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RINGKASAN

Kultur jaringan tanaman (KJT) seperti halnya tanaman induknya, ada yang
mampu inenyerap berbagai ion-ion logam yang ada di dalam media atau lingkungan
tempat tumbuhnya, serta mengakumulasikan dalam bagian organ-organnya. Selam
tanaman utuhnya, KJT juga dapat digunakan untuk eksperimen fitoremediasi.

Sementara itu penelitian tentang respon KJT terhadap ion-ion logam masih
sangat beragam. Oleh karena itu dilakukan penelitian akumulasi Cu®*, Cd**, Pb™ dan
St™ serta studi pertumbuhan, kandungan fitosteroid dan asam amino pada kultur A.
amaniensis, C. speciosus, S. laciniatum dan S. mammosum. Untuk penentuan ion-ion
logam digunakan ICP-AES, untuk penentuan fitosteroid digunakan TLC-Scanner dan
GC, dan untuk penentuan asam amino digunakan Amino Acid Analyzer.

Dari  hasil peneliian menunjukkan bahwa kultur suspensi sel Agave
amaniensis mampu tumbuh pada media yang mengandung kadar tinggi hingga : Cu**
15 ppm, Cd*™ 25 ppm dan Pb® 40 ppm. Kultw kalus Costus speciosus mampu
tumbuh pada media yang mengandung kadar tinggi hingga: Cu®' 20 ppm dan Cd** 20
ppm. Kultur suspensi sel Costus speciosus mampu tumbuh pada media yang
mengandung kadar tinggi hingga: Cd** 20 ppm dan Pb?" 40 ppm. Kultur pucuk
Solanum mammosum mampu tumbuh pada media yang mengandung Cu®" hingga 40
ppm. Kultur pucuk Solagnum lacinigtum  mampu tumbush pada media yang
mengandung kadar tinggi hingga: Cd”* 20 ppm dan Sr*" 200 ppm.

Berbagai konsentrasi Cu”™* (0-40 ppm), Cd™ (0-25 ppm), Pb** (0-40 ppm) dan
Sr* (0-200 ppm) berpengaruh terhadap pertumbuhan kultur maupun morfologis dan
histologis kultur. Pada umumnya terjadi penurunan [P (lebih rendah dari kontrol),
pada kadar yang lebih tinggi, kecuali pada Pb** 10-30 ppm dapat meningkatkan IP
kultur suspensi . speciosus memjadi 1,8 kali dan pada St™ 25-50 ppm dapat
meningkatkan IP kultur S. lacimiarum menjadi 1,2 kali dibanding konfroi.

Cu® 125-20 ppm menyebabkan kultur suspensi  sel A, amaniensiy
mempunyai permukaan yang lebih berkerut dengan dinding sel yang lebih tebal (1,3-
5 kali) dibanding kontrol. Cd** 20 ppm dan Sr** 50-100 ppm menyebabkan rasio
lebar antara sistem pembuluh dan titik pusat empulur terhadap epidermis dari batang
S. laciniatum menjadi lebih dari 1,4 kali dibanding kontrol.

Semua kultur 4. amaniensis, (. speciosus, S. lacinigtum dan S. mammosum,
melakukan remediasi dan mengakumulasi Cu®*, Cd**, Pb* dan S***. Semua kultur
tersebut bersifat hiperakumulator, karena akumulasinya di atas batas yang dianggap
terjadi hiperakumulasi, yakni untuk Cu™ (> 100 pgg' BK), Cd®* (> 100 pgp’
BK), Pb™* (> 500 ug.g” BK) dan S (> 1000 pg.g” BK),

Cu" 1,25 ppm meningkatkan kandungan hekogenin kultur suspensi A.
amaniensis, menca;aai 1,7 kali dibanding kontrol. Pada berbagai konsentrasi Cd™ 10-
25 ppm dan Pb™ 1040 ppm, menyebabkan kandungan hekogenin kultar A.
amaniensis menurun  menjadi  0,5-0.2 kali dibanding kontrol. Cu®* 5-30 ppm
menyebabkan kandungan sterol bebas S. mammosum menurun menjadi 0,7 — 0,2 kali
dibanding kontrol dan terbentuk metabolit dengan Rf kromatogramnya identik
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solasodina. Cd*" 10 ppm dan SP* 50-100 ppm meningkatkan kandungan solasodin
3,3 dan 1,6 kali pada kultur pucuk S. laciniatum.

Cu®* 5-10 ppm menyebabkan terjadinya peningkatan kadar asam amino Pro,
Asp, Ser, Glu, Gly, Ala, Val, Ile, Hylys dan Lys di dalam medianya rata-rata lebih
dari 2 kali dibanding kontrol dan pada Cu®" 10 ppm terjadi peningkatan Pro di dalam
biomassa kuitur suspenst Agave amaniensis menjadi 1,8 kah dibanding kontrol.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang fitokhelatin, pengaruh Pb®"
pada kultur suspensi Costus speciosus dan lainnya agar diperoleh informasi yang
lebih lengkap mengenai mekanisme yang dapat meningkatkan indeks pertumbuhan
dan kandungan sitosterol. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh
Cu” pada pembentukan metabolit kultur pucuk S. mammosum, seflyawa yang
mempunyai Rf kromatogram identik dengan solasodina. Perlu dilakukan regenerasi
tanaman Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanmum laciniatum, Solanum
mammosum dan diuji di lapang untuk kemungkinan penerapan fitoremediasi atau
aplikas: bioteknologi lingkungan di masa mendatang,
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the accumulation of Cu*, Cd*', Pb*
and Sr** and the determination of the growth, phytosteroid and amino acid content of
the cultures of Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum and
Solanum mammosum. Metal ions, phytostreroids, and amino acids content were
determined by using ICP-AES, TLC-Scanner and GC, and Amino Acid Analyzer,
respectively.

Cell suspension cultures of Agave amaniensis were able to grow in media
containing Cu®, Cd** and Pb™ up to 15 ppm, 25 ppm and 40 ppm, respectively; cell
suspension cultures of Costus speciosus at Ca&** and Pb™ up to 20 ppm and 40 ppm,
respectively; callus cultures of Costus speciosus at Cu*™ and Cd*' up to 20 ppm each;
shoot cultures of Solanum mammosum at Cu™ up to 40 ppm and shoot cultures of
Solanwm laciniatum at Cd*" and Sr** up to 20 ppm and 200 ppm, respectively.

Increasing Cu™, Cd**, Pb*" and Sr** up to 20 ppm, 25 ppm, 40 ppm and 200
ppm respectively, caused a decrease in growth index of the cultures, except Pb** 10-
30 ppm increased the growth index of Costus speciosus by up 1o 1.8 fold and S** 25-
30 ppm increased the growth index of Solanum laciniatum by up to 1.2 fold
compared to control cultures.

The presence of Cu®™ 1.25-20 ppm caused the cell walls to thicken 1.3-5 fold
than control cultures and to be more wrinkled. The ratios of the width between the
vascufar system and central point of the pith to that of the epidermis of the stem of
Solanum laciniatum treated with Cd* 20 ppm and Sr** 50-100 ppm were 1.4 times
bigger compared to those cultures cultivated on the medium without Cd*" and Sr**.

The cultures of Agave amaniensis, Costus speciosus, Solavum laciniatum and
Solanum mammosum could accumulated Cu™ (> 100 pg.g” DW), Cd** (> 100 pg.g*
DW), Pb* (> 500 pgg! DW) and S (> 1000 pge' DW), hence these cultures
acted as hyper-accumulators for those metals ion.

In the media containing Cu** 1.25 ppm, the hecogenin content in the biomass
of the cultures of 4. amaniensis increased up to 1.7 fold than its control. At Cd** 10-
25 ppm and Pb™ 10-40 ppm, the hecogenin content decreased up to 0.5-0.2 fold than
its control. In the media containing Cu™* 5-30 ppm, the free sterols content in the
biomass of the cultures of S. mammoswum decreased up to 0.7-0.2 fold than its control,
and its cultures produced metabolite that its chromatogram identically with
solasodine. In the media containing Cd** 10 ppm and Sr** 50-100 ppm, the solasodine
content in the biomass of the cultures of S, laciniatum increased up to 3.3 and 1.6 fold
than its control.

In the media containing Cu”™* 5-10 ppm, certain amino acids including Pro,
Asp, Ser, Glu, Gly, Ala, Val, Tie, Hylys and Lys were released in high concentration
mto the media, 2 fold more than its control; and Pro in the biomass increased 1.8 fold
at Cu”™ 10 ppm.

Key words : Adgave amaniensis, amino acids, cadmium, copper, Costus speciosus,

hyper-accumulation, lead, phytosteroids, Solanum laciniatum, Solanum mammosum,
strontium.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang permasalahan

Polutan dapat diremediasi tanaman melalui absorpsi, franspor dan translokasi.
Dalam fitoremediasi, tanaman digunakan untuk mengekstraksi dan
menghilangkan senyawa logam toksik termasuk radioaktif dari tanah atau air,
menghilangkan senyawa organik toksik dan mungkin juga melakukan mineralisasi
(Macek er al., 2000). Secara alami tanaman mempunyai kemampuan mengatasi
gangguan atau stress darn luar, karena adanya mekanisme sistem pertahanan diri
terhadap stress. Ada berbagai macam stress, vakni stress medium, fisik, kimiawi
dan infeksi. Yang menyebabkan stress kimiawi antara lain ion-ion logam
(Brodelius, 1988). Kemampuan tanaman untuk merespon stress dapat beragam;
ada yang peka, tidak mampu mengatasi stress dan ada yang tahan terhadap stress
karena mempunyai mekanisme pencegahan sehingga toleran terhadap stress dan
mengakumulasi ion-ion logam dalam bagian organ-organnya (Hopkins, 1999).
Tanaman yang mampu melakukan hiperakumulasi penting untuk fitoremediasi
(Chaney ef al., 1997, Meagher, 2000), bahkan ada yang dimanfaatkan untuk
“phytomining” (Brooks er a/,, 1998). Kultur jaringan tanaman (KJT) seperti
halnya tanaman induknya, ada yang mampu menyerap berbagai mineral dan ion-
ion logam yang ada di dalam media atau lingkungan tempat tumbuhnya, serta
mengakumutlasikan dalam bagian organ-organnya. Selain tanaman utuhnya, KJT
Juga dapat digunakan untuk eksperimen fitoremediasi (Zikmundova ef a/., 1995;

Gori eral., 1998, Macek ef af., 2000). Kultur jaringan tanaman sebagai sistem
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yang dapat diatur sesuai kondisi laboratorium yang dikehendaki, tidak tergantung
iklim dan seringkali tumbuh lebih cepat (Macek er al., 2000); adanya pengaruh
perubahan salah satu faktor terhadap kultur in vitro dapat diamati dengan
seksama. Brassica juncea mengakumulasi Pb™, Cr**, Zn™*, Cd**, Cu** dan Ni**
dalam jaringan akarnya (Raskin er a/., 1994), kultur akar rambut Armoraceae
rusticana mengakumulasi Cu”* dan Hg”" (Zikmundova ef a/., 1995). Dari seleksi
kultur kalus Nicoriana tabacum yang toleran, dapat diregenerasi menjadi kultur
pucuk yang tahan hidup terhadap Cu’" 6,4 ppm (Gori et al., 1998).

Di Laboratorium Bioteknologi Farmasi, Fakultas Farmasi Universitas
Airlangga, telah dilakukan berbagai penelitian tentang pengaruh berbagai ion
logam terhadap pertumbuhan dan kandungan metabolit sekunder kultur jaringan
tanaman. Di dalam media yang mengandung Ca®" 480 ppm, Sr** 197 ppm dan
Mg?* 243 ppm, kultur kalus Agave amaniensis mampu tumbuh dengan IP > 2.9.
Tanpa Ca’* kandungan hekogenin kultur kalus meningkat sekitar 1,8 kali dan
dengan penambahan Sr’* 197 ppm meningkat menjadi 1.6 kali, sedangkan
penambahan Mg”* 122 ppm meningkatkan kandungan sterol total 2,7 kali,
dibanding kultur kalus dengan kadar orisinal ion-ion logam tersebut di dalam
medium MS sebagai kontrol (Indrayanto er a/., 1993). Adanya CuSO,. SH,O dan
CoCl,.2H,0 hingga 15 ppm atau setara dengan Cu’* 3,8 ppm dan Co®* 3,7 ppm,
semua Kultur kalus 4. amaniensis mampu tumbuh dengan IP > 5.2; demikian pula
terhadap Mg’* 49-1216 ppm dengan IP terendah 2,3; Cu’* dan Co* 0,06-2,5 ppm,
serta Mg”" 49-486 ppm, dapat menginduksi produksi sapogenin steroid dan terjadi
peningkatan terbesar pada Cu’* 0,6 ppm, Co 0,06 ppm dan Mg* 243 ppm, lebih

dari 2,5 kali dibanding kultur kalus dengan kadar orisinal ion-ion logam di dalam
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medium MS sebagai kontrol. Sedangkan pada pemberian Cu** 3,8 ppm dan Mg**
di atas 972 ppm terjadi penurunan kandungan sapogenin steroid menjadi 0,7 kali
dibanding kontrol; hal ini mungkin disebabkan efek toksis dari ion logam tersebut
(Indrayanto ef al., 1996). Di dalam media dengan kadar relatif tinggi dari Ca*"
108-180 ppm, Mg®* 105-129 ppm, Co’* 0,02-0,1 ppm dan Cu’* 0,5-0,8 ppm
secara simultan, ternyata semua kultur kalus 4. amaniensis tetap tahan dengan IP
> 3,1 (Andrijany ef al., 1999). Yang dimaksud tahan dalam hal ini adalah mampu
tumbuh pada media dengan kadar ion logam tersebut, dengan IP >1. Penelitian
pengaruh konsentrasi relatif tinggi Cu’*, Co®™, Ca?*, Mg”*, Mn?* dan Sr** terhadap
pertumbuban dan kandungan diosgenin kuitur pucuk Costus speciosus telah
ditaporkan. Kultur pucuk tersebut tahan terhadap Cu’* dan Co** 0,6 ppm, Sr** 197
ppm dan Mn®* 55 ppm, dengan IP > 1,5; serta tahan terhadap Ca®* 600 ppm dan
Mg’ 183 ppm dengan IP di atas 1,2. Cu®* 0,6 ppm dan S*** 197 ppm
menginduksi peningkatan kandungan diosgenin 1,3 kali, sedangkan Co*'
menurunkan kandungan disogenin menjadi 0,9 kali; pada kadar Ca®*, Mg?* dan
Mn** tersebut, kandungan disogenin kultur pucuk turun menjadi 0-3-0.4 kati
dibanding pada kultur dengan kadar orisinal ion-ion logam di dalam medium MS
sebagai kontrol (indrayanto ef al., 1999). Penelitian lain menunjukkan bahwa
adanya Cu’* sampai 0,6 ppm pada kultur pucuk Solanum laciniatum wmur 4
minggu, terjadi penurunan [P menjadi 04 kali; sedangkan penggunaan Co**
sampai 0,6 ppm tidak berbeda bermakna (a=0,05) pada pertumbuhan, dibanding
kultur pucuk dengan kadar orisinal ion-ion logam di dalam medium MS sebagai

kontrol; namun demikian semua kultur pucuk tersebut tahan hidup dengan [P > 5,
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Pemberian Cu’* dan Co?* 0,6 ppm menyebabkan terjadinya penurunan kandungan
solasodin > 0,5 kali dibanding kontrol (Sugijanto et al., 1998).

Sementara itu penelitian tentang respon KJT terhadap ion-ion logam
masih sangat beragam. Pada kultur pucuk Nicotiana tabacum L. hasil regenerasi
vang toleran terhadap Cu’* 64 ppm, terjadi respon morfologis-histologis,
batangnya lebih besar, silinder pusat iebih berkembang, xylem lebih banyak
dengan dinding sekunder yang lebih tebal dibandingkan tanaman kontrol (Gori ef
al., 1998). Pada KJT Bacopa moniera, Cd* 2.8 ppm menyebabkan pertumbuhan
pucuk turun 50 %, terjadi perubahan morfogenik, jumlah dan tinggi tunas, berat
basah kultur serta pembentukan akar dan terjadi peningkatan prolin 2 kali
dibanding kontrol; sedangkan pada Cd”* 5,6 ppm terjadi kematian kultur (Ali et
al., 1998). Kultur sel Silene vulgaris merespon Ni®* dengan mengakumulasi
pembentukan histidin bebas (Kriamer er of, 1996). Secara alami tanaman
memberikan respon terhadap ion logam berat, dengan menghasilkan senyawa
fitoaleksin sebagai mekanisme pertahanan diri (Brodelius, 1988; Kolodziej,
1989, Threlfall dan Whitehead, 1989), pelepasan fitosiderofor, senyawa
pengkhelat peptida kaya sistein (metallothionein, cys-X-cys, X asam amino lain)
yang disekresikan ke lingkungan tempat hidupnya (Raskin er al, 1994);
pembentukan fitokhelatin, polipeptida (y-Glu-Cys),-Gly (n=2-11) untuk
membentuk khelat logam-fitokhelatin (Rauser,1995; Ochial, 1995, Meuwley ef
al., 1995), dalam mekanisme transportasi melahui sitoplasma. Dalam tanaman
yang toleran, ion logam berat sering dibentuk menjadi khelat atau presipitat di
dalam vakuola (Leopold ef al., 1999). Leopold e al. (1999) melaporkan adanya

akumulasi ion logam dan pembentukan fitokhelatin pada kultur suspensi sel
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Silene vulgaris yang toleran tethadap Cu®* 0,6-6,4 ppm, Cd** 1-10 ppm dan Pb**
2-20 ppm. Batasan kadar ini 10 kali lebih besar dari kadar yang dipakai untuk
kultur sel tomat yang sensitif terhadap ion tersebut.

Cu®*, Cd**, Pb** dan Sr** termasuk bahan berbahaya bagi lingkungan.
Batas konsentrasi yang diperbolehkan dalam air limbah yang dapat diolah secara
biologis adalah Cu®* dan Cd** 1 ppm, Pb** 5 ppm (Férstner & Wittmann, 1981).
Batas konsentrasi yang diperbolehkan di dalam air atau badan air untuk keperiuan
domestik, untuk Sr** 7 ppm, Cu™* 1 ppm, Cd™* 0,001 ppm, Pb** 0,03 ppm (Filov
et al., 1993). Menurut Peraturan Pemerintah nomor 82 tahun 2001 tentang
Pengelolaan Kualitas Air dan Pengendalian Pencemaran Air, kadar maksimum
yang diperbolehkan di dalam air, yang digunakan untuk air baku air minum (kelas
1): Cu’™ 0,02 ppm, Cd** 0,01 ppm dan Pb’* 0,03 ppm, sedangkan untuk mengairi
pertanaman (kelas IV): Cu?* 0,2 ppm, Cd** 0,01 ppm dan Pb** 1,0 ppm. Di dalam
Baku Mutu Limbah Cair Kegiatan Pengolahan Limbah Industri B3 (BMLCK-
PPLIB3) ditetapkan batas kadar yang diperbolehkan, untuk Cu>* 2 ppm, Cd** 0,05
ppm dan Pb”* 0,1 ppm (BAPEDAL, 2001).

Berdasarkan fakta—fakta di atas, menunjukkan bahwa kultur kalus A.
amaniensis yang telah diteliti tahan terhadap Cu’* 3,8 ppm dan Sr** 197 ppm;
kultur pucuk C. speciosus tahan terhadap Cu®™* 0,6 ppm dan $Sr** 197 ppm; kultur
pucuk S. laciniatum tahan terhadap Cu’* 0.6 ppm, dan dalam orientasi penelitian
kultur suspensi sel Solanum mammosum tahan terhadap Cu®* 5 ppm. Belum
diteliti apakah kultur in vitro dari tanaman tersebut tahan terhadap kadar tingg;
Cu®* hingga 6.4 ppm seperti batas yang dilaporkan Gori ef af., 1998 dan Leopold
et al. 1999 2, apakah tahan hingga Cd”* 10 ppm dan Pb** 20 ppm, kadar tertinggi

yang dilaporkan Leopold er al. 1999 ? Untuk Solanum laciniarum apakah juga
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tahan terhadap Sr** hingga 197 ppm, seperti yang pernah dilakukan pada 4.
amaniensis dan C. speciosus 7 (Indrayanto ef al., 1993 dan 1999). Apakah kultur
tersebut melakukan remediasi dan akumulasi ion-ion logam di dalam
biomassanya ? Apakah ada pengaruh berbagai kadar ion-ion logam tersebut
terhadap perfumbuhan dan morfologis-hitologis kuitur, terhadap pembentukan
fitosteroid dan akumulasi asam amino pada KJT ? Untuk menjawab

permasalahan tersebut perlu dilakukan penelitian.

1.2 Rumusan masalah _

Berdasarkan uraian di atas, penelitian akumulasi Cu®*, Cd**, Pb** dan Sr**
serta studi pertumbuhan, kandungan fitosteroid dan asam amino pada kultur
Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum dan Solanum
mammosum dirancang untuk menjawab permasalahan sebagai berikut:

1. Apakah kultur Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum
dan Solanum mammosum tahan atau mampu tumbuh di dalam media yang
mengandung ion logam hingga kadar Cu’* 6,4 ppm, Cd** 10 ppm, Pb?* 20
ppm dan Sr** 197 ppm ?

