(MS # covnrna,
Kultur sel Kultur pucuk
Casein 4000 100
mic-inositol 100 100
Sukrosa 30.00G0 30.00G
Kinetin 2 -
BA - 4
NAA 0,5 “

Keterangan :

Kultur sel meliputi kuitur katus, suspensi, amobil alginat dan amobil

“CGS”
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lampiran 3. Skema Pembuatan Media MS Cair

t.aruian slok

|

Komponen media MS

|

dangan konsentrasi 100 kali

}

masing-masing diambil 10 m!

}

ditambah 100 mg mio-inositol

|

ditambah hormon pertumbuhan
(sesuai dengan macam media yang dibuat
dalam percobaan)

|

ditarabah air suling sampai % volume akhir
PH diatur 5,7 - 5,8 dengan NaOH 0,1N atau HC 01N

}

Yolume dibuat 1 liter

dibagi dalam 20 erlemeysr 300 mi
masing-masing erlemeyer 50 ml

}

diotaklaf 121°C selama 20 menit
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_ampiran 4 .Skema ekstra ksi fitosteroid

SKEMA EKSTRAKS!

0,3-1 gram serbuk kering

¥ocok dengan kloroform
(10 ml, 3-4 x @ 10 menit}

'

Sa{ing

Residu Filtrat
Fraksi kloroform

Hidrolisis l
{HC1 datam methanol} _ _
pada 750 C selama 2 jam Uapkan sampai kering

v \

Diamkan sampai dingin Ditentukan
l ' kadar fitosterol

Basakan dengan NaOH 10 N
pH menjadi 10

Encerkan dengan 10 ml

Air 1u|ing

Kocok dengan kioroferm
{3 kaii)

'

Filfrat
Fraksi hidrolisat

Ditentukan kadat
Fitostercidnya
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Lampiran 7. Bagan jalur biosintesa asam amino

ploioueT

Om EOTH
= CoaH
Cruslageim

(Fr-0rCilyg,

{H CH
F-Hibz1e-PP

HE

T —
Hi—0OH

R

Erylhipan-d./

AT —
e Hidald I
=]
m@ X Surin Tiyptoplen
Tyzouln
Phanylalanin

Ghyein
— Surin ——Cyilaln
R R 1

Lelgln

Ha

Lol
{n el
Qruwt

Valln
Lyeln ~1

Digmincpimoiinzaurg

v

Lirrgprinatiura -

",

Bapdean === A upaagphn
Hpriatario e Bathlenin

Thraonin === lzolgucia

aykhuE }u,‘m CooH

Lo COQLHE
T+ Oragtulanst

Sintesa asam amino

Cristine Falter, 1986

G’quml'-'-'—-ﬁluumln

Qrpithla Pralin -

Celasnlify —eeseee Argrbnlp

Foumilip der
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ArinceFunen

Earln - Familio

Pytuvat: Formilia
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Lampiran 8 . Contoh data hasi analisa asam amino darl ekstrak
hidsolisat organ buah Solanum mammosum
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Lampiran 9 Contoh data hasil analisa kuantitatif kandungan

fitosterol dan solasodina dariekstrak hidrolisat kultur

pucuk Sofanum faciniatum (kode SL-7)
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