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ABSTRACT
There were many ways to obtain high production of secondary metabolites in plant tissue culture; among the other is elicitation. An

experiment to study the effect of elicitor derived from Saccharomyces cerevisiae Hansen extract on ajmalicine content in cell aggregates
culture of Catharanthus roseus (L.) G.Don, has been conducted. The media used for callus induction and cell aggregates culture were Zenk
(1977) with addition of 2.5 x 10"6 M Naphthalene Acetic Acid (NAA) and 10'5 M 6-Benzilaminopurine (BAP). The cell aggregates culture
was subcultured three times and then elicitated with elicitor derived from autoclaved 5. cerevisiae extract at concentrations 0.5, 1.0, 2.5%,
and harvested at 18, 24, and 36 hours after elicitation. The ajmalicine was analyzed qualitatively and quantitatively by using High Pressure
Liquid Chromatography (HPLC) connected to chromatopack CR-7A Plus. The cell aggregates of C. roseus culture produced ajmalicine both
in the cells and the media. The result of elicitation showed that ajmalicine content was influenced significantly by concentration and
harvesting time. The highest ajmalicine content in the cell aggregates was 25.288 ± 0.102 jig/g dw, whilst that in media was 524.600 ± 0.566
\\ML. The optimum concentration of S. cerevisiae extract was 0.5%, and the best harvesting time was 24 hours.

Kata kunci/ key words: Ajmalisin/ajmalicine; elisitor/elicitor; VhsraitlSaccharomyces cerevisiae; kultur agregat sel/cell aggregates culture;
Catharanthus roseus.

PENDAHULUAN
Ajmalisin adalah metabolit sekunder dari

golongan alkaloid indol yang dihasilkan oleh

tanaman Catharanthus roseus dan berguna sebagai

obat anti hipertensi (Zenk, 1977). Senyawa ini

potensial untuk diproduksi dalam jumlah tinggi dan

waktu singkat, karena sekitar 3600 kg diperlukan

per tahun (Verpoorte, 1991).

Kultur jaringan tumbuhan merupakan

teknologi alternatif untuk menghasilkan metabolit

sekunder karena mempunyai beberapa keuntungan,

diantaranya adalah penggunaan lahan sedikit,

kualitas produk yang dihasilkan lebih konsisten dan

dapat dihasilkan terus menerus, serta metabolit

sekunder yang dihasilkan mudah untuk dimurnikan

(Fowler, 1983). Produksi metabolit sekunder ini

dapat menggunakan kultur kalus maupun kultur

suspensi. Kultur suspensi diantaranya adalah kultur

agregat sel. Salah saru keuntungan dari kultur ini

adalah laju pertumbuhan selnya relatif lebih cepat,

karena sel langsung kontak dengan medium.

Namun demikian, pada beberapa kultur produksi

metabolit sekundernya relatif masih rendah

(Lindsey dan Yeoman, 1983). Untuk mengatasi

masalah tersebut dapat digunakan teknik elisitasi

(Buitelaar, 1991).

Elisitasi adalah teknik pemberian materi

abiotik maupun biotik ke dalam sel tumbuhan

sehingga produksi metabolit sekunder tumbuhan

dapat meningkat, sebagai respon tumbuhan dalam

mempertahankan diri (Buitelaar, 1991). Elisitasi

pada kultur suspensi C. roseus dengan mengguna-

kan elisitor jamur Pythium aphanidermatum

berhasil meningkatkan produksi ajmalisin sebanyak

53 kali lipat, sedangkan khamir Rhodotorula rubra

hanya mampu meningkatkan sepertiganya (Eilert,

1986). Adapun khamir Saccharomyces cerevisiae

mampu meningkatkan produksi antosianin
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sebanyak 58% pada kultur suspensi Daucus carota

(Sim, 1994).

Penelitian ini bertujuan untuk meningkat-

kan kandungan ajmalisin pada kultur agregat sel C.

roseus dengan pemberian elisitor ekstrak khamir S.

cerevisiae dan untuk menentukan konsentrasi

elisitor serta waktu panen optimum yang dapat

digunakan untuk meningkatkan produksi ajmalisin.