2. Apakah Cu’™", Cd”, Pb™* dan SP** pada berbagai konsentrasi mempenga-
ruhi pertumbuhan dan morfologis histologis kultur tersebut ?

3. Seberapa besar kemampuan kultur yang diteliti melakukan remediasi dan
akumulasi terhadap berbagai konsentrasi Cu?*, Cd**, Pb®* dan S¢**?

4. Apakah Cu’, Cd™", Pb?" dan Sr** pada berbagai konsentrasi mempenga-
ruhi pembentukan fitosteroid dan akumulasi asam amino pada kultur

tersebut ?
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1.3 Tujuan penelitian
1.3.1 Tujuan umum

Tujuan umum dari penelitian ini ialah menggunakan kultur jaringan
tanaman dalam rangka mempelajari akumulasi ion logam serta studi
pertumbuhan, kandungan fitosteroid dan asam amino pada kultur jaringan

tanaman.

1.3.2 Tujuan khusus
Tujuan khusus yang hendak dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai
berikut :

1. Meneliti apakah kultur Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum
laciniatum dan Solanum mammosum mampu tumbuh di dalam media yang
mengandung ion logam hingga kadar Cv’* 6,4 ppm, Cd** 10 ppm, Pb** 20
ppm dan Sr** 197 ppm.

2. Meneliti pengaruh berbagai konsentrasi Cu**, Cd**, Pb** dan Sr** pada
pertumbuhan dan morfologis histologis kultur jaringan ﬁnaman.

3. Menelitt kemampuan kultur tersebut melakukan remediasi dan akumulasi
terhadap berbagai konsentrasi Cu”*, Cd**, Pb** dan S¢**.

4. Meneliti pengaruh berbagai konsentrasi Cu™*, Cd**, Pb?* dan Sr** terhadap

pembentukan fitosteroid dan akumulasi asam amino pada kultur.

1.4 Manfaat penelitian
Dari hasil penelitian yang dilakukan, diharapkan dapat diketahui

kemampuan kultur in vitro Agave amaniensis, Costus specious, Solanum
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laciniatum dan Solanum mammosum untuk tahan hidup terhadap berbagai kadar
Cu?*, Cd*, Pb** dan Sr**, kemampuan remediasi dan akumulasinya, pertumbuhan
dan morfologis-histologis KJT, pembentukan fitosteroid dan asam amino pada
KJT. Demikian pula diharapkan diperoleh kultur yang dapat diregenerasi lebih
lanjut menjadi tanaman yang tahan terhadap kadar tinggi ion-ion logam, yang
dapat dimanfaatkan untuk penerapan fitoremediasi dalam rangka aplikasi

bioteknologi lingkungan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kultur Jaringan Tanaman

Metode bioteknologi sel tanaman secara in vifro telah dikembangkan
untuk memproduksi metabolit sekunder (bahan baku obat-obatan) melalui sintesis
de novo ataupun biotransformasi senyawa kimia menggunakan sel tanaman
tertentu. Teknik ini juga digunakan untuk mempelajari mekanisme biosintesis dan
untuk pemuliaan suatu tanaman (Indrayanto ef «/., 1997). Perkembangan terakhir
kultur in vitro digunakan untuk studi bioremediasi (Zikmundova ef al., 1995) atau
penelitian fitoremediasi (Macek er al., 2000).

Telah diketahui bahwa sel, jaringan, maupun organ tanaman dalam
keadaan steril dapat ditumbuhkan pada media sintesis yang mengandung garam-
garam anorganik, vitamin, gula, asam amino dan hormon pertumbuhan. Apabila
kondisi media cocok, maka eksplan steril (tunas, tangkai daun, daun, akar, serbuk
sari dan bagian tanaman lainnya) akan membelah diri dan tumbuh menjadi massa
sel meristematis yang betum terdifferensiasi, yang disebut kultur kalus. Untuk
memperoleh kultur suspenst, dari kultur kalus dipindahkan ke media cair di dalam
labu Erlenmeyer atau fermentor/bioreaktor dan diagitasi dengan alat pengocok
(rotary shaker), yang umumnya dilakukan 30-150 rpm. Dengan merubah
komposisi hormon pertumbuhan dapat diperoleh massa sel yang terdifferensiasi,
dan dapat diregenerasikan menjadi tanaman baru (Bhojwani dan Razdan, 1983).

Dengan beragam teknik yang telah dikembangkan, dikenal berbagai sistem kultur
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yaitu; kultur kalus, kuitur suspensi, kultur pucuk, kultur akar, kultur protoplas,
kultur anter, kultur sel tanaman amobil dan kultur akar berambut (Indrayanto,
1997). Semua sistem di atas secara umum dapat disebut sebagai kultur jaringan
tanaman.

Kultur jaringan tanaman (KJT) didefinisikan sebagai bagian atau jaringan
tumbuhan yang telah dipisahkan dari tumbuhan asalnya dan ditanam dalam
keadaan steril pada suatu media buatan dan sel-selnya mampu tumbuh dan
mengadakan pembelahan (Bhojwani dan Razdan, 1983). KJT mempunyai
kemampuan untuk menghasilkan metabolit sekunder dan melakukan reaksi-reaksi
biotransformasi terhadap substrat yang ditambahkan ke dalam medianya. Seperti
halnya mikroorganisme, maka sistem KJT mampu pula mengadakan reaksi
biotransformasi seperti reduksi, oksidasi, hidroksilasi, glikosidasi, epoksidasi,
esterifikasi, metilasi, isomerisasi dan lain-lain. Seringkali reaksi tersebut bersifat
stereoselektif, spesifik dan tidak dapat dilakukan demgan reaksi kimia biasa
ataupun mikroorganisme (Indrayanto, 1997). Demikian pula adanya ion-ion
logam, menyebabkan KJT memberikan respon sebagai mekanisme homeostatis
untuk mengatasi stress yang terjadi (Rauser, 1995). Hal yang cukup menarik ialah
dengan adanya pemberian ion-ion logam, pembentukan metabolit sekunder
tertentu dapat distimulasi, dan sistem KJT mampu menarik ion-ion logam dari

medianya atau melakukan bioremediasi (Indrayanto, 1997).

2.1.1 Kultur jaringan tanaman 4gave amaniensis
Agave amaniensis merupakan tanaman herba yang kuat dengan daun-

daunnya tersusun dalam bentuk roset, sebagai penghasil serat, tahan terhadap
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kekeringan dan tumbuh baik di daerah beriklim tropis. Tanaman ini banyak
ditanam sebagai tanaman hias. Klasifikasi tanaman Agave amaniensis menurut
Strassburger er afl. (1971) adalah sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta

Anak divisi  : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Bangsa - Liliales

Suku : Amarylidaceae

Marga : Agave

Jenis : Agave amaniensis Trel & Nowell

Berdasarkan penelitian Blunden er al. (1978), daun Agave amaniensis
mengandung diosgenin dan tigogenin; sedangkan penelitian terhadap jenis yang
sama, Agave amaniensis yang dikoleksi Kebun Raya Purwodadi, Jawa Timur,
hanya teridentifikasi hekogenin dan sterol-sterol, tidak dijumpai diosgenin
maupun tigogenin (Indrayanto ez al., 1996).

Sejak tahun 1988, di Laboratorium Bioteknologi Farmasi, Fakultas
Farmasi Universitas Airlangga, telah dilakukan inisiasi kuitur kalus dari daun
muda tanaman Agave amaniensis Trel & Nowell yang berasal dari Kebun Raya
Purwodadi Jawa Timur. Untuk pertumbuhan optimalnya digunakan media
Murashige-Skoog (MS) yang dimodifikasi dengan penambahan kinetin 5 ppm,
2,4-D 0,5 ppm, sukrosa 3 %, agar 0,7 % dan KH,PO, 340 mg.l" (Media S)
(Indrayanto et al., 1993). Tanpa Ca’ kandungan hekogenin kultur kalus
meningkat sekitar 1,8 kali dan dengan penambahan Sr** 197 ppm meningkat

menjadi 1,6 kali, sedangkan penambahan Mg™* 122 ppm meningkatkan
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kandungan sterol total 2,7 kali, dibanding kuitur kalus dengan kadar onsinal ion-
ion logam tersebut di dalam medium MS sebagai kontrol (Indrayanto ef a/., 1993).
Kultur kalus Agave amaniensis menunjukkan kemampuan memproduksi
squalene, sterol-sterol (kholesterol, kampesterol, stigmasterol dan sitosterol),
hekogenin, manogenin dan kammogenin. Cu®* 0,6 ppm, Co* 0,06 ppm dan Mg”™*
243 ppm menginduksi produksi sapogenin steroid dan terjadi peningkatan lebih
dan 2,5 kali dibanding kultur kalus dengan kadar orisinal ion-ion logam di dalam
medium MS sebagai kontrol, Sedangkan pada pemberian Cu’* 3,8 ppm dan Mg**
di atas 972 ppm terjadi penurunan kandungan sapogenin steroid menjadi 0,7 kali
dibanding kontroi; hal ini mungkin disebabkan efek toksis dari ion logam tersebut

(Indrayanto et al., 1996).

2.1.2 Kultur jaringan tanaman Costus speciosus

Tanaman Costus spp. termasuk marga Costus, suku Zingiberaceae. Di
Indonesia, tanaman ini banyak ditemukan sebagai tanaman liar maupun tanaman
hias, yang dikenal dengan nama Jawa : pacing, pacing tawa, tepung tawar, bunto.
Costus speciosus merupakan tanaman herba, tumbuh baik di tempat yang lembab,
pada ketinggian di bawah 1500 m. Batangnya bulat, tegak, berwarna hijau.
Daunnya berbentuk lanset, ujung meruncing, batang bawah daun berbulu halus
(van Steenis, 1988), dengan klasifikasi sebagai berikut:
Davisi : Spermatophyta

Anak divisi  : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Bangsa : Zingiberales
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Suku . Zingiberaceae
Marga : Costus
Jenis : Costus speciosus Koen (Sm.)

Dasgupta dan Pandey 1970, melaporkan bahwa dalam rimpang tanaman
ini mengandung sapogenin steroid, yaitu senyawa diosgenin, suatu senyawa yang
banyak dikenal sebagai precursor obat-obat golongan steroid.

Inisiasi serta pertumbuhan kultur Costus speciosus Koen (Sm.) dapat
dikembangkan dengan baik dalam media MS yang disertai kombinasi zat
pengatur tumbuh sebagai berikut :

- untuk kultur kalus, dengan kinetin 0,2 ppm dan 2.4 D 1 ppm atau kinetin 5
ppm dan 2.4 D 0,5 ppm , konsentrasi KH,PO, 2 kali normal.

- untuk kultur akar, dengan kinetin 0,5 ppm dan [BA 5 ppm

- untuk kultur tunas, dengan BA 2 ppm |

- untuk kultur planiet, dengan kinetin 0,2 ppm dan NAA 1 ppm (Setiawan, 1993
dan Indrayanto et al., 1993).

- untuk kultur kalus dapat pula dimodifikasi dengan kinetin 0,2 ppm dan 24 D
0,5 ppm dan kasein hidrolisat 1 g.I"' (Indrayanto et al., 1999).

Kultur akar dan kultur kalus Cosrus speciosus Koen (Sm.) hanya mampu

memproduksi senyawa sterol, tetapi belum mampu memproduksi diosgenin;

sedangkan kuitur pucuk dan planletnya mampu memproduksi sterol maupun

diosgenin. Peningkatan sukrosa menjadi 60 gl dan penghilangan ion kalsium

dalam media, dapat menstimulasi pembentukan diosgenin pada kultur pucuk

Costus speciosus Koen (Sm.). Adanya Cu’* 0.6 ppm dan SF* 197 ppm

menginduksi terjadinya peningkatan kandungan diosgenin 1,3 kali, sedangkan
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Co?* 0,6 ppm menurunkan kandungan disogenin menjadi 0,9 kali; Ca** 600 ppm,
Mg”* 183 ppm dan Mn** 55 ppm menurunkan kandungan disogenin kultur pucuk
menjadi menjadi 0-3-0,4 kali dibanding pada kultur dengan kadar orisinal ion-ion

logam di dalam medium MS sebagai kontrol (Indrayanto et al., 1999).

2.1.3 Kultur jaringan tanaman Solanum laciniatum

Tanaman Solanum laciniatum Ait termasuk familia/suku Solanaceae,
marga Solanum yang banyak tumbuh di daerah tropis. Dari berbagai jenis
Solanum dapat diisolasi senyawa solasodiq, dan yang paling potensial adalah yang
berasal dari S. aviculare dan S. laciniatum (Macek, 1989) dan produksi solasodina
dalam kultur pucuk S. laciniatum temyata jauh lebih tinggi daripada kultur
kalusnya (Conner, 1987).

Klasifikasi tanaman Solanum laciniatum A#t. adalah sebagai berikut
(Tyitrosoepomo, 1988):
Divisi : Spermatophyta

Anak divisi  : Angiospermag

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Solanales

Suku : Solanaceae

Marga - Solanum

Jenis : Solanum laciniatum Ait,

Solanum laciniatum Ait. (poro-poro) merupakan tanaman dengan tinggi 1-

3 m, batang berwarna merah, daunnya hijau, bunganya berwama biru gelap atau
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ungu dengan diameter berukuran 5 cm, polennya berdiameter 32-42 um, buahnya
berukuran sekitar 25 x 30 mm dan berwama kuning pucat (Macek, 1989).

Kultur pucuk S. laciniatum berhasil tumbuh dengan baik di dalam media
MS yang dimodifikasi dengan penambahan hormon benzyl adenin 4 mg.l”
(Indrayanto ef al., 1995). Kultur pucuk ini berasal dari Institut fur Ent Wicklung
und Molekular Biologic der Pflanzen Heinrich Heine, Universitat Dusseldorf,
Jerman. Pemberian Cu®* dan Co?* 0,6 ppm menyebabkan terjadinya penurunan

kandungan solasodin > 0,5 kali dibanding kontrol (Sugijanto ef al., 1998).

2.1.4 Kultur jaringan tanaman Solanum mammosum

Tanaman Solanum mammosum L. dikenal dengan nama daerah terong
susu, terong tete atau tepel terong. Tanaman ini tumbuh di daerah tropis, termasuk
tanaman liar, dapat tumbuh di atas segala jenis tanah termasuk tanah liat yang
keras. Termasuk herba tegak dengan tinggi sekitar 0,7 — 1,5 m. Daunnya bulat
telur, berbentuk lingkaran dengan pangkal lebar, warna hijau, mengandung duri
temple pada tulang daun. Bunga berbentuk terompet, berwarna hijau, buahnya
berwarna kuning. Tanaman ini tahan terhadap perubahan musim, dan tahan dalam
daerah genangan, tahan terhadap hama dan dapat berbuah sepanjang
musim/tahun. Klasifikasi tanaman S. mammosum adalah sebagai berikut (van
Steenis, 1988):
Divisi : Spermatophyta
Anak divisi  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Tubiflorae
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Suku : Solanaceae
Marga : Solanum
Jenis : Solanum mammosum.L.

S. mammosum termasuk tanaman penghasil steroid yang relatif tinggi
dibandingkan tanaman lain, dan biasanya terdapat di dalam buahnya (Telek et al.,
1977). Sedangkan pada kultur kalusnya, mengandung beberapa sterol, seperti
kolesterol, sitosterol, stigmasterol dan kampesterol; tidak terdeteksi adanya
solasodina (Isnaeni, 1986).

Kultur kalus S. mammosum dapat tumbuh dengan baik di dalam media MS
yang dimodifikasi dengan penambahan hormon kinetin 2 ppm dan 2,4-D 0,5 ppm
(Isnaeni, 1986). Sedangkan kultur pucuknya dapat tumbuh dalam media MS yang
dimodifikasi dengan penambahan hormon pertumbuhan benzyladenin 2 mg/ dan

casein hydrolisat 1 g/1.

2.2 Tinjauan tentang Cu’*, Cd**, Pb** dan Sr**

Ion-ion logam dapat dibedakan menjadi ion-ion logam esensial dan non
esensial. Cu’* merupakan elemen runutan yang esensial, dalam jumlah berlebih
toksik terhadap tanaman dan algae (Manahan, 1979). Kekurangan Cu”" dapat
menyebabkan terjadinya nekrosis pada ujung daun muda yang selanjutnya dapat
meluas ke bagian lain yang berakibat pada penurunan proses fotosintesis, respirasi
dan fiksasi nitrogen.

Dalam tanaman, Cu’* merupakan komponen dari sejumlah enzim tertentu
seperti cytochrom oxydase, ascorbic acid oxidase, dan laccase. Cu’* secara tidak

langsung terlibat di dalam proses enzimatik dan reaksi oksidasi-reduksi. Cu®’
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antara Jain berfungsi sebagai transpor elektron dalam proses fotosintesis
(Maksymiec, 1997). Cu** berlebih bersifat toksik bagi tanaman, daun-daunnya
menjadi hijau gelap selanjutnya terjadilah klorosis. Batas kadar terendah Cu®
yang belum menunjukkan terjadinya toksisitas, pada kelompok tanaman padi 10
ng.g” BK, dan pada tanaman polong-polongan 32 ug.g” BK. Cu™ berpengaruh
terhadap pertumbuhan tanaman, fotosintesis dan sintesis klorofil. Terhadap hewan
dan manusia Cu’’ berlebih juga bersifat toksik, mampu memblok gugus
sulfhydryl dalam protein, khususnya enzim-enzim; bersifat hepatotoksik dan
hemolysis serta menghambat sintesis protein (Filov ef af., 1993). Cu** 6,4 ppm
bersifat toksik dan menyebabkan kematian kultur kalus Nicotiana tabacum (Gori
et al., 1998). Sumber utama cemaran Cu®* di lingkungan berasal dari industri
pelapisan logam, limbah domestik, limbah industri peleburan logam, limbah
industri kimia/farmasi dan pertambangan (Manahan, 1979; Filov er al., 1993).
Cd** termasuk ion logam non esensial, secara biokimiawi dapat mengganti
posisi Zn’*, menyebabkan tekanan darah tinggi, merusak ginjal, jaringan testis
dan sel-sel darah mérah; serta bersifat toksik terhadap biota aquatik. Keracunan
kadmium menyebabkan penyakit itai-itai, semacam rheumatik, rasa sakit yang
sangat dan terjadi kerusakan tulang (Manahan, 1979). Cd** dapat menyebabkan
terjadinya penurunan produktivitas tanaman, gangguan fotosintesis, transpirasi
dan aktivitas enzimatik, mengganggu pembentukan pigmen serta struktur atau
integritas membran. Kerusakan yang terjadi, terutama akibat adanya pengeblokan
mata rantai transpor elektron dalam fotosintesis (Das er al., 1994). Roses ef al.
(1984) melaporkan bahwa tanaman bakung (Eickornia crasipes) yang terpapar

Cd** > 1,5 ppm selama 24 jam, mengalami kerusakan fisiologis dan genetik.
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Ovemnell (1975) telah melaporkan bahwa Cd™: 0,01 — 0,1 ppm mereduksi
konsentrasi ATP, kiorofil dan menurunkan produksi oksigen pada ganggang (Das
et al., 1997). Cd™ 5,6 ppm bersifat toksik dan menyebabkan kematian KJT
Bacopa moniera (Ali et al., 19980. Sumber cemaran yang mengandung Cd**
berasal dari: industri “electro-plating” atau pelapisan logam, industri batterai,
limbah pertambangan, dan pipa-pipa air (Manahan, 1979, Filov et al., 1993).
Senyawa kadmium antara lain digunakan sebagai konstituen sejumlah pigmen,
katalisator, komposisi stabilizer piroteknik dan bahan laser (Filov et al., 1993).

Pb”" termasuk ion logam non esensial, bersifat toksik terhadap manusia
dan hewan. Dapat menyebabkan terjadinya anemia, kerusakan ginjal, sistem
reproduksi, hati, otak dan sistem syaraf pusat (Manahan, 1979). Timbal
merupakan salah satu pencemar lingkungan, yang berasal dari emisi pembakaran
bensin yang mengandung “anti knocking agent” tetracthyllead dan .
tetramethyliead, limbah penggunaan baterai/aki, industri pertambangan, peleburan
dan pengilangan minyak dan lain-lain industri yang menggunakan timbal (Filov ef
al., 1993). Pb®™ mempunyai sifat-sifat kimiawi yang menyerupai atau mirip
dengan golongan alkali tanah. Metabolisme Pb”* dan Ca®" keduanya mirip dalam
hal deposisi dan mobilisasi dari tulang (Férstner & Wittmann, 1981).

Pb** dapat diakumulasikan di dalam organ vegetatif tanaman, seperti daun,
batang dan akar. Translokasi Pb>" dari tanah ke dalam tanaman, tergantung pada
komposisi tanah, pH tanah, tingkat kekuatan kompleks tanah-logam dan
kemampuannya melewati membran akar. Pada tanah dengan kadar Pb** 1.8
mgkg", tanaman yang telah mengakumulasi Pb™ 0,11 ugg’ BK di dalam

daunnya, belum terjadi gangguan atau toksisitas. Kadar normal Pb** pada daun
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dan ranting tanaman berkayu 2,5 ng.g' BK, pada sayur dan padi-padian 0,1-1,0
pg.g’ BK dan pada rumput 1,0 ug.g’ BK. Pada konsentrasi yang tinggi (>100
ngg' tanah) menyebabkan efek toksik, yang nampak pada fotosintesis,
pertumbuhan dan lainnya (Filov et al., 1993).

Sr** termasuk ion fogam non esensial, dalam sistem periodik merupakan
golongan IIA atau alkali tanah. Biasanya Sr** terdapat didalam air sungai berkisar
50 — 310 pgI"' (Forstner & Wittmann, 1981). Asupan Sr* yang meningkat, dapat
menyebabkan terjadinya penyakit ricketsia akibat stronsium dan penyakit Kashin-
Beck; juga menyebabkan goitrogenik, dan merusak syaraf serta otot. Konsumsi air
minum yang mengandung S’ sekitar 10 mg.l” dalam jangka waktu lama dapat
mempengaruhi pertumbuhan anak, nampak berpengaruh terhadap metabolisme
Ca’. Kadar normal Sr** untuk pertumbuhan tanaman berkisar 0,6 mg.g” tanah;
pada kadar yang lebih besar (0,6-1 mg.g”) dapat dikaitkan dengan peningkatan
resiko terjadinya penyakit Kashin-Beck. Batas yang diperbolehkan di dalam air
atau badan air untuk keperluan domestik adalah S** 7 ppm. S** di alam terdapat
dalam bentuk celestite dan strontianite. Sebagai cemaran dapat terjadi akibat
adanya aktivitas pyroteknik, fabrikasi batterai, produksi peralatan refrigerator dan

sebagai larutan elektrolit untuk mempercepat pelapisan krom (Filov e af., 1993).

2.3 Tinjauan tentang akumulasi ion-ion logam dan respon KJT
Tanaman dan KJT mempunyai kemampuan untuk mengatasi gangguan/
rangsangan dari luar, karena adanya mekanisme sistem pertahanan diri terhadap

gangguan atau stress dari luar. Ada berbagai macam stress, yakni stress medium,
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fisik, kimiawi dan infeksi. Yang termasuk stress kimiawi, antara lain ialah adanya
ion-ion logam (Brodelius, 1988). Kemampuan tanaman untuk merespon terhadap
stress dapat beragam; ada yang peka dan tidak mampu mengatasi stress dan ada
yang tahan terhadap stress, karena adanya mekanisme pencegahan sehingga
toleran terhadap stress. Tanaman toleran, ada yang melakukan pencegahan
masuknya ion logam melajui selektifitas dari membran sel akar dan ada yang
mengakumulasi ion-ion logam di dalam tanaman, yang dikenal sebagai
akumulator {Hopkins, 1999). Tanaman dianggap sebagai hiperakumulator apabila
mampu mengakumulasi ion logam 100 kali dibanding tanaman non akumulator;
untuk kebanyakan unsur atau ion logam batasan minimal akumulasinya adalah
sebesar 1000 pg.g” (0,1 %) BK, kecuali Cu®*, Cd**, Co?* dan Se’* (100 ngg?),
Pb?* (500 pg.g™), Au®* (1 ug.g™!) dan Zn®* (10.000 ug.g™) (Brooks et al., 1998).
Tanaman yang mampu melakukan hiperakumulasi penting untuk
fitoremediasi (Chaney ef al, 1997, Meagher, 2000), bahkan ada yang
dimanfaatkan untuk “phytomining” (Brooks ef af, 1998). Penelitian
fitoremediasi, menurut Salt ef a/. (1998) dibagi menjadi beberapa kelompok, yaitu
(1) fitoekstraksi, (2) fitodegradasi, (3) rhizofiltrasi, (4) fitostabilisasi, (5)
fitovolatilisast dan (6) pemanfaatan tanaman untuk menghilangkan polutan di
udara. Tanaman yang toleran, mempunyai mekanisme pencegahan toksisitas ion
logam dengan salah satu atau kombinasi strategi sebagai berikut : (1) ion-ion
logam diikat dinding sel tanaman, (2) mereduksi transpor yang melewati
membran sel, (3) kompartementalisasi dan (4) pembentukan khelat atau kompleks

antara ion logam dengan fitokhelatin, metaliothionein, ataupun zat organik.
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Kultur jaringan tanaman (KJT) seperti hainya tanaman induknya, ada yang
mampu menyerap berbagai mineral dan ion-ion logam yang ada di dalam media
atau lingkungan tempat tumbuhnya, serta mengakumulasikan dalam bagian organ-
organnya. Selain tanaman utuhnya, KJT juga dapat digunakan untuk eksperimen
fitoremediasi (Zikmundova et al., 1995; Gon ef al., 1998; Macek er al., 2000).
Sementara itu penelitian tentang respon KJT terhadap ion-ion logam, yang
mendasari toleransi terhadap ion logam masih sangat beragam. Kultur pucuk
Nicotiana tabacum merespon Cu’”* 64 ppm dengan perubahan morfologis-
histologis pada (Gori ef al., 1998}, terhadap Cd** 2,8 ppm terjadi perubahan
morfogenik pada KJT Bacopa moniera (Ali et al., 1998). lon logam dapat
mempengarehi pembentukan fitoaleksin sebagai mekanisme pertahanan diri
(Brodelius, 1988; Kolodziej, 1989; Threlfall dan Whitehead, 1989), pembentukan
fitosteroid (Indrayanto et al. 1996 dan 1999; Sugijanto ef al. 1998), terjadinya
pelepasan fitosiderofor (Raskin er al., 1994); pembentukan fitokhelatin (Rauser,
1995; Ochial, 1995; Meuwley er al., 1995), akumulasi prolin (Ali ef al., 1998)

ataupun akumulasi histidin bebas (Krimer et of., 1996).
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL
DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

Polutan dapat diremediasi tanaman melalui absorpsi, transpor dan
translokasi (Macek et al., 2000). Tanaman dan KJT dapat digunakan untuk
eksperimen fitoremediasi (Zikmundova ef al., 1995; Gori ef al., 1998, Macek er
al., 2000). Kultur akar rambut Armoraceae rusticana mampu mengakumulasi
Cu?* (Zikmundova et al., 1995). Dari seleksi kultur kalus Nicotiana tabacum yang
toleran, dapat diregenerasi menjadi kultur pucuk yang resistan terhadap Cu’* 6,4
ppm (Gori e al., 1998).

Kultur kalus 4. amaniensis tahan terhadap Cu’* hingga 3,8 ppm dengan [P
> 5.2 dan terhadap Sr** 197 ppm dengan [P > 2.9. Yang dimaksud tahan dalam hal
ini adalah kultur tersebut mampu tumbuh pada media dengan kadar ion logam
tersebut, dengan IP > 1. Cu®* 0,6 ppm dapat menginduksi produksi sapogenin
steroid 2,5 kali dan Sr** 197 ppm meningkatkan 1.6 kali dibanding kontrol, kultur
kalus dengan kadar orisinal ion-ion logam di dalam medium MS (Indrayanto ef
al., 1993 dan 1996). Kultur pucuk C. speciosus tahan terhadap Cu” 06 ppm dan
Sr”* 197 ppm, dengan IP > 1,5 dan terjadi peningkatan kandungan diosgenin 1,3
kali dibanding kontrol (Indrayanto er al., 1999). Kultur pucuk S. laciniatum tahan
terhadap Cu®* 0,6 ppm, dengan P > 5, dan terjadi penurunan kandungan
solasodin > 0,5 kali dibanding kontrolf (Sugijanto e al., 1998).

Sementara itu penelitian tentang akumulasi ion-ion logam dan respon KJT
yang terjadi, yang mendasari toleransi terhadap ion logam masih sangat beragam.

22
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Terjadi respon morfologis-histologis pada kultur pucuk Nicotiana tabacum yang
toleran terhadap Cu’* 64 ppm, batangnya lebih besar, silinder pusat lebih
berkembang, xylem lebih banyak dengan dinding sekunder yang lebih tebal
dibandingkan tanaman kontrol (Gori ef a/., 1998). Ion logam dapat mempengaruhi
pembentukan fitoaleksin sebagai mekanisme pertahanan din (Brodelius, 1988;
Kolodziej, 1989; Threlfall dan Whitehead, 1989), pembentukan fitosteroid
(Indrayanto ef al. 1996 dan 1999; Sugijanto ef al. 1998), terjadinya pelepasan
fitosiderofor (Raskin et a/., 1994), pembentukan fitokhelatin (Rauser, 1995;
Ochial, 1995; Meuwley ef al., 1995), akumulasi prolin (Ali ef al., 1998) ataupun
akumulasi histidin bebas (Leopold e¢ dl., 1998). Leopold et al. (1999) meneliti
akumulasi ion logam dan pembentukan fitokhelatin pada kultur suspensi sel Silene
vulgaris yang toleran terhadap Cu’* 0,6-6,4 ppm, Cd** 1-10 ppm dan Pb** 2-20
ppm. Batasan kadar ini 10 kali lebih besar dari kadar yang dipakai untuk kultur sel
tomat yang sensitif (tidak toleran). Secara ringkas, remediasi dan akumulasi ion
logam disertai adanya respon KJT pada: pertumbuhan, morfologis-histologis,
pelepasan fitosiderofor, metabolit, fitoaleksin, peningkatan asam amino,
pembentukan fitokhelatin atau metallothionein,

Berdasarkan fakta, bahwa kultur kalus 4. amaniensis tahan terhadap Cu®*
3,8 ppm dan SP** 197 ppm; dengan kadar Cu®* tersebut mempunyai [P=6 , maka
diduga masih tahan terhadap kadar Cu®* yang lebih tinggi; demikian pula pada
kultur pucuk C. speciosus yang tahan terhadap Cu®* 0,6 ppm dengan IP=2.4 dan
tahan Sr** 197 ppm, serta kultur pucuk S. laciniarum yang tahan terhadap Cu* 0,6
ppm dengan IP=54. Kultur suspensi sel S. mammosum dalam orientasi penelitian

tahan pada Cu’* 5 ppm. Diduga kultur jaringan tanaman tersebut tahan terhadap
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kadar tinggi Cu’* hingga 6,4 ppm seperti batas yang dilaporkan Gori et af., 1998
dan Leopold ef al. 1999; Cd** 10 ppm dan Pb™ 20 ppm, kadar tertinggi yang
dilaporkan Leopold er al. 1999. Untuk Solanum laciniarum diduga juga tahan
terhadap Sr’* 197 ppm seperti yang pernah dilakukan pada kultur 4. amaniensis
dan C. speciosus (Indrayanto et al., 1993 dan 1999). Diduga kultur jaringan
tanaman tersebut melakukan remediasi dan akumulasi ion-ion logam di dalam
biomassanya, ada pengaruh berbagai kadar ion-ion logam terhadap pertumbuhan
dan morfologis-hitologis kultur, serta terhadap pembentukan fitosteroid dan
akumulasi asam amino pada KJT. Secara ringkas, garis besar kerangka konseptual

penclitian dapat dilihat pada gambar 3.1.

3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan kerangka konseptual, diajukan hipotesis sebagai berikut:

I. Kultur Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum dan
Solanum mammosum tahan atau mampu tumbuh di dalam media yang
mengandung ion logam hingga kadar Cu®* 6,4 ppm, Cd®* 10 ppm, Pb?* 20
ppm dan Sr** 197 ppm.

2. Berbagai komsentrasi Cu’', Cd™, Pb*™ dan SP* mempengaruhi
pertumbuhan dan morfologis histologis kultur.

3. Kultur tersebut melakukan remediasi dan akumulasi Cu?*, Cd&**, Pb?* dan
Sr** pada berbagai konsentrasi.

4. Berbagai konsentrasi Cu™, Cd&™, Pb** dan Sr** mempengaruhi

pembentukan fitosteroid dan akumulasi asam amino pada kultur tersebut
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Kultur :
1. Kalus A. amaniensis; tahan terhadap Cu’*3,8 ppm & Sr** 197 ppm
2. pucuk C. speciosus: tahan terhadap Cu™* 0,6 ppm & S** 197 ppm
3. pucuk S. Jaciniatum: tahan terhadap Cu®* 0,6 ppm
4, pucuk S. mammosum: tahan terhadap Cu’* 5 ppm (orientasi)
Diduga juga tahan terhadap Cd** 10 ppm dan
Pb** 20 ppm
Kultur (suspensi, kalus, pucuk):
A. amaniensis, C. speciosus, S. lacimiatum dan S. mammosum
~> tahan terhadap kadar tinggi hingga Cu™* 6,4 ppm, Cd** 10 ppm,
Pb** 20 ppm dan Sr** 197 ppm
Remediasi dan akumulasi
Tahan hidup - toleran
g s
Pengaruh pertumbuhan E
e . Perubahan
Morfologis-histol : L
orfologis- ogis lism L
gl ig] X
S
Dinding sel, silinder Kandungan !
pusat & xylem fitosteroid
A
Regenerasi tanaman <
Yang akan datang
A4

Plantasi dilapang = | Pilotplan ) Penerapan fitoremediasi

¥ Gambar 3.1 Kerangkan konseptual akumulasi ion logam, respon KJT
dan penerapannya
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Untuk mencapai tujuan penelitan ini, dilakukan penetitian eksperimental
laboratoris, untuk meneliti akumulasi Cu**, Cd**, Pb** dan SP** pada berbagai
konsentrasi di dalam media, meneliti pertumbuhan, kandungan fitosteroid dan
asam amino pada KJT, dirancang dengan tahapan sebagai berikut:
1. Penyiapan kultur jaringan tanaman
a. pembuatan media
b. kultivasi dan perbanyakan kuitur kalus, suspensi dan pucuk
2. Pengamatan pertumbuhan dan morfologis-histologis KJT
a. pembuatan media perlakuan dengan Cu’*, Cd**, Pb** dan Sr**
b. kultivasi kultur pada media perlakuan
¢. pemanenan kultur
d. pengamatan karakter pertumbuhan dan morfologis-histologis KJT
3. Analisis remediasi dan akumulasi berbagai konsentrasi Cu®*, Cd”*, Pb?*
dan SP** pada KJT
a. remediasi Cu®*, Cd**, Pb*" dan Sr** oleh KJT
b. akumulasi Cu®*, Cd*, Pb** dan S** dalam biomassa KJT
4. Analisis metabolit
a. Ekstraksi dan analisis fitosteroid

b. Ekstraksi dan analisis asam amino
26
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kultur, morfologis-histoiogis kultur, kandungan fitosteroid dan asam amine pada
KJT.

Untuk pertumbuhan, KJT dinyatakan masih tahan atau mampu tumbuh
pada media yang mengandung berbagai konsentrasi 1on logam, apabila
menunjukkan IP lebih besar dari 1. Yang dimaksud akumulasi ion logam ialah
banyaknya ion logam yang terserap dan tersimpan di dalam biomassa kultur
selama waktu kultivasi, dinyatakan dalam upg/g berat kering biomassa. Sedangkan
remediasi ion logam adalah banyaknya ion logam yang dibersihkan atau diambil
dari media tempat tumbuhnya kultur, dinyatakan dalam %. Lamanya waktu
kultivasi untuk kultur suspensi sel adalah 7 hari, sedangkan untuk kultur kalus 3
minggu, dan kultur pucuk 4 minggu. Dalam penelitian ini, pada kultur Agave
amaniensis dan Costus speciosus diteliti akumulasi dan remediasi Cw?*, Cd®* dan
Pb®", serta pertumbuhan dan kandungan fitosteroidnya; sedangkan untuk Solanum
laciniatum yang terkait dengan perfakuan Cd™* dan Sr**, dan untuk kultur
Solanum mammosum yang terkait dengan perlakuan Cu™* dalam medianya.
Penelitian atau analisis asam amino dilakukan pada kultur Agave amaniensis yang

mendapat perlakuan Cu’* dalam medianya.

4.4 Bahan Penelitian
4.4.1 Bahan Kimia

Semua bahan kimia yang dipakai dalam penelitian ini berasal dan E.
Merck, BDH dengan der;jat pro analisis, kecuali apabila disebutkan iain. Bahan
kimia yang dipakai meliputi ammonium nitrat, kaliwn nitrat, kalsium klorida

dihidrat, magnesium sulfat hepta hidrat, kalium dihidrogen fosfat, besi (II) sulfat
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hepta hidrat, dinatrium EDTA dihidrat, mangan sulfat butahidrat, seng sulfat hepta
hidrat, asam borat, kalium iodida, natrium molibdat dihidrat, tembaga sulfat penta
hidrat, kobalt klorida heksa hidrat, asam nikotinat, piridoksin hidroklorida, tiamin
hidrokiorida, glisin, mio-inositol, sukrosa, kadmium kiorida mono hidrat, timbal
nitrat, stronsium kiorida heksa hidrat, asam asetat, amtimon triklorida, asam
klorida, natrium hidroksida, kloroform, etanol, anisaldehid, asam sulfat pekat,
dapar fosfat, hydrogen peroksida, asam nitrat, standar asam amino. Agar yang
dipakai adalah Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit-Michigan USA. Hormon-
hormon kinetin, benzyladenine, NAA, 24 D, serta standar hekogenin,
progesteron, sitosterol, kampesterol, kholesterol, stigmasterol dan solasodin

adalah produksi Sigma, St. Luis, MO, USA.

4.4.2 Media

Media yang digunakan untuk kultur suspensi sel’kalus Agave amaniensis
adalah media MS (Murashige dan Skoog, 1962) yang dimodifikasi dengan
penambahan KH,PO, 340 mg.["', hormon pertumbuhan kinetin 5 mgl” dan 2,4-D
0,5 mgl' (Indrayanto et al, 1996). Untuk kultur suspensi selkatus Costus
speciosus digunakan media MS yang dimodifikasi dengan penambahan casein
hydrotisate 1 gl’, hormon pertumbuhan kinetin 2 mgl’ dan 2,4-D 05 mg "
(Indrayanto et ai., 1999). Untuk kultur pucuk Solanum lacimiatum digunakan
media MS yang dimodifikasi dengan penambahan hormon benzyl adenin 4 mg.1”
dan casein hydrolisate 100 mg|"' (Indrayanto e af., 1995). Untuk kuitur suspensi
sel Solanum mammosum digunakan media MS yang dimodifikasi dengan

penambahan hormon pertumbuhan kinetin 2 mgI' dan 2,4-D 0,5 mgl" (Isnaeni,
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1986) dan untuk kultur pucuk Solanum mammosum digunakan media MS yang
dimodifikasi dengan penambahan hormon benzyl adenin 2 mgi' dan casein
hydrolisate 1 gl (Indrayanto er af., 1998). Untuk mengetahui secara lengkap

berbagai media yang digunakan, dapat dilihat dalam [ampiran 1 s.d. 5.

4.5 Alat atau Instrumen Penelitian

4.5.1 Alat untuk kuitivasi kultur, pengamatan pertumbuhban dan mikroskopi

1. Autoklaf (SMIC type WS2-84-64) untuk sterilisasi media

2. Neraca analitik (Sartorius L. 4208S)

3. Almari stenl (laminar air flow) (Dalton model San Ei, Seisakusho, Ltd.,
Type PCV - 750-APG) untuk pekerjaan aseptis

4. pH meter (Fischer Accumet Model 230A) untuk mengatur dan
mengukur pH lanutan media

5. Mesin pengocok (totary shaker) buatan sendiri dengan putaran + 100
rpim, disinari dengan 4 buah lampu neon Philip 54/TL 40 Watt (ca.
2000 lux) yang berada di dalam ruang kultur, dengan temperatur atau
suhu kamar 25 + 1 °C.

6. Digital lightmeter Lutron LX 102,

7. Nikon Microscope HFX-DX (Tokyo, Japan)

8. Scanning electron microscopy, SEM JMS-T100 (Jeol Ltd/Jeol Technics
Ltd, Tokyo-Japan).

9. Transmission electron microscopy, TEM JEM-1900S (Jeol Ltd/Jeol

Technics Ltd, Tokyo-Japan).
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4.5.2 Alat untuk isolasi, pemurnian dan analisis
1. TLC Scanner Shimadzu CS 930 untuk pengamatan spektrum absorban-
reflektan noda senyawa fitoaleksin
2. Hewlest Packard Gas Chromatograph 5890 Series II, untuk identifikasi
komponen fitosteroid (sterol)
3. Amino Acid Analyzer Hitachi Model 835-50 untuk analisis asam-asam
amino.

4. ICP-AES Plasma Vision 10 untuk analisis ion-ion logam

4.6 Lokasi dan waktu penelitian

Lokasi penelitian meliputi Laboratorium Bioteknologi Farmasi Bagian
Bahan Alam dan Laboratorium Analisis Farmasi Bagian Kimia Farmasi Fakultas
Farmasi Umversitas Airlangga, Laboratorium dasar Bersama Universitas
Airlangga, Laboratorium UPT Mikroskop Elektron Universitas Airlangga dan
Laboratonum Instrumen (ICP-AES) Fakultas Fammasi Universitas Surabaya.

Waktu penelitian dilaksanakan mulai tahun 1997 hingga akhir 2001.