BAHAN DAN METODE KERJA

Pemeliharaan khamir Saccharomyces cerevisiae

Khamir S. cerevisiae ditumbuhkan pada

medium padat GYE ('glucose yeast extract') (Salle,

1969) kemudian diaktivasi dalam medium cair

GYE, serta dikocokpada kecepatan 100 rpm.

Penentuan kurva tumbuh khamir

Kurva tumbuh dibuat dengan menghitung

jumlah sel khamir setiap dua jam sekali selama 24

jam dengan metode 'plate count'. Khamir pada fase

pertumbuhan maksimum digunakan sebagai bahan

elisitor (Eilert, 1986).

Persiapan bahan elisitor

Khamir yang berada pada fase pertum-

buhan maksimum dipanen dan diekstraksi dengan

cara dipanaskan terlebih dahulu dalam otoklaf pada

suhu 121°C, tekanan 15 lb/inc2 selama 15 menit.

Sel dikeringkan dan digerus sehingga terbentuk

serbuk khamir. Serbuk khamir ditimbang sesuai

dengan konsentrasi yang akan digunakan,

kemudian dilarutkan dalam akuades steril dan

disterilisasi kembali dalam otoklaf pada suhu

121°C, tekanan 15 lb/inc2 selama 15 menit.

Induksi kalus

Eksplan daun ditanam pada medium

padat Zenk dengan penambahan kombinasi zat

pengatur tumbuh (zpt) 2,5 x 10'6 M Asam Naftalen

Asetat (NAA) dan 10"5 M 6-Benzilaminopurine

(BAP) (Fitriani, 1998).

Penentuan kombinasi zpt terbaik medium cair

Zenk

Kalus dari medium padat dimasukkan ke

dalam medium cair Zenk dengan 16 kombinasi zpt.

Kisaran zpt yang digunakan adalah 0 - 2,5 x 10"6M

NAA dan 0 - 10"5 M BAP. Evaluasi kombinasi zpt

terbaik didasarkan pada berat kering agregat sel

serta kandungan ajmalisin di dalam sel dan

medium.

Kurva tumbuh agregat sel dan kurva

kandungan ajmalisin

Kurva tumbuh agregat sel dibuat dengan

menimbang berat kering (BK) agregat sel

sedangkan kurva kandungan ajmalisin diperoleh

dengan menghitung kandungan ajmalisin di dalam

agregat dan medium setiap dua hari selama 20 hari,

dari kurva-kurva tersebut dapat ditentukan waktu

yang terbaik untuk melakukan elisitasi.

Elisitasi

Elisitasi dilakukan dengan cara menam-

bahkan 5 mL ekstrak khamir S. cerevisiae pada

konsentrasi 0,5, 1,0 dan 2,5% ke dalam kultur

agregat sel C. roseus subkultur ke-3; untuk kontrol

dilakukan penambahan akuades steril. Pemanenan

dilakukan pada 0, 18, 24, dan 36 jam setelah

elisitasi dilakukan (Eilert, 1986; Fitriani, 1998).

Ekstraksi bahan

Agregat sel dan medium dipisahkan sete-

lah dielisitasi. Agregat sel dikeringkan dalam oven

bersuhu 50cC. Bahan kering dan medium di-

ekstraksi dengan metode Lee et al. (1981, dalam

Asada dan Shuler, 1989).

Analisis kualitatif dan kuantitatif dengan KCKT

Analisis kualitatif dan kuantitatif untuk

ajmalisin dilakukan dengan menggunakan alat

KCKT yang dihubungkan dengan kromatopak CR-

7A Plus. Fase gerak yang digunakan adalah
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metanol : asetonitril : 5 mM diamonium hidrogen

fosfat = 3:4:3 secara isokratik dengan kecepatan

aliran 1 mL/menit. Panjang gelombang yang

digunakan adalah 298 nm dengan jenis kolom

Shimpack CLC-ODS 0,15 m diameter 6,0 mm

(Sims etal., 1994).