4.7 Cara Kerja
4.7.1 Penyiapan kultur jaringan tanaman
4.7.1.1 Pembuatan Media

Pembuatan media dilakukan sesuai dengan metode Murashige-Skoog
(Bhojwani dan Razdan 1983); untuk 4. amaniensis (Indrayanto er al. 1996), C
speciosus (Indrayanto er al. 1999), S. luciniatum (Indrayanto ef af, 1995) dan S.

mammosum (Indrayanto e/ al/. 1998). Masing-masing komponen media dibuat
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larutan stok, kecuali mio-inositol, kasein hidrofisat dan sukrosa. Untuk membuat
1 liter media, masing-masing larutan stok diambil dalam jumlah yang sesuai dan
dicampur menjadi satu dalam gelas piala. Kemudian ditambahkan ke dalamnya
mio-inositol, casein hidrolisat, hormon pertumbuhan dan sukrosa serta air suling
sampai 950 mi dan diukur serta diatur pH nya menggunakan pH meter, menjadi
5,6 - 5,7 dengan penambahan HCI 0,1 N atau NaOH 0,1 N, selanjutnya ditambah
air suling hingga volume akhir 1000 ml. Untuk kultur suspensi sel, larutan media
dituang ke dalam labu Erlenmeyer 300 ml, masing-masing sebanyak 50 ml.
Sedangkan untuk kuliur kalus @ 12,5 ml dan kultur pucuk digunakan wadah
bermulut lebar @ 20 ml. Untuk media padat diperlukan penambahan agar 0,7 %.
Setelah mulut labw/wadah ditutup rapat dengan kertas aluminium, lalu disterilkan
dengan autoklaf pada temperatur 121 °C selama 20 menit. Sebelum digunakan
untuk kultivasi, media steril ini disimpan di dalam ruang kultur dengan temperatur
sekitar 25 + 1 °C.

Pembuatan media padat untuk perbanyakan kalus, dilakukan dengan cara
sama seperti di atas, setelah pengaturan pH 5,6-5,7 ditambahkan agar 0,7 % (b/v)
dan ditambah air suling sampai volume yang ditentukan, lalu dipanaskan sampai
jernih dan diaduk terus menerus. Selanjutnya dituang ke dalam botol bermulut
lebar (@ 12,5 mi), ditutup rapat dengan aluminium foil dan disterilkan seperti di
atas. Untuk media kultivasi Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum
laciniatum dan Solanum mammosum, cara pembuatannya sama, hanya saja yang
berbeda adalah komposisi dan jumlah hormon yang dipakai. Untuk iebih jelasnya

dapat dilihat dalam lampiran 2 s.d. 5.
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4.7.1.2 Kaltivasi dan perbanyakan kultur kalus, suspensi dan pucuk

Untuk memperoleh kalus dalam jumlah yang cukup, dilakukan subkultur
yaitu satu botol kultur kalus yang berusia 2 minggu dipindahkan ke beberapa
media segar, secara aseptis dan disimpan di dalam ruang kultur dengan suhu
ruangan 25 + 1°C. Untuk kultivasi masing-masing kultur suspensi sel Agave
amaniensis dan Costus speciosus dilakukan dengan memasukkan masing-masing
10,000 dan 6,000 gram kalus ke dalam labu Erlenmeyer yang berisi 50 ml media
steril, kemudian labu diletakkan di atas mesin pengocok yang disinari (1500 -
2000 lux) dan berputar 100 rpm secara terus menerus, di dalam ruang kultur
dengan suhu ruangan 25 = 1°C. Subkultur dilakukan setelah 7-10 hari (Indrayanto
et al, 1996 dan 1999). Untuk kultur pucuk Solanum laciniatwm dan Solanum
mammosum dalam jumiah yang cukup, dilakukan subkuitur yaitu satu botol kultur
pucuk yang berusia 3-4 minggu dipindahkan ke beberapa media segar, secara
aseptis dan disimpan di dalam ruang kultur dengan suhu ruangan 25 + 1°C

(Indrayanto et a/., 1995 dan 1998).

4.7.2 Pengamatan pertumbuhan dan morfologis-histologis KJT
4.7.2.1 Pembuatan media perlakuan

Media perlakuan untuk masing-masing kultur mempunyai komposisi yang
sesuai dengan komposisi seperti di atas, diberi perlakuan tanpa dan dengan
penambahan jon-ion logam Cu”*, Cd”*, Pb™ atau Sr%. Untuk penelitian ini secara
umum digunakan perlakuan dengan berbagai kadar vaitu Cu’* 0 — 30 ppm, Cd** 0
- 20 ppm, Pb** 0-40 ppm dan SP** 0-200 ppm. Cara pembuatannya sama seperti

cara pembuatan media untuk kultivasi dan perbanyakan kultur, tetapi dengan
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penambahan garam Cu®*, Cd**, Pb’" atau Sr*' sesuai kadar yang diperlukan.
Garam yang dipakai tersebut adalah CuSQ,.5 HyO, CdCi; H;O, P{NOs), dan

SrCl,. 6H,0.

4.7.2.2 Kaultivasi kultur pada media perlakuan

Untuk kultivasi masing-masing kultur suspensi sel Agave amaniensis dan
Costus speciosus dilakukan menurut cara Indrayanto e @l (1996 dan 1999),
dengan memasukkan masing-masing 10,000 dan 6,000 gram kalus ke dalam labu
Erlenmeyer yang berisi 50 ml media perlakuan sterii, kemudian labu diletakkan di
atas mesin pengocok yang disinari (1500 - 2000 lux) dan yang berputar 100 rpm
secara terus menerus di dalam ruang kuitur dengan suhu ruangan 25 % 1°C dan
kultivasi dilakukan sclama 7 hari. Untuk kultur kalus digunakan kalus sebanyak 1-
2,000 gram kalus dan dikultivasi selama 3 minggu dengan suhu ruangan 25 + 1°C.
Untuk kultur pucuk Solanum laciniatum dan Solanum mammosum dilakukan
menurut cara Indrayanto ef al. (1995 dan 1998), digunakan sebanyak 1-2,000
gram kultur pucuk tanaman, dan dikultivasi selama 4 minggu dengan suhu

ruangan 25 + 1°C.

4.7.2.3 Pemanenan kultur

Untuk kultur suspensi sel dipanen setelah dikuitivasi selama 7 hari, kultur
kalus setelah 3 minggu dan kultur pucuk setelah 4 minggu. Masing-masing
kelompok dengan replikasinya dapat dilihat di dalam tabel 5.1 s.d. 5.13.

Semua kultur suspensi sel dan pucuk yang dipanen, dipisahkan dari

medianya, dengan cara disaring, kemudian sel/kalus dan pucuk tersebut dicuci
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dengan aquadest. Biomassa yang dihasilkan ditimbang dan dikeringkan di dalam
oven pada suhu 50°C hingga kadar airnya < 2 %. Setelah kering lalu diserbuk.

Media cair yang dipisahkan dianalisis sisa ion logamnya.

4.7.2.4 Pengamatan karakter pertumbuhan

Untuk pengamatan karakter pertumbuhan, masing-masing kultur suspensi
sel setefah 1 minggu kultivasi, diamati wama sel, bentuk/ukuran sel, mikroskopi
sel, berat basah biomassa dan berat keringnya, IP (indeks pertumbuhan) dan PCV
(Packed Cell Volume).

Untuk kultur kalus dipanen setelah 3 minggu, diamati wama sel/kalus,
mikroskopis sel, berat basah dan berat kering biomassanya. Untuk kultur pucuk
dipanen setelah 4 minggu inkubasi, diamati wama dan mikroskopis tanamannya,

serta berat basah dan berat kering biomassanya.

4.7.2.4.1 Pengamatan berat basah

Massa sel yang telah diperoleh dari hasil penyaringan di atas, dimasukkan
ke dalam cawan petri kosong yang telah ditimbang sebelumnya. Berat cawan petri
yang berisi biomassa basah dikurangi berat cawan pitri kosong merupakan berat
basah biomassa.

4.7.2.4.2 Pengamatan berat kering
Pengamatan berat kering dilakukan dengan cara sebagai berikut, massa sel
basah yang telah diketahui beratnya diletakkan di bawah lampu 60-100 watt

beberapa hari hingga kering (hingga kadar air maksimum 2 % b/b), lalu diserbuk
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dan dihomogenkan. Penentuan susut pengeringan {(kadar air) dilakukan menurut

prosedur atau metode Farmakope Indonesia edisi IV (1995).

4.7.2.4.3 Pengamatan pertumbuhan kultur

Pertumbuhan kultur i vitro (suspensi, kalus dan pucuk) dari Agave ama-
niensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum dan Solanum mammosum akibat
perlakuan ion-ion logam selama kultivasi dalam waktu tertentu, dapat diamati dan
dinyatakan dalam bentuk indeks pertumbuhan (IP), sedangkan untuk kultur
suspensi sel juga difakukan pengukuran packed cell volume (PCV) (Indrayanto ef

al. 1999).

Pengamatan IP

IP merupakan rasio (perbandingan) antara berat akhir biomassa basah pada
saat pancn dengan berat awal biomassa basah pada saat penanaman; atau rasio
antara berat akhir biomassa kering hasil panen dengan berat awal biomassa kering

yang ditanam.

Pengamatan PCV

Suspensi sel masing-masing dari kultur suspensi sel Agave amaniensis
dan Costus speciosus dituang ke dalam gelas ukur 100 ml, dibiarkan selama 20
menit kemudian diamati volume sel yang mengendap di bagian bawah gelas ukur
dan volume total suspensinya. PCV adalah rasio (perbandingan) antara volume

massa sel dengan volume total suspensi dikalikan 100 % (Indrayanto et al., 1999).
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4.7.2.5 Pengamatan morfologis-histologis KJT

Pengamatan morfologis-histologis akibat adanya perlakuan ion-ion Cu’",
Cd**, Pb®" atau S, untuk masing-masing sistem kultur jaringan tanaman
dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis meliputi pengamatan wama,
ukuran dan atau bentuk massa sel, serta organel-organel, serta pengamatan
perubahan lain yang terjadi menggunakan mikroskop. Sedangkan untuk salah satu
model pengaruh ion logam diamati dari pengaruh Cu’* terhadap kultur sel Agave
amaniensis menggunakan SEM dan TEM dengan prosedur yang sesuai (Mercer
dan Birbeck, 1966).

Bahan kalus/sel-sel suspensi difiksasi dengan 2 mi larutan glutaraldehida 3
% dalam larutan dapar fosfat 0,1 M pH 74 di dalam botol, ditutup dan
dipertahankan suhunya 0-4°C selama 2 jam Kemudian larutannya diisap dan
dibuang, lalu dicuci dengan larutan dapar fosfat 0,1 M pH 7,4 secukupnya yang
telah didinginkan 4°C, dilakukan 3 sampai 5 kali Kemudian dilakukan fiksasi
berikutnya dengan 2 ml larutan osmium tetroksida 1 % dalam larutan dapar fosfat
0,1 M pH 7.4 dan dicuci dengan dapar fosfat seperti cara fiksasi pertama

Tahap berikutnya pengikatan seljaringan (penanaman dalam epon).
Setelah fiksasi dan pencucian, sediaan didehidrasi dengan 2 ml alkohol selama 15
menit, bergantian mulai dari konsentrasi 70, 80, 85, 90 dan 95% pada suhu 4°C.
Dehidrasi diulang lagi dengan alkohol 95 %, baru diganti alkohol absolut dua kals
masing- masing 20 menit pada suhu 4°C. Selanjutnya diganti 2 ml larutan
perantara oksida propilen dua kali masing- masing 20 menit pada suhu 4°C, baru
diganti campuran epon dengan oksida propilen (i:1), dimasukkan eksikator dalam

almani es antara suhu 4 — 10°C selama 10 menit, lalu campuran diisap dan
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dibuang Benkutnya dibert campuran epon mumi dimasukkan eksikator dalam
almari 4 — 10°C selama semalam, lalu beberapa kultur/sel dikeluarkan dan
diletakkan dalam kapsul gelatin/cetakan khusus dan diberi campuran epon murni,
dimasukkan inkubator pada suhu 40 °C (1 harn), 50 °C (1 hari), 60 °C (1 hari).
Apabila kapsul epon masih lunak, biarkan beberapa waktu lagi dalam inkubator
hingga mengeras.

Proses beritkutnya pemotongan balok epon untuk irisan tebal memakai
ultramikrotom dengan tebal sekitar 1 mikron (0,5 sampai 2 mikron), dan
pewarnaan memakai tetesan 2 % Toluidin biru di atas gelas obyek ditaruh di atas
pemanas 4-5 Kali hingga kering, kemudian diperiksa di bawah mikroskop cahaya,
dipilih bagian yang akan diamati TEM dan bagian yang tidak diperiksa dibuang
(dikepris). Balok epon yang mengandung bahan yang akan diperiksa dipotong lagi
berbentuk kubus/trapesium, Iuas permukaan diperkecil lagi, dihaluskan dengan
ultramikrotom, dilakukan pemotongan tipis. Irisan sampel diambil dengan kisi
tembaga, setelah menempel dikeringkan dan dimasukkan petri disk.

Tahap berikutnya pewamaan untuk menambah kontras irisan jaringan/sel
pada kisi tembaga, memakai larutan pereaksi uranil asetat lalu pereaksi plumbum
sitrat, dan dicuci berulangkali dengan aquades lalu kisi dikeringkan dan diamati
dengan TEM.

Untuk SEM, bahan setelah difiksasidan dengan cara sama seperti di atas,
dilakukan dehidrasi masing-masing selama 15 menit dalam aseton atau eter
konsentrasi 25, 50, 75 dan 90%, lalu dengan konsentrasi 100 % tiga kali.

Selanjutnya pengeringan titik kritis memakai alat Sample drying af the critical
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point (SAMDRI-780), lalu sediaan yang telah kering, dilekatkan di atas pegangan

sediaan dan dilapis emas dengan cara vakum, baru diamati dengan SEM.

4.7.3 Analisis remediasi dan akumulasi Cu®, Cd*, Pb* dan SF**

Untuk mengetahui remediasi ion-ion logam tersebut dapat dianalisis dari
sisa ion-ion metal dalam medianya. Atau dani hasil perhitungan berdasarkan
banyaknya ion-ion metal yang diserap dan diakumulasikan di dalam biomassanya.

Untuk analisis ion-ion logam, sisa media hasil pemisahan dipreparasi
menurut prosedur ASL (analytical Service Laboratories) (Hugdahl, 1993) atau
dari biomassa kering dipreparasi sesuai prosedur ASL (Fred Chen,1993).
Ditimbang biomassa yang setara dengan 0,3000 gm serbuk kering ditambah 2 ml
asam nitrat dipanaskan di atas hotplate sampai larut Larutan yang berwama
kekuningan didinginkan, lalu ditambah 0,5 ml larutan H,O, 10 % dipanaskan lagi
sampai larutan jernih. Kemudian didinginkan dan dipindah kuantitatif dalam labu
ukur diad kan sampai 25,0 ml dengan aquadem. Untuk sisa media diuapkan aimya
sampai hampir kering baru diperlakukan dengan penambahan asam nitrat dan
seterusnya seperti di atas. Selanjutnya diamati intensitasnya secara ICP-AES
(Inductively coupled plasma atomic emission spectrophotometry) dengan alat
ICP-AES Plasma Vision 10, pada panjang gelombang 224,700 nm atau 324,754
nm untuk Cu’*, 228,802 nm untuk Cd”*, 283,306 nm untuk Pb>* dan 407,771 nm
untuk Sr**. Kadar dihitung berdasarkan interpolasi intensitas sampel terhadap
persamaan regresi kurva baku masing-masing ion logam yang sesuai dan yang

diamati pada wakitu hampir bersamaan dengan panjang gelombang yang sama.
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Sebelumnya dilakukan validasi metode terlebih dahuls menggunakan modifikast

metode Funk er a/. (1992).

4.7.4 Analisis metabolit
4.7.4.1 Ekstraksi dan analisis fitosteroid (hekogenin, solasodina dan sterol)

Ekstraksi sapogenin steroid dan sterol dari serbuk kering difakukan
menggunakan prosedur modifikasi Indrayanto er o/ (1999). 1,000 gram serbuk
kering diekstraksi 3 kali masing-masing mengéunakan 5 ml khloroform. Setiap
kali ekstraksi dilakukan menggunakan uitrasonik 15 menit dan “vortex-mixer” 10
menit. Semua ekstrak dikumpulkan dan divapkan hingga kering (ekstrak fraksi
khlorofom). Residu dihidrolisis dengan 7.5 ml HCI 2N (100°C, selama 2 jam) atau
HC1 2N dalam metanot (70-75°C, selama 2 jam), lalu didinginkan, dan dinetralkan
dengan 10 N NaOH, selanjutnya diekstraksi 3 kali, setiap kali dengan 7.5 mi
khloroform dan disentrifugasi selama 10 memit dengan putaran 2500 rpm. Fase
khioroform dikumpulkan dan divapkan hingga kering (ekstrak fraksi hidrolisat).
Apabila digunakan untuk analisis, ekstrak kering dilarutkan dalam kloroform.

Ekstrak fraksi kloroform digunakan untuk sterol bebas, sedangkan ekstrak

fraksi hidrolisat untuk analisis sterol terikat dan solasodina atau hekogenin.

Analisis hekogenin

Hekogenin dideterminasi dengan metode densitometri menunat Indrayanto
ef al., 1996 dengan alat Shimadzu CS-930 TLC-Scanner. Filtrat hasil ekstraksi
dan zat pembanding (standar hekogenin) ditotolkan pada lempeng atau pelat KLT

Kieselgel 60 F,s4 (E.Merck) dan dieluasi dengan fase gerak khioroform : etil
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asetat (4:1). Setelah eluasi pelat KLT tersebut dikeringkan di udara terbuka pada
suhu kamar, laly disemprot dengan penampak noda anisaldehid-asam sulfat pekat.
Selanjutnya dipanaskan di dalam oven 100 °C selama 5 menit. Secara
densitometri dapat diamati absorban-reflektansinya pada panjang gelombang
antara 370 — 700 nm. Panjang gelombang maksimum terjadi pada 430 nm.

Untuk analisis kuantitatif, ekstrak fraksi hidrolisat dilarutkan kembali
dengan kloroform 2,0 ml, lalu ditotolkan 10 pl/spot pada lempeng/pelat KLT
Kieselgel 60 F,s54 dengan pembanding standar hekogenin (0,01 — 10,00 pg/spot),
dieluasi seperti cara analisis kualitatif di atas dan noda yang terjadi diukur areanya
dengan TLC Scanner pada pamjang gelombang 430 nm. Penetapan kadar sample
ditentukan dengan cara intrapolasi area noda sampel ke dalam persamaan garis
regresi kurva baku hekogenin tersebut (Sigma) sebagai standar eksternal pada

pelat KLT yang sama.

Analisis solasodina

Solasodina dideterminasi dengan metode densitometri menurut Indrayanto
et al., 1995 dengan alat Shimadzu CS-930 TLC-Scanner. Ekstrak fraksi hidrolisat
dilarutkan dalam kloroform, bersama pembanding (standar solasodina) ditotolkan
pada lempeng Kieselgel 60 F,s; dan dieluasi dengan campuran kloroform :
metanol : dietilamin (20 : 2 : 0,5). Setelah eluasi, pelat KLT tersebut dikeringkan
di udara terbuka pada subu kamar, selanjutnya disemprot dengan penampak noda
anisaldehid-asam sulfat, dipanaskan 100 °C selama 5 menit dalam oven. Warna

noda dan harga R, dibandingkan dengan standar solasodina.
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Identifikasi yang lain dengan mengamati absorbans-reflektansinya dengan
alat TLC Scanner Shimadzu CS-930 pada panjang gelombang 370 — 700 nm.
Profil spektra yang dihasilkan dibandingkan dengan standar solasodina pada KI.T
yang sama.

Untuk analisis kuantitatif, ekstrak fraksi hidrolisat dilarutkan kembali
dengan kioroform 2,0 ml, lalu ditotolkan 4 pl/spot pada lempeng/pelat KLT
Kieselgel 60 F,s4 dengan pembanding standar solasodina (0,4 — 1,6 pg/spot),
dicluasi seperti cara di atas dan noda yang terjadi diukur areanya dengan TLC
Scanner pada panjang gelombang maksimum 385 nm. Penetapan kadar sample
ditentukan dengan cara intrapolasi area noda sampel ke dalam persamaan garis
regresi kurva baku solasodina tersebut (Sigma) sebagai standar eksternal pada

pelat KLT yang sama.

Analisis sterol -sterol

Untuk identifikasi adanya sterol digunakan metode TLC-densitometri
menuryt Indrayanto et al., 1999. Ekstrak fraksi kloroform atau fraksi hidrolisat
dilarutkan dalam kloroform, ditotolkan pada lempeng Kieselgel 60 F,s, dan
dieluasi dengan campuran kloroform : etil asetat (4 : 1), selanjutnya disemprot
dengan penampak noda anisaldchid-asam sulfat, dipanaskan 100 °C selama 5
menit dalam oven. Wama noda dan harga R; dibandingkan dengan standar
kolesterol atau sitosterol maupun standar fitosterol lainnya. Identifikasi dapat
dilakukan dengan mengamati absorbans-reflekiansinya dengan alat TLC Scanner
Shimadzu CS-930 pada panjang gelombang 370 — 700 nm. Profil spektra yang

dihasilkan dibandingkan dengan standar fitosterol pada KLT yang sama.
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Dapat dilakukan pula analisis kualitatif dengan GC menggunakan standar
fitosterol dari SIGMA (seperti kolesterol, kampesterol, stigmasterol, sitosterol).
Pada sampel dan standar campuran (berisi kolesterol, kampesterol, stigmasterol,
sitosterol) ditambahkan standar internal progesterone, lalu diinjeksikan ke dalam
inlet sistem GC. Waktu retensi relatif sampel yang diperoleh dari kromatogram
dibandingkan dengan waktu retensi relatif dari senyawa standar. Jika waktu
retensi relatif sampel dan standar sama, maka sampel tersebut mengandung
senyawa yang identik dengan senyawa standar. Untuk kromatografi gas,
digunakan alat Hewlett Packard Gas Chromatograph 5890 Series II. Pengamatan
dilakukan dengan menggunakan metode modifikasi Indrayanto ef al. (1998).
Detector yang digunakan adalah Flame Ionization Detector suhu 280°C; dengan
kolom HP 5 (cross-linked 5 % phenyl methyl silicone, 25 m x 0.32 mm x 0.17 pm
film thickness), gas pembawa nitrogen 1,7 kg/em’; alat suntik Hamilton Micro
Syringe 10 uL, dengan volume penyuntikan sampel 2 pl; split rasio 1:100, suhu
injector 280 °C; memakai recorder Integrator HP, Chart speed 0,5 cm/menit,
attenuation 5, minimum arca 10000, treshold 4; program suhunya dimulai dengan
suhu awal 240 °C selama 5 menit, dinaikkan menjadi 280 °C dengan kecepatan 5
°C per menit, suhu akhir 280 °C selama 20 menit.

Untuk analisis kuantitatif fitosterol, secara total dapat dilakukan dengan
KLT-densitometri seperti di atas, tetapi dengan pembanding standar sterol
berbagai kadar tertentu, diamati area nodanya pada panjang gelombang 395 nm
memakai alat TLC Scanner Shimadzu CS-930. Selain cara itu dapat pula

penetapan kadar dengan menggunakan gas kromatograf, dengan kondisi analisis
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sepert: di atas. Estimasi kadar sterol sampel dihitung berdasarkan kurva kalibreasi

standar sitosterol. Kadar stero! sesungguhnya adalah :

C=Ccx Fpx_Lx 100
B; (100-%S,)
Dengan keterangan :
C = kadar sterol datam sampel (pg.g”* BK)
Cy = kadar sterol dari analit yang diinjeksikan ke dalam GC
F, = factor pengenceran
B, = berat penimbangan serbuk sampel

% S; = prosen susut kering serbuk sampel

4.7.4.2. Ekstraksi dan analisis asam amino

Analisis kandungan asam amino dilakukan mengikuti prosedur Hitachi
Scientific Instrument Technical Data Sheet (1988), melalui tahapan analisis :
hidrolisis sampel, pembuatan larutan pereaksi ninhidrin, pembuatan larutan eluen,
pembuatan farutan standar asam amino, preparasi sampel hasil hidrolisis,

pengamatan dengan Amino Acid Analyzer (AAA) dan perhitungan hasil.

Hidrolisis sampel

Ditimbang teliti 1,0 mg sampel biomassa atau 1,0 ml sisa media yang telah
disaring dengan kertas Whatman 41 ditambah 1 mi HCI 6 N, dikocok sampai
homogen, kemudian dioven pada suhu 110 °C selama 22 jam. Cairan hasil
pemanasan ini divapkan dengan cara mengalirkan gas Nitrogen sampai kering.

Hasilnya disiapkan untuk analisis.
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Pembuatan larutan ninhidrin

Ditimbang natrium asetat anhidrat sebanyak 82,000 gram, dilarutkan
dalam 150 mi air suling steril, ditambah 25 ml asam asetat anhidrat, lalu
diencerkan dengan air suling sampai volumenya hampir 250 ml. Larutan dikocok
homogen, diatur pHnya 5.5 lalu ditambah 750 ml sellulov, diaduk homogen
sambil dialiri gas nitrogen selama 20 menit (larutan A).

Ditimbang 20,000 gram ninhidrin dalam botol kedap udara, dimasukkan
ke dalam larutan A sambil diaduk agar larut sempumma, sambil dialiri gas nitrogen
selama 15 menit (larutan B). Ke dalam larutan B ditambahkan 1,7 mi lanutan
titanous klorida dan diaduk sambil dialin gas nitrogen selama 10 menit.
Kemudian ditambah dapar sampai volumenya menjadi 1 liter. Larutan ini

sebaiknya disimpan di dalam almatri es.

Pembuatan larutan eluen

Larutan eluen ini merupakan lanxtan dapar yang tersusun atas berbagai
komposisi bahan air suling, natrium sitrat, natrium hidroksida, natrium klorida,
asam sitrat, eal alkohol, bensil alkohol, tiodiglikol, lanttan Bryj-35, dan asam
kaproat, sehingga pH nya diatur untuk berbagai eluen tersebut dengan pH : 3,3 ;

3,2, 4,3, dan 4,9,

Pembuatan larutan standar asam amino

Dipipet 0,20 ml larutan standar yang mengandung 18 macam asam amino

baku, dimasukkan ke dalam labu ukur 50 ml Kemudian diencerkan dengan
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larutan dapar sitrat 0,2 N dan pH diatur 2,2 dan larutan disiapkan untuk

pengukuran pada alat penganalisis asam-asarm amino.

Penyiapan sampel hasil hidrolisis

Hasil hidrolisis yang kering kehitaman ditambah 0,5 ml NaOH 0,01 N
diaduk sampai homogen dengan alat ultrasonik selama 15 menit. Ke dalam
campuran tersebut ditambahkan 1,5 ml HCI 0,02 N dan diaduk homogen, lalu
dipipet suspensinya dengan injektor 2 ml. Campuran yang terambil ini disaring
dengan filter Millex — HA 0,45 pm . Hasil saringan dimasukkan ke dalam tabung

sampel 500 uL untuk siap dianalisis.

Kondisi alat :
Waktu analisis : 144 menit
Volume optimum sampel : 10 nmol
Ukuran kolom : 4 x 150 mm (2819 °F)

Kecepatan alir larutan buffer : 0,475 ml/menit
Tekanan kolom : 39 kgfem®
Temperatur kolom :53°C

Temperatur tempat pencampuran anatara sampel dan ninhirin : 95 — 96 °C.

Perhitungan
Asam amino di dalam sampel beratnya (mg) :

Ci=A/A.xCy x BM,,
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Sedangkan persen kadar asam amino = % AA = C, /BS x V, /V; x 100 %.

A, = area asam amino sampel
Ay = area asarm amino standar
C, = berat (mg) asam amino sampel

Cy  =kadar asam amino dalam standar/volume standar yang
diinjeksikan

BM,, = berat molekul asam amino standar

BS = berat sampel atau volume sampel
V, = volume sampel setelah dihidrolisis
Vi = volume sampel yang diinjeksikan (ul.)

4.7.5 Analisis data

Untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan pengaruh konsentrasi masing-
masing ion Cu”’, C&*, Pb’ atau Sr* terhadap pertumbuhan dan kandungan
fitosteroid dalam kultur (suspensi, kalus, pucuk) Agave amaniensis, Costus
speciosus, Solanum laciniatum dan Solanum mammosum maka dilakukan uji
Anova. Dalam penelitian ini digunakan analisis varians “Fixed Effect Model”
dengan rancangan rambang lugas (One Way Anova). Untuk mengetahui ada
tidaknya hubungan antara kadar Cu™*, Cd”™*, Pb?* atau Sr** dalam media dengan
indeks pertumbuhan kultur digunakan analisis statistik regresi (Steel dan Torrie,

1995).
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

Untuk perlakuan Cu®*, hasil pengamatan IP dan PCV, remediasi dan
akumulasi Cu®*, serta kandungan metabolit pada kulhw A. amaniensis, C.
speciosus dan S, mammosum dapat dilihat dalam Tabel 5.1 s.d. 5.5. Sedangkan
untuk perlakuan Cd** pada kultur 4. amaniensis, C. speciosus dan S. laciniatum
hasilnya dapat dilihat dalam Tabel 5.6 s.d 5.9 , untuk perlakuan Pb*" pada kultur
A. amaniensis dan C. speciosus hasilnya dapat dilihat dalam Tabel 5.10 s.d 5.12
dan untuk perlakuan Sr’* pada kultur S. /aciniatum hasilnya dapat ditihat dalam
Tabel 5.13.

Gambar histogram hasil pengamatan IP dan PCV kultur pada berbagai
konsentrasi Cu** dapat dilihat dalam gambar 5.1 s.d. 5.4 ; untuk Cd** pada gambar
5.5 s.d. 5.8; untuk Pb** pada gambar 5.9 s.d. 5.11; untuk S** pada gambar 5.12.
Gambar morfologis-histologis kultur pada berbagai konsentrasi ion logam dapat
dilihat dalam gambar 5.13 s.d. 5.16. Histogram hasil remediasi dan akumulasi
Cu™ pada kultur dapat dilihat pada gambar 5.17 sd. 5.19; untuk Cd** pada
gambar 5.20 s.d. 5. 23; untuk Pb** pada gambar 5.24 s.d. 5.26 dan untuk S*** pada
gambar 5.27. Histogram kandungan fitosteroid kultur pada berbagai konsentrasi
Cu®* dapat dilihat pada gambar 5.28 dan 5.29; untuk Cd®* pada gambar 5.30 s.d.
5.31; untuk Pb’* pada gambar 5.32 s.d. 5.35 dan untuk Sr** pada gambar 5.36.

Semua pembahasan tabel dan gambar histogram tersebut secara rinci dapat

dilihat pada BAB 6 PEMBAHASAN.
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Tabel 5.2  Kandungan asam amino (% BK)" di dalam biomassa kultur suspensi Agave amaniensis umur 7 hari pada berbagai

konsentrasi Cu*".

Asam Cu™™ Cu™ Cu™ Cu® Cu” Cu™ Cu™
Amino 0 ppm 0,006 ppm® 5 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm 30 ppm
Hypro 1,2+0,2 1,1£0,2 0,9+0,1 2,2+ 0,1 1,1=0,1 1,2+ 0,1 08+0,1

Pro 0,8+0,1 0,9+0,1 0,8+ 0,1 1,7+ 0,1 1,1 0,1 2,0+£0,1 1,2+0,1

Asp 2,7+0.2 2,103 214502 2001 26+0,5 2,1+0,1 2503

Thr 1,2+0,1 1,1+0,1 1,0+ 0,1 0,9+0,0 1,4 +£0,2 1,1 +0,1 1,302

Ser 1,3+0,1 1,3+0,2 1,1+ 0,1 1,1 £ 0,1 16+0,3 1,3+ 0,1 1602

Glu 1,9+0,0 3,9+0,2 29+02 3,9+£0,1 48+ 04 47+07 45+04

Gly 1,3+0,1 1,4+£03 1,3+ 0,1 1,2+ 0,1 1,8+03 1,202 1,7+ 0,1

Ala 1,2+0,1 1,3+£03 1.1+0,1 09100 1,702 1,202 1,6 £0,1

Cys 0,100 0,2+00 0.2+ 0,0 03+0,0 0.1+£00 0,2+00 0,100

Val 1,2+ 0,1 1,3+£0.2 1,0 £ 0,1 1,0+ 0,1 1,6+03 1,2+ 0,1 1,5+0,2

Ile 0,9+0,1 1,1+01 0,9+ 0,1 0,9+0,1 1,4+ 03 2,020,1 1,3+£02

Leu 1,8+0,1 1,702 1,5+0,1 1,4+0,1 24+03 1,7+02 23+0,.2

Tyr 0,8+0,1 0,5+£0,0 04+ 0,1 0,60, 0,7+0,0 0,7+ 0,1 0,7+0,1

Phe 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1 0,9+0,1 1,020,2 1402 0,920,1 1,3+0,1
Hylys 1,2£0,1 0,401 02+0,1 0,8+ 0,0 0,7+0,1 0,4 %00 0,5+0,1

Lys 1,5+0,1 1,5+0,1 1,2+0,1 12+0,1 20+£0,.2 1,5x0,2 200,10

His 0,700 0,7+02 0,6+ 0,0 05+0,0 0,8+0,1 0820,1 08+0,1

Arg 1,3+ 0,1 1,101 1,0+ 0,1 1,000 1,602 1,2+0,1 1,52 0,1

® Hasil dinyatakan dalam rata-rata + SD (n = 3); ® kadar Cu”" orisinal di dalam media MS. Asam amino ditentukan menggunakan Amino
Acid Analyzer.
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Table 5.3 Kandungan asam amino di dalam media (% b/v)’ kultur suspensi 4. amaniensis umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cu®*

SAM O Oppm Cu¥ 0,006 ppm® Cuf 125ppm  Cu™25ppm  Cu¥ Sppm Cu 10ppm  Cu® 20 ppm
Pro 0,5(+0,3) 0,5 (x0,5) 0,5(x0,3) 0,6 (+52) 0,6 (= 0,6) 1,3 (£ 0,0) 1.8 (+ 5.0)
Asp 0,5 (£ 8,0) 0,3 (+2,8) 03 (x8.5) 0.4 (+ 3,8) 1,1 (z3,1) 1,0 (*4,1) 53(+0.5)
Ser 0,1(x2,8) 0,1 (£23) 0,1{x18) 0,1 (x72) 0,7 (+ 5,4) 1,0 ( 10) 2.8 (+0.4)
Glu 0,5(x=11) 0,3 (0,8 0,3 (+5,0) 0,4 (+ 0,4) 1,9 (= 3,5) 09(x53) 102 (+ 3.0)
Gly 0,3 (x14) 0.2 (£ 1,8) 0,2 (x1,3) 0,2 (= 1,9) 0,8 (= 11) 0.5 (+ 14) 3.9 (£ 4.5)
Ala 0,5 (+ 10) 03(x2,7) 0,2 (x0,3) 0,3 (+ 7,0) 0.9 (+ 12) 06 (+9.1) 35(442)
Cys 0.3+ 1.9) 0,3 (+ 9,6) 03 (£33) 02 (£13) 0.2 (+ 7,4) 0,3 (£ 9,0) 0,5 (= 2,4)
Val 0,4 ( 6,4) 0,3 (x5.9) 0,2 (x52) 0,3 (£ 12) 0,6 (= 5,9) 0,6 (+ 11) 34(£47)
e 0358 02044 02638 0300)  06(M)  07(:2)  22(:20)
Leu 0,4 (+4,0) 03=1.2) 0,3 (= 0,8) 0,4 (+1,4) 0,8 (x11) 0.4 (£ 14) 34(+38)
Phe 0,2 (= 5,6) 0,2(x5,5) 0,2 (+5,4) 0,2(=54) 0,3 (= 13) 0.2 (£9,5) 2.1(£9.3)

Hylys 0311 0,1 (x2,1) 0,1(x2,9) 0,2 (+ 2,5) 0,2 (+6,2) 03 (+ 10) 1341
Lys 0,2 (+79) 0,2 (+ 5,1) 0,1 (% 1,2) 0,2 (+3,5) 0.5 (+ 4,5) 0.4 (£3.9) 3.8+ 1.9)

* Hasil dinyatakan dalam rata-rata analisis duplo (+ % deviasi dari rata-rata pengukuran); © kadar Cu** orisinal di dalam media MS.

Asam amino ditentukan menggunakan Amino Acid Analyzer.
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Tabel 5.4 Hasil pengukuran IP, remediasi dan akumulasi Cu®* di dalam biomassa kultur kalus Cosfus speciosus umur 3 minggu pada

berbagai konsentrasi Cu*,

Cu®’ di dalam media Remediasi Cu®" terhitung Akumulasi Cu®™
(ppm) IP* (%)’ (ng.g" BK)"
0 5,7x0,6 - 10
0,006° 57+06 03+ 24 240
1 6,3+£0,7 59+ 13 42+5
2.5 6,4+ 0,5 44+ 7 78+ 8
5 6,0 £ 0,6 47+ 8 163 £ 16
10 5209 42+ 10 31817
20 3,7+%8 3011 594 £ 41

Hasil dinyatakan sebagai : rata-rata * SD (°n=19, °n=3); ‘kadar Cu®* orisinal di dalam media MS. Cu®* ditentukan kadarnya

menggunakan JCP-AES.
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Tabel 5.5 Hasil pengukuran IP dan PCV kultur suspensi Solanum mammosum umur 7 hari, serta TP, akumulasi Cu®* dalam biomassa dan

kandungan sterol total bebas kultur pucuk S. mammosum umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Cu*".

Kultur suspensi S. mammosum

Kultur pucuk S. mammosum

Kadar Cu™ Kadar Cu” Akumulasi Sterol bebas
dalam media dalam media Cu® dalam | (ugg' BK)
(ppmn) Ip® PCV (%) (ppm) PP biomassa
(ugg” BKY
0 3,5+£02 89 +5 0 39+£1,0 3%0 561+ 125
0,006° 39+03 63 %5 0,006° 93+£25 4+0 593 +117
5 3,710,1 90+4 5 6,5+23 5t+1 439 £ 63
10 34402 90 +4 10 6,8+20 104 +6 467 £ 47
20 2,2+0.2 61%5 20 48+ 1,6 130+ 1 358+76
30 0,7+0,0 28+1 40 2,31£03 415+3 147 + 45

Hasil dinyatakan dalam rata-rata + SD (" n = 9; ba= 18;°n=3;%n= 4). "Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Cu** ditentukan

menggunakan ICP-AES dan stero] menggunakan TLC-densitometer.
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Tabel 5.6 Hasil pengukuran IP, PCV, remediasi dan akumulasi Cd”*, serta kandungan hekogenin di dalam biomassa kultur suspensi A.
amaniensis umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cd*”.

Kadar Cd**

Remediasi Cd** | Akumulasi Cd*" Kandungan

dalam media IP*® PCV (%) hasil perhitungan | dalam biomassa hekogenin
(ppm) (%)° (ngg' BK)’ (ng g’ BKY

0° 2,7+0,1 75+3 - - 63 (3)

10 1,9£0,1 o ) g5 2 184 + 5 10 (£ 8)

15 1,7+ 0,1 49+2 29+ 1 312+ 18 20(+ 12)

20 1,5+0,1 4813 4142 596+ 6 27 (£ 4)

25 1,2+0,1 41 £2 45+2 9007 12 (% 8)

Hasil dinyatakan sebagai rata-rata + SD (*n = 10; bn= 3). ® Hasil dinyatakan sebagai rata-rata dua kali analisis (+ % deviasi dari rata-rata).

“Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Cd** ditentukan kadarnya menggunakan ICP-AES; hekogenin ditentukan menggunakan TLC-
densitometer.
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Tabel 5.7 Hasil pengukuran IP, PCV, remediasi dan akumulasi Cd*, serta kandungan sitosterol kultur suspensi Costus speciosus umur 7

hari pada berbagai konsentrasi Cd**.

Kadar Cd™ Remediasi Akumulasi Sitosterol Sitosterol
. 24+ . 2+
dalam media Cd*" hasil Cd*" dalam bebas terikat
(ppm) P* PCV (%)* perhitungan biomassa
%) (ugg'BKY | 88 BKY | (ugg’BK)

0° 20403 35+4 . . 235 (£ 6) 217 (£14)
5 1.5+0.1 331 22+ 1 173+ 10 138 (+ 4) 205(x9)
10 14+0.1 312 212 278129 259(£2) 144 (£ 7)
15 1.3£00 311 1841 472+ 55 204 (£22) 160 (+4)
20 12£01 25+4 1743 53361 96 (£ 1) 261 (£21)

Hasil dinyatakan dalam rata-rata + SD (*n = 10; ®n = 3). ®Hasil dinyatakan dalam rata-rata dua kali analisis (+ % deviasi dari rata-rata).

4 Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Cd** ditentukan menggunakan ICP-AES dan sitosterol menggunakan GC.
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Tabel 5.8 Hasil pengukuran IP, remediasi dan akumulasi Cd®* di dalam biomassa kultur kalus Costus speciosus umur 3 minggu pada
berbagai konsentrasi Cd**.

Cd”" di dalam media Remediasi Cd™ Akumulasi Cd**
perlakuan P (%)° {(ug g’ BK)°
(ppm}
0° 49109 - -
0.5 49+0,7 8315 16+ 1
1 40+1,2 7713 30+3
2,5 36+009 63110 5613
5 24+07 46+ 3 150+ 6
10 1,8+04 62+0 258+ 1
20 1,1 +£0,2 46 + 10 578+ 14

Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata + SD (* n =19, "n = 3), ® Medium orisinal modifikasi MS (kontrol).
Cd** ditentukan menggunakan ICP-AES.
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Tabel 5.9 Hasil pengukuran IP, remediasi dan akumulasi Cd?*, serta kandungan solasodina di dalam biomassa kultur pucuk Solanum

laciniatum umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Cd**.

Cd** di dalam media Remediasi Cd* Akumulasi Cd** Solasodina di dalam

perlakuan P’ terhitung (ugg" BK) biomassa
(ppm) (%) (ug g" BKY

04 45+08 2 : 714 (£ 27)

5 43107 64 11 120+ 20 394 (2 1)

10 34108 57+13 23619 2365 (+4)

15 29107 59+ 14 447 £ 62 1024 (£ 6)

20 2,81x06 63112 633+ 82 754 (£ 2)

Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata = SD (* n = 20, ®n = 6), ®Hasil dinyatakan sebagai rata-rata dua kali analisis (+ % deviasi dari rata-rata).

 Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Cd** ditentukan menggunakan ICP-AES; solasodina menggunakan TLC-densitometer.
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Tabel 5.10 Hasil pengukuran IP, PCV, remediasi dan akumulasi Pb**, serta kandungan hekogenin kultur suspensi A. amaniensis umur 7

hari pada berbagai konsentrasi Pb*".