Uji statistik
Uji statistik untuk mengetahui pengaruh

pemberian elisitor ekstrak khamir S. cerevisiae

terhadap kandungan ajmalisin dalam agregat sel C.

roseus dilakukan dengan analisis varian (ANAVA)

dalam rancangan acak lengkap (RAL) dengan

tingkat kepercayaan 95%. Jika terlihat ada

perbedaan nyata, maka dilanjutkan dengan DMRT

(Duncan Multiple Range Test) dengan tingkat

kepercayaan 95%. Uji statistik dilakukan dengan

menggunakan program statistik SPSS for Windows

Release 6.0 (1993).

HASIL
Kurva tumbuh khamir

Kurva tumbuh khamir menunjukkan

bahwa fase pertumbuhan maksimum terjadi setelah

16 jam inkubasi. Pada fase tersebut, biomasa

khamir diharapkan sudah mencapai tingkatan

maksimum, mengingat komponen yang akan

digunakan sebagai elisitor adalah derivat dari

dinding sel khamir, yang diperkirakan berupa

glukan (Funk, 1987; Hahn, 1996).

Induksi kalus
Potongan daun C. roseus yang ditanam

pada medium padat Zenk dengan kombinasi zpt 2,5

x 10"6 M NAA dan 10"5 M BAP mulai menunjuk-

kan pertumbuhan kalus pada hari ke-7. Kalus yang

terbentuk adalah kalus kompak, yang pada awal

pertumbuhannya berwarna putih, kemudian lama

kelamaan warna kalus berubah menjadi coklat. Hal

yang sama terjadi pada penelitian Morris (1986)

dan Fitriani (1998).

Penentuan kombinasi zpt terbaik untuk medium
cair Zenk

Kombinasi zat pengatur tumbuh terbaik

diperoleh pada penambahan 2,5 x 10"6 M NAA dan

10'5 M BAP. Pada kombinasi tersebut berat kering

sel mencapai berat kering tertinggi dibandingkan

kombinasi lainnya, serta kandungan ajmalisin di

dalam agregat dan medium relatif cukup tinggi.

Kombinasi zpt terbaik ini kemudian digunakan

untuk penelitian selanjutnya.

Kurva tumbuh agregat sel

Dari kurva tumbuh yang berdasarkan berat

kering (BK) agregat sel (Gambar 1) dapat dilihat

bahwa agregat sel mengalami fase log pada 0-4

hari, kemudian fase log pada 6-12 hari, dan untuk

selanjutnya mengalami fase stationer sampai hari

ke-20. Adapun ajmalisin dalam agregat sel sudah

terdeteksi pada hari ke-0, kemudian turun pada hari

ke-2 dan 4, namun naik lagi dan mencapai

puncaknya pada hari ke-6, pada saat pertumbuhan

agregat sel mengalami fase akselerasi (Gambar 1).

PEMBAHASAN
Kurva tumbuh khamir

Ekstrak khamir digunakan sebagai elisitor

pada saat biomasanya mencapai maksimum,

dengan harapan bahwa derivat dinding sel khamir

yang berupa glukan, kualitas dan kuantitasnya telah

mencapai optimum. Glukan dari ekstrak khamir

secara alamiah diperkirakan mempunyai "binding

site" yang sesuai dengan reseptor yang ada pada

agregat sel dan mampu berkompetisi dibandingkan

dengan glukan sintetis (Hahn, 1996).

Induksi kalus
Kalus yang terbentuk dalam medium Zenk

(1977) dengan penambahan 2,5 x 10"6 M NAA dan

10"5 M BAP, merupakan kalus kompak yang

berwarna coklat. Terbentuknya kalus kompak

tersebut dapat disebabkan oleh penggunaan NAA
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sebagai sumber auksin bukan pengaruh dari 2,4-D.