Kadar Pb* Remediasi Pb™ | Akumulasi Pb™ Hekogenin
dalam media IP PCV (% hasil perhitungan dalam biomassa )
( ) pe ) g I X (ug g 1 BK)C
(ppm) (%) (g g BK)
0° 2,7+0,1 7543 - - 63 (£ 3)
10 24072 65+5 7947 468+ 4 30 (+ 16)
20 2,1+0,1 5042 78+ 4 890 £ 25 27 (£ 15)
30 2001 54+ 3 75+ 4 1367 + 31 23 (£ 4)
40 22+0,1 60 +2 6445 1395 + 27 22 (£ 4)

Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata + SD (* n = 10; ® n = 3). ® Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata dua kali analisis (= % deviasi dari rata-
rata). *Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Pb** ditentukan menggunakan ICP-AES; hekogenin menggunakan TLC-densitometer.
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Tabel 5.11 Hasil pengukuran IP, PCV, remediasi dan akumulasi Pb>*, serta kandungan hekogenin kultur suspensi 4. amaniensis umur 14
£; 2!

hari pada berbagai konsentrasi Pb™".

Pb** dalam media Ip° PCV (%)" Remediasi Pb’" | Pb*" datam biomassa { Kadar Hekogenin
(ppm) (%) (ngg’ BKY (ng.g” BK)®
0° 2,5+ 0,1 783 - - 72 (2 1)
10 25+0,1 78+2 94+2 548 + 22 50 (£ 1)
20 1,802 584 73+3 875+ 93 38 (% 4)
30 2340, 64 +2 96 + 1 1.348 £ 50 34 (£ 7)
40 24+0,1 59+3 73+1 1.558 + 53 24 (+ 4)

Hasi! dinyatakan sebagai: rata-rata £ SD ("n = 9; "n = 5; “n = 3). ¢ Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata dua kali analisis (= % deviasi dari

rata-rata). “Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Pb®* ditentukan menggunakan ICP-AES dan hekogenin menggunakan TLC-

densitometer.
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Tabel 5.12 Hasil pengukuran IP, PCV, remediasi dan akumulasi Pb**, serta kandungan sitosterol kultur suspensi Costus speciosus umur 7

hati pada berbagai konsentrasi Pb**.

Kadar Pb™" Remediasi Akumulasi Sitosterol Sitosterol
. . 24
5 dalam media Pb"" hasil Pb*" dalam bebas terikat
{ppm) IP PCV (%) perhitungan biomassa
%) weg BKP | *& g'BKY | (ugg'BKY)
0° 2,003 354 - - 235 (+ 6) 217 (£14)
10 2440, 46 + 4 35+2 244 £ 5 153 (£21) 444 (£ 6)
20 241202 5816 38+3 5218 164 (£ 8) 285(x2)
30 34403 775 363 580 + 38 234 (+ 4) 338 (£ 3)
40 1,2+0,1 33 3112 1167 £ 55 318 (£18) 283 (+4)

Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata + SD (* n = 10; ® n = 3). ° Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata dua kali analisis (= % deviasi dari rata-

rata). ¢ Medium orisinal modifikasi MS (kontrol). Pb** ditentukan menggunakan ICP-AES dan sitosterol menggunakan GC.
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Tabel 5.13. Hasil pengukuran IP, remediasi dan akumulasi Sr**, serta kandungan solasodina di dalam biomassa kultur pucuk Solanum

laciniatum umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Sr**.

Sr** di dalam media Remediasi Sr** dari | Akumulasi Sr* di Solasodina
(ppm) P media (%)° dalam biomassa (mg g BK)"
(ugg' BK)®

0 28+£03 - - 1,2+0,2

25 3408 75+ 1 189 £ 6 1,4+0,2

50 33+03 81£1 39110 1,9+ 0,1

100 29+03 74+ 1 634 + 100 1,6+ 0,1

200 2,9+0,3 54 %1 1312 + 132 1,3+0,1

Hasil dinyatakan sebagai: rata-rata = SD (" n = 25, "n = 4). S¢** ditentukan menggunakan ICP-AES; solasodina menggunakan TLC-

densitometer.
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Gambar 5.2 Histogram IP kultur kalus Costus speciosus umur 3 minggu pada berbagai
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Histogram IP dan % PCV kultur suspensi sel Agave amaniensis umur 7 hari

pada berbagai konsentrasi Cu®* . *Kadar orisinal Cu’* dajam medium MS.
Kultur mampu tumbuh dalam media mengandung Cu®* 0-15 ppm.
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konsentrasi Cu”* . *Kadar orisinal Cu”* dalam medium MS.

Kultur mampu tumbuh datam media mengandung Cu® 0-20 ppm.
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Gambar 5.3 Histogram IP dan % PCV kultur suspensi Sofanum mammosum umur 7 hari
pada berbagai konsentrasi Cu”* . *Kadar orisinal Cu®* dalam medium MS.
Kultur mampu tumbuh dalam media mengandung Cu®* 0-20 ppm.
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Gambar 5.4 Histogram IP kultur pucuk Sofanum mammosum umur 4 minggu pada
berbagai konsentrasi Cu®* . *Kadar orisinal Cu>* dalam medium MS.
Kultur mampu tumbuh datam media mengandung Cu® 0-40 ppm.
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Gambar 5.5 Histogram IP dan % PCV kultur suspensi sel Agave amaniensis umur 7 hari
pada berbagai konsentrasi Cd*" .
Kultur mampu tumbuh dalam media mengandung Cd** 0-25 ppm.
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Gambar 5.6 Histogram IP dan % PCV kultur suspensi sel Costus speciosus umur 7 hari
pada berbagai konsentrasi Cd® .
Kultur mampu tumbuh datam media mengandung Cd** 0-20 ppm.
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Gambar 5.9  Histogram IP dan % PCV kultur suspensi sel Agave amaniensis umur 7 hari
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Kultur mampu tumbuh dalam media mengandung Pb®* 0-40 ppm.
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Gambar 5.11 Histogram IP dan % PCV kuitur suspensi sel Costus speciosus umur 7 hari
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Kultur mampu tumbuh dalam media mengandung PbZ* 0-40 ppm.
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Gambar 5.12 Histogram P kultur pucuk Sofanum faciniatum umur 4 minggu pada
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Gambar 5.14 Irisan melintang batang kultur pucuk Solanum mammosum.
(pembesaran 50 kali), pada berbagai konsentrasi Cu** 0,006 ppm (1),
10 ppm (2), 20 ppm (3) dan 40 ppm (4). a. epidermis b. jaringan
pembuluh ¢. empulur
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Gambar 5.15 Irisan melintang batang kultur pucuk Sofanum laciniatum
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pada berbagai konsentrasi Cd**. Pembesaran 50 kali,
Perlakuan: (1) Cd** 0 ppm, dan (2) Cd** 20 ppm;
a. epidermis, b. jaringan pembuluh ¢. empulur.
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Gambar 5.16 Irisan melintang batang kuitur pucuk Solanum laciniatum (X100),
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Yang dikultivasikan dalam media yang mengandung s o ppm (a),
50 ppm (b) dan 100 ppm (c). Rasio A/B besarnya 0,49 = 0,04 (a),
0.73+ 0,03 (b) dan 0,73 0,03 (), n=14, hasil dinyatakan dalam:
rata-rata = SD,
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Gambar 5.17 Histogram remediasi dan akumutasi Cu?* kuttur suspensi sel A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cu?* . *Kadar orisinal Cu?* dalam
medium MS. Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Cu®* >15 ppm

Gambar 5.18 Histogram remediasi dan akumulasi Cu®* kultur kalus Cosfus Speciosus
umur 3 minggu pada berbagai konsentrasi Cu®* . *Kadar orisinal Cu®*

Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

75

R R 1] J——

25

Remediasi Cu®* (%)
3

o

Akumutazi Cu®
{ugig BK})

o 8 8 8 8

4 hiperakumulasi

120

Remediast Cu®*
terhitung (%)
g8 g 8

o

[
f
l

2 Asoo —
§ X450
£ “an00
iz
£ 150
o : . | v | . . .
0 0,006* 1 25 5
Kadar Cu** dalam media {ppm)

A hiperakumulasi

72

dalam medium MS Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Cu>* > 5 ppm
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Gambar 5.19 Histogram akumulasi Cu®* kultur pucuk Sofanum mammosum umur 3
minggu pada berbagai konsentrasi Cu® . *Kadar orisinal Cu®* dalam
medium MS. Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Cu** >10 ppm
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Gambar 5.20 Histogram remediasi dan akumutasi Cd* kultur suspensi sei A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cd?* .
Terjadi hiperakumuiasi pada media dengan Cd?* >10 ppm
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Gambar 5.21 Histogram remediasi dan akumuiasi Cd%* kuitur suspensi Costus speciosus

Gambar 5.22 Histogram remediasi dan akumulasi Cd** kultur kalus Costus speciosus
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Gambar 5.23 Histogram remediasi dan akumulasi Cd®* kuitur pucuk Solanum faciniatum
umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Cd?* .
Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Cd®* > 5 ppm
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Gambar 5.24 Histogram remediasi dan akumulasi Pb®* kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Pb** .
Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Pb* > 20 ppm
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Gambar 525 Histogram remediasi dan akumulasi Pb?* kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 14 hari pada berbagai konsentrasi Pb* .
Terjadi hiperakumulasi pada media dengan PL** > 10 ppm

8 &8 8

terhitung (%)

Remediasi Pb®*
=

xR

o
3

Alumulasi Pb%*

o

! 0 10 20 30 40
! Kadar Pb®* datam media (ppm)
|

|

A hiperakumulasi
Gambar 5.26 Histogram remediasi dan akumulasi Pb%* kultur suspensi Coslus speciosus
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Pb®* .
Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Pb>* > 20 ppm
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Gambar 5.27 Histogram remediasi dan akumulasi S°* kultur pucuk Sofanum faciniatum

Gambar 5.28 Histogram kandungan hekogenin kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cu?* *Kadar orisinal Cu®*

Gambar 5.29 Histogram kandungan sterol bebas kultur pucuk S. mammosum
umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Cu®* . *Kadar orisinal Cu®*

Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

b
8

g

w
o
o

Akumutasi Sr*
(usl%“ BK)

o

0 25

50

100

Kadar Sr** dalam media (ppin}

200

umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Sr°* .
Terjadi hiperakumulasi pada media dengan Sr** > 200 ppm

77

A hiperakumulasi

0 15 20 30
Kadar Cu?* dalam media (ppim)

dalam medium MS.
¥ 800
a
"o 600
2
ﬁ 400 -
2 200 -
g 0 : .
0 0,006* 5 10 20 40
Kadar Cu® dalam media (ppm)

dalam medium MS.

AKUMULASI Cue+, Cd2+, Pb2+ DAN Sr2+,

SUGIJANTO



Gambar 5.30 Histogram kandungan hekogenin kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cd®* .

Gambar 5,31 Histogram kandungan sitosterol kultur suspensi sel C. speciosus
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cd®* .

Gambar 5.32 Histogram kandungan sofasodin kuttur pucuk Solanum laciniatum
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Gambar 5.33 Histogram kandungan hekogenin kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Pb”* .
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Gambar 5.34 Histogram kandungan hekogenin kultur suspensi sel A.amaniensis
umur 14 hari pada berbagai konsentrasi Pb?* .
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Gambar 5.35 Histogram kandungan sitosterol kuitur suspensi sel C. speciosus
umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Pb%* .
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Gambar 5.3¢ Histogram kandungan solasedin kultur pucuk Solanum laciniatum
umur 4 minggu pada berbagai konsentrasi Sr°° .

Disertasi AKUMULASI Cue+, Cd2+, Pb2+ DAN Sr2+, SUGIJANTO



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 6

PEMBAHASAN

Adanya berbagai kadar Cu®*, Cd**, Pb** dan Sr** di dalam media, diduga
berpengaruh  ferhadap KJT, mempengaruhi pertumbuban dan morfologis
histologis KJT, terjadi remediasi dan akumulasi Cu®*, Cd*, Pb** dan Sr** dan
berpengaruh terhadap pembentukan metabolit KIT. Sesuai dengan tahapan
penelitian, dilakukan pembahasan berurutan mulai dari pengaruh pertumbuhan
dan morfologis-histologis KJT, akumulasi dan remediasi Cu®*, Cd**, Pb** dan

Sr**, hingga pengaruh terhadap kandungan metabolit KJT.

6.1 Pengaruh Cu®', Cd**, Pb* dan Sr*" terhadap pertumbuhan dan
morfologis histologis KJT

Pengaruh Cu’* terhadap pertumbuhan

Kultur jaringan tanaman atau kultur in vitro dinyatakan tahan terhadap ion
logam dan mampu hidup apabila menunjukkan IP > 1. Kuitur suspensi sel 4.
amaniensis tahan terhadap Cu’® hingga 15 ppm. Adanya Cu®™* 15 ppm
menyebabkan penurunan [P dan PCV 61 dan 53 % dibanding kultur suspensi yang
tumbuh di dalam media dengan kadar orisinal Cu™" dalam media MS sebagai
media kontrof (lihat tabel 5.1 him 48 dan gambar 5.1 him 61). Kultur kalus Costus
speciosus (F8) tahan terhadap Cu’" hingga 20 ppm, dengan IP rata-rata 3,7 (lihat
tabel 5.4 him 51 dan gambar 5.2 him 61), bahkan pada media dengan Cu** 1 dan
2,5 ppm terjadi peningkatan relatif kecil indeks pertumbuhannya menjadi 112%

dibanding pada media kontrol. Untuk kultur suspensi sel S. mammosum tahan
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terhadap Cu”* hingga 20 ppm dan kultur pucuknya tahan hingga Cu’* 40 ppm,
dengan demikian kultur pucuk lebih toleran dibanding kultur kalusnya (lihat tabel
5.5 hlm 52 dan gambar 5.3 dan 5.4 him 62). Berbagai konsentrasi Cu’’ ternyata
berpengaruh secara nyata (a = 0,05) terhadap IP rata-rata; berdasarkan analisis
regresi menggunakan SPSS 10.0 for Windows, diperoleh persamaan regresi
kubik, pada kultur suspensi 4. amaniensis : [P = 2,29 + 0,02 (Cu”") - 0,01 (Cu™*Y
+0,03.10” (Cu**Y dengan ©° = 0,814 dan Figic = 0,0000; dan pada kultur kalus C.
speciosus: IP = 5,81 + 0,31 (Cu®") — 0,05 (Cu®*)* + 0,02.10" (Cu**)’ dengan I =
0,966 dan Fignir = 0,0105. Untuk kultur pucuk S. mammosum : IP = 3,72 + 0,03
(Cu*") - 0,01 (Cu®)* + 0,06.107 (Cu®*)’ dengan r* = 0,953 dan Fygnir = 0,0000,

Kultur 4. amaniensis, C. speciosus dan S. mammosum tersebut
menunjukkan sifat yang lebih toleran dibanding kultur kalus Nicotiana tabacum
yang resistan terhadap Cu’* hingga 100 uM (= 6,4 ppm) yang dilaporkan Gori er
al. (1998), bahkan kultur kalus C. speciosus dan pucuk S. mammosum lebih
toleran dibanding kultur kalus Acer pseudoplaranus yang tidak tahan terhadap
Cu®" > 20 ppm (Turner dan Dickinson, 1993). Pada kadar ini juga toksis terhadap
kultur suspenst sel 4. amaniensis. Kultur pucuk S. mammosum (IP = 4,8 pada
Cu’* 20 ppm; IP=2,3 pada Cu’*” 40 ppm) lebih toleran dibanding kultur kalusnya
(IP=2,2 pada Cu?' 20 ppm), kultur kalus C. speciosus (IP=3,7 pada Cu’* 20 ppm)
maupun kultur suspensi A. amaniensis (IP = 1,2 pada Cu®* 15 ppm).

Pengaruh ion logam terhadap pertumbuhan terkait dengan morfologis-
histologis KJT. Kultur 4. amaniensis mampu tumbuh dengan IP > 1, dalam
media S;ang mengandung berbagai kadar Cu’* hingga mencapai 15 ppm, nampak

adanya gambaran permukaan sel yang lebih berkerut dan dinding sel yang
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mencbal; demikian pula kultur S. mammosum yang tahan Cu’™ hinga 40 ppm
nampak adanya penebalan pada sistem pembuluhnya. Hal ini kemungkinan karena
adanya mekanisme toleransi pengikatan ion logam pada permukaan dinding sel
kultur. Uraian yang terkait dengan dinding sel ini diuraikan iebih rinci dalam
pembahasan yang terkait dengan morfologis-histologis. Menurut Krimer et af
2000, pada tanaman jenis Thlaspi yang bersifat hiperakumulator terhadap Ni**
terkait dengan adanya ikatan Ni-komponen dinding sel; serta fenomena terjadinya
penebalan dinding sekunder elemen xylem tanaman tembakau yang toleran
terhadap Cu”* (Gori et al., 1998). Apakah hal ini merupakan fenomena respon
akibat adanya stress terhadap ion Cu’*, dan dapat terjadi pada sel-set tanaman

yang lain, masih diperiukan pembuktian lebih lanjut.

Pengaruh cdé* terhadap pertumbuhan

Kultur suspensi A. amaniensis, kultur suspensi dan kalus C, speciosus
maupun kultur pucuk Solanum laciniatum mampu tumbuh dan tahan terhadap
Cd”* hingga 20 ppm (periksa tabel 5.5 s.d. 5.8 him 52-55 dan gambar 5.5 s.d. 5.8
him 63-64), bahkan A. amaniensis tahan terhadap Cd** sampai 25 ppm. Pada
kadar yang sama (Cd”™* 20 ppm), kultur pucuk S. laciniatum menunnjukkan [P=
2,8, kultur suspensi A. amaniensis dengan P=2.3; kultur kalus C. speciosus
dengan IP = 1,4 dan kultur suspensi C. speciosus dengan IP=1,1. Hal ini
menunjukkan bahwa kultur suspensi A. amaniensis lebih tahan Cd** dibanding
kultur suspensi C. speciosus. Kultur kalus C. speciosus lebih tahan Cd** dibanding

kultur suspensinya. Semua kultur tersebut lebih toleran terhadap Cd**
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dibandingkan dengan kultur pucuk Bacopa moniera (dengan Cd*" 56 ppm)
seperti yang telah dilaporkan Ali ef al. (1998).

Adanya peningkatan konsentrasi Cd°" di dalam media KJT, menyebabkan
penurunan IP semua kultur yang diteliti. Berbagai konsentrasi Cd** berpengaruh
secara nyata (o = 0,05) terhadap IP rata-rata; berdasarkan analisis regresi
menggunakan SPSS 10.0 for Windows, diperoleh persamaan regresi kubik, pada
kultur suspensi 4. amaniensis : [P = 2,69 - 0,13 (Cd*") + 0,01 (Cd**)’ - 0,15.107
(Cd*")® dengan r* = 0,957 dan Fygyc = 0,0000; pada kultur suspensi C. speciosus:
P = 1,97 - 0,12 (Cd&*) + 0,01 (CE*Y - 0,2.107 (Cd**Y’ dengan ¥ = 0,793 dan
Faignie = 0,0000; pada kultur pucuk Solanum laciniatum : P = 4,55 + 0,04 (Cd™) -
0,02 (Cd*")? + 0,8.107 (Cd™)’ dengan * = 0,998 dan Fiigmir = 0,0802. Pada kultur
suspensi A. amaniensis, terjadi penurunan [P menjadi 78% dan penurunan PCV
menjadi 55% pada konsentrasi Cd** 25 ppm. Pada kultur suspensi C. speciosus,
terjadi penurunan [P menjadi 70% dan penurunan PCV menjadi 71% pada
konsentrasi Cd”* 20 ppm; sedangkan pada kultur kalus C. speciosus, terjadi
penurunan [P menjadi 22% pada konsentrasi Cd** 20 ppm. Untuk kultur pucuk

Solanum laciniatum, tetjadi penurunan IP menjadi 62% pada konsentrasi Cd** 20

Pengaruh Pbh>* terhadap pertumbuhan

Kuitur suspensi 4. amaniensis mampu tumbuh (IP > 1,8) dan tahan
terhadap Pb’" hingga 40 ppm (periksa tabel 5.10 dan 5.11 him 57-58, serta
gambar 5.9-5.10 hlm 64-65); kultur suspensi C. speciosus juga tahan terhadap

Pb’" hingga 40 ppm (periksa tabel 5.12 hlm 59 dan gambar 5.11 him 65).
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Berbagai konsentrasi Pb”* berpengaruh secara nyata (a = 0,05) terhadap IP rata-
rata; berdasarkan analisis regresi menggunakan SPSS 10.0 for Windows,
diperoleh persamaan regresi kubik, pada kultur suspensi 4. amaniensis : IP = 2,69
- 0,03 (Pb*) - 0,6.10° (Pb*')? + 0,25.10° (Pb”")’ dengan r* = 0,778 dan Fegn¢ =
0,0000; pada kultur suspensi C. speciosus: [P = 2,06 - 0,09 (Pb**) + 0,01 (Pb**Y
- 0,2.10° (Pb*")’ dengan r* = 0,759 dan Fyguic = 0,0000. Pb** 10 hingga 30 ppm
menngkatkan IP kultur suspensi C. speciosus hingga 1,8 kali dibandingkan kuitur
yang dikultivasi di dalam medium orisinal MS yang dimodifikasi. Hal ini berbeda
dan tidak terjadi pada kultur A. amaniensis. Demikian pula nampak nyata
peningkatan PCV pada kultur suspensi C. speciosus dan peningkatan terbesar
pada konsentrasi Pb** 30 ppm, yaitu menjadi 2,2 kali lebih besar dibanding tanpa
Pb™. Pengaruh Pb’* yang dapat meningkatkan IP tersebut perlu dikaji pada kultur
yang lain. Kemampuan kultur yang diteliti untuk tahan hidup terhadap kadar Pb**
hingga 40 ppm, jauh lebih besar daripada yang diteliti pada kultur suspensi sel

Silene vulgaris hingga kadar Pb** 20 ppm (Leopold er al., 1999).

Pengaruh Sr** terhadap pertumbuhan

Kultur pucuk Solanum laciniatum (SL-7) mampu tumbuh dengan baik
(semua TP > 2,8) di dalam media yang mengandung S** 25 — 200 ppm (periksa
tabel 5.13 him 60 dan gambar 5.12 him 66). Berbagai konsentrasi Sr2+
berpengaruh secara nyata terhadap IP (pada o = 0,05); berdasarkan analisis regresi
menggunakan SPSS 10.0 for Windows, diperoleh persamaan regresi kubik, pada
kultur pucuk Solanum laciniatum: TP = 2,85 + 0,03 (S£*) - 0,4.107 (S©*) +

1,44.10° (Pb™Y dengan r* = 0,954 dan Fgye = 0,271. Pada konsentrasi Sr** 25
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dan 50 ppm, terjadi peningkatan IP 1.2 kali dibanding kultur yang ditumbuhkan di
dalam media tanpa Sr™*. Kultur pucuk S. /aciniarum ini tahan terhadap Sr**
hingga 200 ppm, seperti halnya kultur kalus A. amaniensis dan kultur pucuk C.

speciosus yang pernah diteliti Indrayanto ez a/. (1993 dan 1999).

Pengaruh Cu? terhadap morfologis-histologis KJT
Berdasarkan pengamatan makroskopis terhadap kultur suspensi A.

amaniensis setelah 7 hari perlakuan, menunjukkan bahwa pada perlakuan Cu’* 0-
10 ppm, semua kultur suspensi berwarna putih agak kekuningan; sedangkan untuk
perlakuan 15 ppm warnanya agak kuning kecoklatan dan untuk 20 ppm ke atas
warnanya agak kecoklatan. Sedangkan untuk kultur kalus Costus speciosus umur
3 minggu, baik pada media kontrol maupun perlakuan tanpa dan dengan Cu’*
hingga 10 ppm, semua tumbuh dan warnanya putih. Sedangkan pada media Cu®*
20 ppm nampak jumlah kalusnya paling sedikit (sesuai hasil [P menurun menjadi
65 % dibanding kontrol) dan warnanya agak kecoklatan. Secara mikroskopis
masih sulit terdeteksi adanya perbedaan gambaran sel-selnya. Namun demikian
pada pewamaan Giemsa pada kultur suspensi sel A. amaniensis menunjukkan
bahwa perlakuan Cu’* di atas kadar orisinalnya kurang kuat menyerap warna; sel-
sel pembanding/kontrol lebih berwarna biru gelap.

Berdasarkan pengamatan menggunakan SEM dan TEM sel-sel A.
amaniensis dari kultur suspensi menunjukkan bahwa dinding selnya {ebih nampak
berkerut dan lebih tebal dari pada kontrol. Ketebalan dinding sel 4. amaniensis
rata-rata 0,13 = 0,03 sampai 0,50 + 0,09 um berbeda secara bermakna dibanding

kultur kontrol rata-rata 0,10 + 0,04 um (Fiacuaes = 44,92, p = 0,000, » = 10).
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Dinding sel primer diketahui mengandung mikrofibril yang terdiri atas untaian
selulosa, membentuk matriks bersama hemiselulosa dan senyawa pectin, dan
mengandung glikoprotein yang kaya dengan hidroksi prolin (yang disebut
ekstensin), maupun protein dinding sel lainnya yang kaya prolin, glisina atau
threonina. Demikian pula dinding sel sekunder, seperti dinding sel primer,
mengandung zat-zat tersebut ditambah komponen lignin. D1 bawah dinding sel
ada membran sel yang mengandung fosfolipida dan protein (Hopkins, 1999).
Adanya matriks dan senyawa pada dinding sel maupun membran sel tersebut
kemungkinan terjadi adsorbsi ion-ion lpgam diikat menjadi senyawa kompleks
atau khelat yang terjebak dalam matriks dinding sel, sechingga nampak adanya
penecbalan dinding sel dengan permukaan yang lebih berkerut pada penelitian ini.
Hal ini diperkuat dengan apa yang terjadi pada permukaan akar Brassica juncia
yang mampu mengadsdorbsi Cd™*, Pb>*, 8r7*, dan Ni?* (Meagher, 2000).

Untuk kultur pucuk S. mammosum menunjukkan bahwa tanpa Cu®* terjadi
pemucatan warna daun bahkan agak menguning dan pada pemberian Cu?* 40 ppm
wamanya agak kehitaman dibanding pada kadar orisinal Cu®* dalam medium MS
sebagai kontrol. Hal ini kemungkinan disebabkan karena peran Cu’* antara lain
diperlukan dalam proses fotosintesis dan terkait dengan kegiatan kloroplast.
Adanya Cu”® berlebih, dapat menghambat pertumbuhan dan meningkatkan
kandungan pigmen (Macksymiec, 1997). Berdasarkan pengamatan morfologis-
histologis, gambaran mikroskopis irisan penampang melintang batang kultur
pucuk S. mammosum (lihat gambar 5.14 hlm 69), nampak adanya pencbalan pada

sistem pembuluhnya, tetapi tidak tegjadi pelebaran silinder pusatnya.
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Pengaruh Cd** terhadap morfologis-histologis KJT
Berdasarkan pengamatan makroskopis terhadap kultur suspensi A.

amaniensis serta kultur suspensi dan kalus Costus speciosus, baik pada media
kontrol tanpa Cd** maupun dengan Cd*' hingga 10 ppm, nampak tumbuh dan
warnanya putih kekuningan. Sedangkan pada media Cd %* 15 ppm ke atas tampak
warnanya menjadi kuning kecoklatan. Di dalam studi histokimiawi menggunakan
pereaksi asam nitrat dan natrium sulfida, Cd** tidak terdeteksi di dalam bagian
sel-sel kultur suspensi. Peneliti lain menjelaskan adanya kemampuan detoksiftkasi
ataupun toleransi terhadap ion logam, yaitu pemberian Cu®* dan Cd”* pada kultur
suspensi sel dan tanaman utuh Silene vulgaris dan tomat, menginduksi
terbentuknya kompleks Cu®* dan Cd**- fitokhelatin, Senyawa kompleks tersebut
berperan dalam detoksifikasi logam berat (Leopold ef a/., 1999). Kemampuan
kultur kami untuk membentuk kompleks fitokhelatin masih memerlukan
penelitian lebih fanjut,

Sistem pembuluh dari S. /aciniatum yang tumbuh di dalam media yang
mengandung Cd®* nampak Iebih berkembang daripada yang tumbuh di dalam
media tanpa Cd’*. Rasio lebar antara sistem pembuluh dan titik pusat empulur
terhadap epidermis dari batang S, laciniatum yang mendapat perlakuan Cd** 20
ppm, besamnya 1,3-1,4 kali dibanding kultur pucuk yang tumbuh tanpa Cd*".
Kultur ini toleran, mampu tumbuh dalam media dengan kadar Cd** hingga 20
ppm dengan IP = 2.8 dengan mekanisme pelebaran sistem pembuiuh, seperti yang
pernah dilaporkan oleh Gori ef a/. (1998), pada tanaman tembakau yang toleran

terhadap Cu™*.
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Pengaruh Pb*' terhadap morfologis-histologis KJT

Berdasarkan pengamatan makroskopis terhadap kultur suspensi 4.
amaniensis serta kultur suspensi dan kalus Costus speciosus, semua menunjukkan
adanya pertumbuhan, baik pada media kontrol (tanpa Pb*") maupun dengan
perlakuan Pb** hingga 40 ppm, dan semua warnanya putih kekuningan. Di dalam
studi histokimiawi menggunakan pereaksi asam nitrat dan natrium sulfida, Pb**

tidak terdeteksi di dalam bagian sel-sel kultur suspensi tersebut.

Pengaruh Sr’* terhadap morfologis-histologis KJT
Sistem pembulubh dan S. /aciniatum yang tumbuh di dalam media yang

mengandung Sr’* nampak lebih berkembang daripada yang tumbuh di dalam
media tanpa Sr°*. Adanya sistem pembuluh tanaman yang lebih berkembang, juga
pemah dilaporkan oleh Gori er al. (1998), pada tanaman tembakau yang toleran
terthadap Cu®*. Rasio lebar antara sistem pembuluh dan titik pusat empulur
terhadap epidermis dari batang S. laciniarum yang mendapat perlakuan Sr** 50
dan 100 mg 1" adalah 0,68 + 0,04 dan 0,73 =+ 0,03 (rata-rata + SD, n = 14).
Rasio ini sebesar 1,4 dan 1,5 kali lebih besar dibanding kultur pucuk yang

tumbuh tanpa Sr** (0,49 + 0,04)

6.2 Remediasi dan akumulasi Cu®*, Cd**, Pb** dan Sr*

Remediasi dan akumulasi Cu®*

Kultur suspensi sel Agave amaniensis mampu menyerap Cu’" di atas 67 %
dari media perlakuan; sedangkan kultur kalus C. speciosus mampu menyerap Cu’*

> 42 % pada kadar Cu’* < 10 ppm dalam media tumbuhnya. Kemampuan

Disertasi AKUMULASI Cue+, Cd2+, Pb2+ DAN Sr2+, SUGIJANTO



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

920

remediasi kultur suSpensi A. amaniensis lebih besar dari kultur akar berambut
Armoracia rusticana (62,4 %) (Zikmundova, 1995). Sesuai dengan studi yang
pernah dilakukan peneliti sebelumnya (Zikmundova, 1995), sistem kuitur sel
tanaman ini dapat digunakan untuk studi bioremediasi ion logam di dalam media
tempat tumbuhnya.

Kultur suspensis sel 4. amaniensis mampu mengakumulasi dan terjadi
hiperakumulasi Cu®* (106 ug.g” BK) dari medium yang mengandung Cu®* 15
ppm; hiperakumulasi Cu®* kultur kalus C. speciosus pada Cu®* 5-20 ppm dan
hiperakumulasi Cu’* kultur pucuk S. mammosum pada Cu** 10-40 ppm.
Kemampuan akumulasinya jauh lebih besar dari kemampuan tanaman polong-
polongan dan padi-padian yang hanya mencapai 32 dan 10 ug.g”' BK (Filov et al.
1993), dan semuanya merupakan hiperakumulator karena kemampuannya

mengakumulasi Cu’" lebih besar dari 100 pg g™’ BK (Brooks ef al., 1998).

Remediasi dan akumulasi Cd**

Kultur suspensi sel Agave amaniensis mampu meremediasi Cd** 25-45%
dari media perlakuan; sedangkan kultur suspensi C. speciosus mampu
meremediasi Cd’* 17-22% dari media tumbuhnya. Kemampuan remediasi kultur
suspensi A. amaniensis lebih besar dari kultur suspensi C. speciosus. Sedangkan
untuk kultur kalus C. speciosus dan kultur pucuk S. laciniatum, masing-masing
mampu meremediasi Cd’* sebesar 46-83% dan 57-63%. Akumulasi Cd?* di
dalam biomassa A. amaniensis tertinggi mencapai 900 pg.g”’ BK dari medium
yang mengandung Cd** 25 ppm.; kultur suspensi dan kalus . speciosus serta

kultur pucuk S. lacinitaum berurutan, akumulasi Cd** tertingginya mencapai 533,

Disertasi AKUMULASI Cue+, Cd2+, Pb2+ DAN Sr2+, SUGIJANTO



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

91

578 dan 633 pg.g” BK pada media dengan kadar Cd”* sebesar 20 ppm. Hal ini
menunjukkan bahwa kultur tersebut mampu mengakumulasi Cd** jauh lebih besar
daripada tanaman Helianthus annuus yang mengakumulasi Cd™ di dalam
daunnya 34 ug.g”! BK tanpa pemberian EDTA, dan sebesar 115 ug.g”’ BK adanya
penambahan EDTA ke dalam media untuk meningkatkan akumulasi Cd®* (Chen
& Cusright 2001). Namun demikian kemampuan akumulasinya masih lebih
rendah dari tanaman Thlaspi caerulescens yang mampu mengakumulasi Cd**
hingga 3000 pg.g” BK (Brooks et al. 1998). Kultur in vitro A. amaniensis, C.
speciosus dan S. laciniatum merupakan hiperakumulator terhadap Cd**, karena
kemampuannya mengakumulasi Cd”* lebih besar dari 100 pug.g"' BK (Brooks er
al., 1998). Sesuai dengan studi vang pemnah dilakukan peneliti sebelumnya
(Herman, 1995; Zikmundova, 1995), sistem kultur sel tanaman ini dapat
digunakan untuk studi bioremediasi ion logam di dalam media tempat tumbuhnya,
dan Gori et al. (1998) membuktikan bahwa dari kalus yang toleran terhadap ion

logam dapat ditumbuhkan menjadi tanaman yang toleran terhadap ion logam.

Remediasi dan akumulasi Pb**

Kultur suspensi sel Agave amaniensis umur 7 hari dan 14 hari, serta kultur
suspensi C. speciosus berurutan mampu melakukan remediasi Pb** rata-rata 64-
79%, 73-96% dan 31-38%, sedangkan kemampuan mengakumulasi Pb>* di dalam
biomassanya rata-rata berurutan 468-1395, 548-1558 dan 244-1167 pg.g”' BK. 4.
amaniensis yang tumbuh di dalam media perlakuan Pb™ 10 — 30 mgl’,
mengakumulasi Pb** di dalam biomassanya sekitar 2 kali lebih besar dibanding

yang C. speciosus yang tumbuh dalam media perlakuan dengan kadar Pb®* yang
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sama. A. amaniensis mampu menyerap dan mengakumulasikan Cd** dan Pb** di
dalam biomassanya lebih besar dibanding C. speciosus, mungkin karena berat
awal biomassa yang ditanam lebih besar. Akumulasi Pb*" dalam biomassa C.
speciosus tersebut 15 kali lebih besar dibandingkan tanaman rurnip (semacam
lobak) (16 pg.g”’ BK) yang tumbuh di atas tanah yang mengandung Pb** sekitar 8
mg.kg"' (Filov et al., 1993). Berdasar penelitian yang dilakukan, kultur suspensi
A.  amaniensis dan C. speciosus merupakan hiperakumulator, karena

kemampuannya mengakumulasi Pb*"(> 500 ug g™") (Brooks et al., 1998).

Akumulasi dan remediasi Sr**

Kultur pucuk S. laciniatum ini mampu meremediasi lebih dari 50 % S¢**
dari media tumbuhnya dan mengakumulasi Sr™* di dalam biomassanya hingga
0,13 % BK. Hal ini ini menunjukkan bahwa kultur pucuk S, /aciniatum mampu
melakukan hiperakumulasi Sr*” karena akumulasinya melebihi 0,1% (Brooks ef
al., 1998; Baker, 1999). Berdasarkan hasil penelitian ini, juga menunjukkan
bahwa akumulasi Sr** tertinggi tersebut 14 kali lebih besar dibandingkan tanaman
Solanum yang pernah dilaporkan Filov ef a/. (1993). Dengan demikian Solanum

laciniatum melakukan fitoremediasi Sr’* dari media tempat tumbuhnya.

Kemampuan KJT untuk melakukan remediasi dan mengakumulasikan
Cu™, Cd™, Pb™ dan Sr** pada biomassanya, terkait dengan adanya adsorbsi,
absorbsi, trasnpor dan translokasi ke dalam organ atau jaringan tanaman (KJT)
(Meagher, 2000). Untuk masuk ke dalam jaringan tanaman/KJT, jon-ion logam

tersebut kemungkinan diikat oleh fitosiderofor yang disekresikan oleh KJT ke
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dalam media, yang mengandung berbagai macam asam pembentuk kompleks atau
khelat (Meagher, 2000), dapat juga diikat dengan fitokhelatin ataupun
metaliothionein (Cobbett and Goldsbrough, 2002), sehingga tidak beracun
terhadap sitoplasma, kemudian terjadi translokasi dan diakumulasikan dalam
organ tanaman (Das ef /., 1997), seperti disimpan di dalam vakuola dalam bentuk
kheiat maupun diubah ikatannya menjadi sulfida ataupun lainnya (Meagher,
2002). Hal ini perlu dibuktikan lebih lanjut senyawa fitokhelatin yang terjadi serta

keberadaan senyawa metal tersebut di dalam organel tanaman atau KJT,

6.3 Pengaruh Cu’*, Cd**, Pb* dan Sr** terhadap kandungan metabolit
Pengaruh Cu’’ terhadap kandungan metabolit KJT

Di dalam media yang mengandung Cu’* 5-10 ppm, beberapa asam amino:
Pro, Asp, Ser, Glu, Gly, Ala, Val, Ile, Hylys dan Lys meningkat rata-rata di atas
200 % lebih besar dibanding kontrol (Lihat tabel 5.3. him 50). Kadar asam amino
di dalam biomassa tidak berbeda secara nyata, kecuali pada konsentrasi Cu®* 10
ppm, Pro meningkat 183,9 % (lihat tabel 5.2 hlm 49). Peningkatan kandungan
asam amino kemungkinan dimaksudkan untuk mengantisipasi adanya stress
akibat Cu’*, yang mana Cu’" diikat asam-asam amino atau protein membentuk
metallothionein atau fitokhelatin kompieks dan selanjutnya dapat ditransfer
menuju ke berbagai bagian dani sel. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
sebelumnya (Ali er o/, 1998; Kramer ef al., 2000) bahwa penambahan ion logam
berat di dalam media dapat meningkatkan produksi asam amino, seperti prolin.

Menurut Maksymiec 1997, Cu™* mempunyai reaktifitas yang tinggi terhadap
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kebanyakan asam amino, dan secara langsung berpengaruh terhadap pembentukan
kompleks dengan protein komponen dinding sel, yang kaya hidroksi prolin.

Kandungan hekogenin di dalam btomassa kultur suspensi sel A4
amaniensis meningkat menjadi 125, 158 dan 131 % dengan adanya Cu’* 0,6, 1,25
dan 5 ppm. Indrayanto ef af. (1996) melaporkan bahwa 10 uM Cu’* (= 0,6 ppm)
di dalam media, dapat meningkatkan kandungan hekogenin di dalam kultur katus
A. amaniensis sampai 270 %. Berdasarkan hasil penelitian tni dapat dinyatakan
bahwa Cu’* (0,6-5 ppm) dapat menginduksi terbentuknya hekogenin.

Adanya Cu®* 5-40 ppm menurunkan kandungan sterol bebas dalam kultur
pucuk S. mammosum, terendah terjadi pada Cu?* 40 ppm dengan kandungan sterol
bebasnya menjadi 25 % dibanding kontrol pada kadar orisinal Cu’* dalam
medium MS. Yang menarik pada kultur ini adalah pada ekstrak fraksi
hidrolisatnya, setelah ditotoikan pada lempeng silica gel Fz-s.; bersama pembanding
solasodina , kemudian dieluasi dengan kloroform: methanol: dietilamin (20:2:0,5)
menggunakan penampak noda anisaldehid sulfat terbentuk warna biru dengan Rf
yang sama dengan pembanding solasodina; demikian pula dengan penampak noda
dragendorf memberikan warna oranye seperti pembanding dan warnya semakin
nampak intensif pada kadar Cu yang lebih tinggi (40 ppm). Hal ini menarik untuk
diteliti lebih lanjut, kemungkinan terbentuknya fitoaleksin senyawa yang mirip

solasodina yang sebelumnya tidak terjadi pada kultur pucuk S. mammosum.

Pengarub Cd” terhadap kandungan metabolit KJT
Berbagai kadar Cd™* (10-25 ppm) di dalam media kultur suspensi A.

amaniensis menyebabkan terjadinya penurunan kandungan hekogenin di dalam
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biomassanya menjadi 43-16 %. Sedangkan terhadap kultur suspensi C. speciosus
menyebabkan penurunan sitosterol total di dalam biomassanya, terendah menjadi
79 % pada Cd?* 20 ppm. Pada kultus pucuk S. laciniatum, adanya Cd’* 10 dan 15
ppm dapat bertindak sebagai elisitor abiotik, karena dapat meningkatkan
kandungan solasodina menjadi 3,3 dan 1,4 kali dibanding tanpa pemberian Cd™".
Menurut Trelfall dan Whitehead (1988), ion-ien logam berat (antara lain Cu?*,
Cd*, Ni**, Pb>") yang ditambahkan ke dalam kultur suspensi sel Datura
stramonium dapat bertindak sebagai elisitor abiotik untuk terbentuknya fitoaleksin

sesquitespenoid.

Pengarub Pb>* terhadap kandungan metabolit KJT

Peningkatan konsentrasi Pb”* di dalam media juga menyebabkan
penurunan kandungan hekogenin di dalam biomassa 4. amaniensis dan penurunan
terbesar terjadi pada perlakuan Pb™ 40 ppm, yakni menjadi < 35% dibanding
tanpa Pb*". Pb** dapat menyebabkan peningkatan sitosterol total dalam biomassa
C. speciosus. Pada kadar Pb** 30 ppm menyebabkan peningkatan sitosterol total
menjadi 1,3 kali dibanding kontrol. Memperhatikan hal ini, perlu diteliti Iebih

lanjut apakah ada korelasi antara peningkatan IP dengan peningkatan sitosterol.

Pengaruh Sr’* terhadap kandungan metabolit KJT
Pada media yang mengandung Sr** 50 dan 100 ppm, kandungan solasodin

kultur pucuk Solanum laciniatum meningkat menjadi 1,6 dan 1,4 kali dibanding
tanpa pemberian Sr’*. Adanya Sr** kadar tinggi 197 ppm juga menginduksi

pembentukan hekogenin pada kultur kalus 4. amaniensis menjadi 1,6 kali
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(Indrayanto et al., 1993) dan menginduksi pembentukan diosgenin pada kultur
pucuk C. speciosus menjadi 1,3 kali dibanding kontrol (Indrayanto ef al., 1999).

[on-ion logam berpengaruh terhadap produksi enzim dan metabolisme.
Cu** dapat menghambat aktifitas ATP-ase dalam membran plasma akar jagung,
juga dapat menghambat aktifitas enzim fosfatase, berpengaruh pada metabolisme
nitrogen, asam-asam amino dan protein dalam pucuk tanaman (Reichman, 2002).
Cu’" berperan dalam proses metabolisme sel tanaman, berpengaruh pada efectron
transpor dalam proses fotosintesis. Ion logam juga berpengaruh terhadap aktifitas
fipoxigenase, mempengaruhi membran sel dan Ca™ dalam sitosol, sehingga
berpengaruh pada metabolisme dan hasil metabolitnya, serta pertumbuhan sel
tanaman (Maksymiec, 1997). Demikian pula ion-ion logam lain, seperti St**, Cd**
dan Pb*" dapat berkompetisi dan menggantikan kedudukan ion logam dalam
metalloenzim, seperti Ca’* (Kaim dan Schwederski, 1994).

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, menunjukkan bahwa
kultur Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum, Solanum
mammosum mampu melakukan hiperakumulasi Cu**, Cd**, Pb** dan Sr**. Hal ini
menarik unftuk dilakukan regenerasi lebih lanjut dan diwji di lapang untuk
kemungkinan penerapan fitoremediasi atau aplikasi bioteknologi lingkungan di
masa mendatang, mengingat penelitian Gori ef a/., 1998 yang telah terbukti bahwa
dani seleksi kalus yang toleran terhadap Cu’* 3,2 ppm dapat ditumbuhkan menjadi

tanaman yang lebih toleran terhadap kadar yang lebih besar (Cu®* 6,4 ppm).
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan sebagai berikut

1. Kultur Agave amaniensis dan kultur Costus speciosus mampu tumbuh
pada media dengan berbagai konsentrasi Cu’* 0,6-15 ppm, Cd®* 0,5-20
ppm dan Pb** 10-40 ppm. Kultur Solanum mammosum mampu tumbuh
pada media dengan berbagai konsentrasi Cu®* 5-40 ppm. Kultur Solanum
faciniatum mampu tumbuh pada media dengan berbagai konsentrasi Cd**
5-20 ppm dan $r** 25-200 ppm.

2. a. Peningkatan konsentrasi hingga Cu”* 15 ppm, Cd>* 20 ppm dan Pb** 40
ppm berpengaruh terhadap penurunan indeks pertumbuhan kultur yang
diteliti, kecuali pada Pb** 10-30 ppm terjadi peningkatan IP kultur
suspensi C. speciosus menjadi 1,8 kali dan pada Sr** 25-50 ppm terjadi
peningkatan [P kultur S. laciniatum menjadi 1,2 kali dibanding kontrol.

2. b. Peningkatan konsentrasi Cu’" 1,25-20 ppm berpengaruh terhadap
permukaan kultur suspensi sel A. amaniensis, menjadi lebih berkerut
dengan dinding sel yang lebih tebal (1,3-5 kali} dibanding kontrol. Pada
Cd”* 20 ppm dan Sr** 50-100 ppm menyebabkan rasio lebar antara sistem
pembuluh dan titik pusat empulur terhadap epidermis dari batang S.
laciniatum menjadi lebih besar 1,4 kali dibanding rasio pada kontrol.

3. Kultur Agave amaniensis, Costus speciosus, Solanum laciniatum dan

Solanum mammosum, melakukan remediasi serta mampu mengakumulasi
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Cu?* (> 100 pg g’ BK), Cd** (> 100 pg.g’ BK), Pb** (> 500 pg.g” BK)
dan S¢* ( > 1000 pg.g’ BK). Semua kultur tersebut bertindak sebagai
hiperakumulator.

4. a. Cu®" 0,6-5 ppm dapat meningkatkan kandungan hekogenin kultur
suspensi 4. amaniensis, dan peningkatan tertinggi pada Cu** 125 ppm
mencapai 1,7 kaii dibanding kontrol. Pada berbagai konsentrasi Cd** 10-
25 ppm dan Pb™ 10-40 ppm, menyebabkan kandungan hekogenin kultur
A. amaniensis menurun menjadi 0,5-0,2 kali dibanding kontrol. Cu** 5-30
ppm menyebabkan kandungan sterol bebas S mammosum menurun
menjadi 0,7 — 0,2 kali dibanding kontrol dan terbentuk metabolit dengan
Rf kromatogramnya identik solasodina. Adanya Cd** 10 ppm dan Sr** 50-
100 ppm menyebabkan kandungan solasodin kultur pucuk S. laciniarum
meningkat menjadi 3,3 dan 1,6-1,4 kali dibanding kontrol..

4. b. Cu*" 5-10 ppm menyebabkan terjadinya peningkatan kadar asam amino
Pro, Asp, Ser, Glu, Gly, Ala, Val, lle, Hylys dan Lys di dalam medianya
rata-rata lebih dari 2 kali dibanding kontrol dan pada Cu®™* 10 ppm terjadi
peningkatan Pro di dalam biomassa kultur suspensi Agave amaniensis

menjadi 1,8 kali dibanding kontrol.

7.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut penclitian pembentukan
fitokhelatin pada kultur jaringan tanaman Agave amaniensis, Costus
speciosus, Solanum laciniatum, Solanum mammoswm, maupun lainnya

yang bersifat hiperakumulator.
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Periu dilakukan penelitian Iebih lanjut tentang pengaruh Pb** pada
kultur suspenst Cosfus speciosus dan lainnya agar diperoleh informasi
yang lebih lengkap mengenai mekanisme yang dapat meningkatkan indeks
pertumbuhan dan kandungan sitosterol.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh Cu®* pada
pembentukan metabolit kultur pucuk S. mammosum, senyawa yang
mempunyai Rf kromatogram identik dengan solasodina.

Perlu dilakukan regenerasi tanaman Agave amaniensis, Costus
speciosus, Solanum laciniatum, Solanum mammosum dan diuji di lapang

untuk kemungkinan penerapan fitoremediasi di masa mendatang.
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Disertasi

No Komponen Jumlah (mg.1™)
1 (NH4)2NO; 1.650

2 KNO3 1.900

3 CaClz. 2H,0O 440

4 MgS04.7H,O 370

5 KH2PO4 170

6 Ki 0,83
7 H;BO; 6,20
8 MnS04.4H,0 22,30
9 ZnSO4.7H0O 8,6
10 Na:Mo004.2H,0 0,25
11 CuSQ4.5H0 0,025
12 CoCl,.6H,0 0,025
13 FeS04.7H20 27,80
14 NaEDTA.2H,O 37,30
15 IMyo-inositol 100

16 Asam nikotinat 0,5
17 Piridoksin HCI 0,5
18 Thiamin HCI 0,1
19 Glisin 2

20 Sukrosa 30.000

21 Kinetin 0,04-10
22 1AA 1,0-30
23 Agar 7.000

pH 5,6-5,7
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Lampiran 2  Komposisi Media Murashige dan Skoog yang dimedifikasi

untuk pertumbuhan kultur suspensi Agave amaniensis

No Komponen Jumlah {mg.I")

1 (NH4)2NO4 1.650

2 KNO3 1.900

3 CaCly. 2H,0O 440

4 MgSQO4.7H,0 370

5 KH2PO, 340

6 Ki 0,83
7 H;BO; 6,20
8 MnS0O,4.4H,0 22,30

9 ZnS04.7H0 8,6
10 Na;Mo0,.2H:0 0,25
11 CuS0,.5H;0 0,025
12 CoCl,.6H,0 0,025
13 FeSO4.7H20 27,80
14 Na;EDTA.2H0O 37,30
15 Myo-inositol 100

16 Asam nikotinat 0,5
17 Piridoksin HCI 0,5
18 Thiamin HCI 0,1
19 Glisin 2

20 Sukrosa 30.000

21 Kinetin 5

22 24D 0,5
23 Agar -

pH 56-5,7
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Lampiran 3  Komposisi Media Murashige dan Skoog yang dimodifikasi

untuk pertumbuhan kultur kalus & suspensi Costus speciosus

No Komponen Jumlah (mg.i")
1 (NH4)2NO3 1.650
2 KNO; 1.900
3 CaCl,. 2H,0O 440
4 MgS0O,.7H,0 370
5 KH2PO, 170
8 Kl 0,83
7 H;BO, 6,20
8 MnSO..4H0 22,30
9 ZnS0,.7TH0 86
10 Na:Mo0,4.2H,0 0,25
11 CuS04.5H,0 0,025
12 CoCl,.6H,0 0,025
13 FeS04.7H20 27,80
14 Na,EDTA.2H,0O 37,30
15 Myo-inositol 100
16 Asam nikotinat 0,5
17 Piridoksin HC! 0,5
18 Thiamin HCI 0,1
19 Glisin 2
20 Sukrosa 30.000
21 Kinetin 2
22 24D 0,5
23 Casein hydrolisat 1.000
24 Agar* 7.000
pH 586-5,7

* Untuk suspensi tanpa menggunakan agar
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Lampiran 5  Komposisi Media Murashige dan Skoog yang dimodifikasi

untuk pertumbuhan kultur suspensi Solanum mammosum

Disertasi

No Komponen Jumlah (mg.I")

1 {(NH4)2NO; 1.650

2 KNO; 1.900

3 CaCl,. 2H,0 440

4 MgS04.7H,0 370

5 KH2POy4 170

6 Ki 0,83
7 HiBO; 6,20
8 MnS0O,4.4H0 22,30
9 ZnS04.7H0 8,6
10 Na:MoO,.2H:0 0,25
11 CuS0,4.5H,0 0,026
12 CoCl.6H,0 0,025
13 FeS04.7H20 27,80
14 NaEDTA.2H,0 37,30
15 Myo-inositol 100

16 Asam nikotinat 0.5
17 Piridoksin HCI 0,5
18 Thiamin HCI 0,1
19 Glisin 2

20 Sukrosa 30.000

21 Kinetin 2

22 24D 0,5
23 Casein hydrolisat 100

pH 56-5,7
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Lampiran 6  Komposisi Media Murashige dan Skoog yang dimodifikas:
untuk pertumbuhan kultur pucuk Solanum mammosum
No Komponen Jumlah (mg.l™)
1 (NH4)2NO3 1.650
2 KNO; 1.900
3 CaCl,. 2H,0 440
4 MgS0Oy.7H,O 370
5 KH.PO, 170
6 Ki 0,83
7 H3:BO; 6,20
8 MnSQ,.4H,0 22,30
9 ZnS04.7H;0 8,6
10 NazMo0,.2H.0 0,25
11 CuS0,.5H,0 0,025
12 CoClz.6H0 0,025
13 FeS04.7H20 27,80
14 NaEDTA.2H,0 37,30
15 Myo-inositol 100
16 Asam nikotinat 0,5
17 Piridoksin HC! 0,5
18 Thiamin HC! 0,1
19 Glisin 2
20 Sukrosa 30.000
21 Benzyl adenin 2
22 Casein hydrolisate 1000
pH 5,6-5,7

Disertasi
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Lampiran 7 Contoh hasil analisis Varian (ANOVA) terhadap IP kultur
A. amaniensis umur 7 hari pada berbagai konsentrasi Cu**
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Oneway
ANOVA
IPAATH
Sum of
Squares df Mean Square F _Sig. |
Between Groups 35.027 8 4378 | 91962 .000
Within Groups 3.856 81 4.761E-02
Total 38.884 89
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: IPAATH
LSD
Mean
Difference 95% Confidence interval
() PPMCU __ (J) PPMCU (-J) Std. Error | Sig. Lower Bound | Upper Bound
00 01 =5600°| 9.758E-02 000 -.7542 -.3658
&0 -8.90D0E-02 | 9.758E-02 384 -.2832 1082
1.25 1.100E-02 9.758E-02 M -1832 .2052
5.00 7.000E-02 9.756E-02 A7S -1242 2642
10.00 9.500E-02 9. 758E-02 2333 -8.9157E-02 .2892
15.00 1.0490¢| 9,758E-02 000 .B548 1.2432
20.00 1.3140* | 9.758E-Q2 .000 1.1198 1.5082
30.00 114770 | 9.758E-02 000 9828 1.3712
01 00 5600"§ 9.758E-02 000 2658 7542
60 A4710°| 9.758E-02 .000 2768 6652
125 5710 9.758E.02 .000 3768 .7652
5.00 6300%1 9.758E-02 000 4358 8242
10,00 .B550* | 9.758E-02 .000 4608 8492
15.00 1.6090r| 9.758E-02 000 1.4148 1.8032
20.00 1.8740r| 9.758E-D2 .000 1.6798 2.0682
30.00 1.7370*| 9.758E-02 .000 1.5428 1.9312
60 .00 B.900E-02 { 9.758E-02 364 -.1052 2832
.01 -4710r | 9.758E-02 000 -.6652 - 2768
1,25 000 | 9.758E-02 309 -9.4157E-02 2942
5.00 1590 9.758E-02 107 -3.5157E-02 .3532
10.00 .1840 9.758E-02 063 -1.0157E-02 .3782
1500 1.1380r| 9.758E-02 000 9438 1.3322
20.00 140300} 9.758E-02 000 1.2088 1.5972
30.00 1.2660" | S5.758E-02 .000 1.0718 1.4602
1.25 .00 -1.4000E-02 8.758E-02 911 -2052 .1832
’ 01 -57107 | 9.75BE-02 000 - 7652 - 3768
80 - 1000 9.758E-02 309 -.2942 9.416E-02
5.00 5.900E-02 9.758E-02 547 -.1352 2532
10.00 8.400E-02 9.758€-02 392 - 1102 2782
15.00 1.038Q*F 9.758E-02 000 8438 1.2322
20.00 1 .3039‘ 9.758E-02 0G0 1.1088 1.4972
30.00 1.1660°1 9.758F-02 000 9718 1.3602
AKUMULASI Cue+, Cd2+, Pb2+ DAN Sr2+, SUGIJANTO
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: IPAATH
LSD
Difh::rz:ce 95% Confidence Interval
() PPMCYU__{J) PPMCU (-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
5.00 .00 -7.0000E-02 | 9.758E-02 | 475 -.2642 1242
Aoy -6300" | 9.758E-02 | 00O -.8242 -.4358
£0 - 1690 | 9.758E-02 107 3532 3.616E-02
1.25 -5.9000E-02 | 9.758E-02 | .547 -.2532 1352
10.00 2.500E-02 | 9.758E-02 ] 798 -1692 2192
15.00 Q790" 9.758E-02 000 7848 11732
20.00 1.2440"} 9.758E-02 000 1.0498 14382
30.00 1.1070" | 9.758E-02 000 9128 1.3012
10.00 .0c -9.5000E-02 | 9.758E-02 | .333 -.2892 9.916E-02
.01 -6550*| 9.758£-02 | .000 -.8492 -.4608
.60 -1840 | 9.758E-02 | .063 -.3782 1.016E-02
1.25 -8.4000E-02 | 9.758€-02 | .392 -.2782 1102
5.00 -2.5000£-02 | 9.758E-02! .798 -.2192 1692
15.00 .9540*| 9.758E-02 | .000 7598 1.1482
20.00 1.2190"| 9.758E-02 | .000 1.0248 1.4132
30.00 10820} 9.758E-02 | 000 8878 1.2762
15.00 .00 -1.0490° | 9.758E-02 | .000 -1.2432 -.8548
01 -1.6090*| 9.758E-02 | .000 -1.8032 -1.4148
60 -1.1380%; 9.758E-02 .000 -1.3322 -.9438
1.25 -1.0380"| 9.758E-02 000 -1.2322 -.8438
5.00 ~9790"| 9.758E-02 { .000 -1.1732 -.7848
10.00 -.89540" 1 9.758E-02 .000 -1.1482 -.7598
20.00 2650" ] 9.75BE-02 008 7.084E-02 4592
30.00 1280 | 9.758E-02 193 -6.6157E-02 3222
20.00 00 -1.3140%) 8.758E-02 000 -1.5082 -1.1188
01 -1.8740"} 9.758E-02 000 -2.0682 -1.6798
60 -1.4030* | 9.758E-02 000 -1.5972 -1.2088
1.25 -1.3030" | 9.758E-02 000 -1.4972 -1.1088
5.00 -1.2440" | 9.758E-02 000 -1.4382 -1.0498
10.00 -1.2190* [ 9.758E-02 2000 -1.4132 -1.0248
15.00 -2650°F 9.758E-02 [ .008 -4592 [ -7.0843E-02
30.00 -1376 | 9.758E-02 164 -3312 5.716E-02
30.00 00 -1.1770*| 9.758E-02 000 -1.3712 -.8828
01 -1.7370*| 9.758E-02 | .000 -1.9312 -1.5428
60 -1.2660* | 9.758E-02 | .000 -1.4602 -1.0718
1.25 -1.1660" | 9.758E-02 | .000 -1.3602 -9718
5.00 -1.1070* | 9.758E-02 | .000 -1.3012 ~9128
10.00 -1.0820" | 9.758E-02 .000 -1.2762 - 8878
15.00 -1280 [ 9.758E-02 | 193 -.3222 6.616E-02
20.00 370 | _9.758E-02 | 164 -5.7157E-02 3312

Disertasi
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Lampiran 8  Contoh Hasil Uji Regresi korelast antara variast konsentrasi
Cu®* dalam media dengan IP kultur A. amaniensis

Dependent wvariable,. IPAATH Method.. LINEAR

Listwise Deletion of Missing Data

Multiplie R 85331
R Square , 72814
Adjusted R Square , 72505
Standard Error ;34659
Analysis of Variance:

DF Sum of Squares Mean Sguare
Regression 1 28,312839 28,312839
Residuals 88 10,570817 , 120124
F = 235,69667 Signif F =+ % 0000

———————————————————— Variables in the Equation —-——~-w—e———ooe—e————

Variable B SE B Beta T $ig T
PPMCU -, 055858 (003638  -,853312 -15,352 ,0000
(Constant) 2,300256 , 049293 46,665 ,0000
Dependent variable.. IPAATH Method.. QUADRATI

Listwise Deletion of Missing Data

Multiple R , 87443
R Square 76463
Adjusted R Sqguare , 15922
Standard Error , 32434

Analysis of Variance:

DF Sum of Squares Mean Sguare
Regression 2 29,73159¢ 14,885798
Residuals 87 9,152160 105197
F o= i41,31358 Signif F = ,0000
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———————————————————— Variables in the Equation

Variable B 5E B
PPMCU -, 094888 ,011160
PPMCU**2 , 001447 , 000394
{Constant) 2,389663 052159

Dependent variable.. IPAATH

Listwise Deletion of Missing Data

Multiple R , 90214
R Square , 81386
Adjusted R Square ,BOT37
Standard Error 29010

Analysis of Variance:

DF Sum of Squares

Regression 3 31,64602
Residuals 86 T 239508
F = 125,3411¢% Signif F

Beta T Sig T
-1,449557 -8,502 0000
, 626096 3,672, 0004
45,815 , G000

Method.. CURIC

- - Variables in the Equation —-----

Variable B SE B
PPMCU , 020757 026221
PPMCU**2 -, 009828 002411
PEMCU**3 000258 5,4133E-05
{Constant) 2,292496 050907

Mean Square

3 10,548674
2 ,084160
= ,0000
Beta T Sig T
£ 317095 792 L4308
-4,295978 -4,118 L0001
3,291667 4,769 , 0000
45,033 L, 0000
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Lampiran 9

Gambar estimasi kurva regresi hubungan antara variasi konsentrasi ion logam dalam
media dengan IP kultur

Y S
2.5+
2,04
15+
o Observed
104 S Linsar
e Quadratic
5 B Cubic
-10 [+ 10 20 30 40
ppm Cu (dalam media)

(Hubungan antara IP kultur A. amaniensis dengan kadar Cu”™* dalam media)

IP (BB) rerata kultur suspensi F87h

20
1,84
1.6+
1‘41
2 (Observed
1.2 4 0 Linear
9 Quadratic
1.0 i} g Cubic
-140 1] 10 o <l
ppm Cd (dalam media)

(Hubungan antara [P kultur €. speciosus dengan kadar Cd** dalam media)
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IP (BB) rerata kultur suspensi AA7h
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(Hubungan antara TP kultur 4. amaniensis dengan kadar Pb** dalam media)
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(Hubungan antara IP kultur S. faciniatum dengan kadar Sr** dalam media)
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