2,4-D hanya berperan dalam pemisahan sel ketika

terjadi pembelahan (Bhojwani dan Razdan, 1983),

yaitu dengan menginduksi sintesis enzim selulase

dan pektinase yang mempunyai aktivitas sitolisis

(Endress, 1994).

Penentuan kombinasi zpt terbaik untuk medium

cair Zenk
Kombinasi zpt terbaik ditentukan ber-

dasarkan berat kering agregat sel yang tertinggi,

serta kandungan ajmalisin di dalam sel maupun di

dalam medium yang relatif cukup tinggi. Pierik

(1987) menyatakan bahwa biomasa yang tinggi

dapat lebih mudah untuk diberi perlakuan, karena

viabilitas selnya tinggi sehingga dapat diinduksi

untuk menghasilkan metabolit sekunder yang

tinggi.

Kurva tumbuh agregat sel
Pada hari ke-2 dan 4 kandungan ajmalisin

pada sel terlihat rendah, sebab banyak disekresikan

ke dalam medium. Hal tersebut dapat dilihat dari

hasil analisis ajmalisin dalam medium mulai hari

ke-2, kandungan ajmalisin terus meningkat dan

mencapai puncaknya pada hari ke-10 (Gambar 2).

Ajmalisin disekresikan ke dalam medium karena

pH di dalam sel lebih tinggi dibandingkan dengan

pH medium. Perubahan pH ini terjadi oleh adanya

akumulasi metabolit sekunder, dan komposisi

medium yang digunakan. Sekresi terjadi selain

karena perubahan pH, dapat pula terjadi oleh

adanya lisis atau kematian sel (Neumann, 1983).

Ketika kondisi sitosol lebih asam dibandingkan

dengan vakuola, maka ajmalisin akan terprotonasi

dan disimpan dalam sitosol, sehingga pada saat

terjadi lisis sel, ajmalisin akan lebih mudah

disekresikan ke dalam medium dari sitosol. Begitu

pula bila medium lebih asam daripada sitosol,

maka ajmalisin akan lebih mudah berpenetrasi

melalui membran dan dinding sel sehingga akan

terprotonasi dan disimpan di dalam medium

(Neumann, 1983).

Pengaruh pemberian elisitor terhadap
kandungan ajmalisin

Elisitasi pada kultur agregat sel C. roseus

dapat meningkatkan kandungan ajmalisin, namun

diiringi dengan penurunan berat kering sel dan

terjadinya pencoklatan pada agregat sel dan

medium. Pencoklatan pada C. roseus dapat

disebabkan oleh terjadinya sintesis senyawa fenolik

DHBA (asam 2,3-dihidro benzoat), sedangkan

penurunan berat kering dapat disebabkan oleh

adanya perebutan prekursor antara metabolisme

primer dan sekunder, selain disebabkan pula oleh

terhambatnya aktivitas enzim IPP isomerase yang

menyebabkan akumulasi skualen terhambat.

Skualen merupakan prekursor biosintesis triterpen

dan fitosterol yang dibutuhkan untuk multiplikasi

sel (Moreno, 1994b).

Dari Gambar 3 dan 4 dapat dilihat bahwa

elisitasi dengan ekstrak khamir S. cerevisiae dapat

digunakan untuk meningkatkan kandungan

ajmalisin. Persentase peningkatan kandungan

ajmalisin terbaik di dalam agregat dan medium

diperoleh pada pemberian konsentrasi elisitor 0,5%

dan waktu panen 24 jam. Kandungan ajmalisin

tertinggi dalam sel sebesar 25,288 ±0,102 ug/g BK

dengan persentase peningkatan sebesar 108,440%

(Gambar 3), sedangkan kandungan ajmalisin

tertinggi dalam medium sebesar 524,600 ± 0,566

uL/L dengan persentase peningkatan sebesar

216,508% (Gambar 4).

Konsentrasi elisitor dan waktu panen

optimum sangat berpengaruh terhadap mekanisme

'effect post binding', yaitu proses yang diawali

dengan berikatannya elisitor dengan reseptor,

kemudian induksi 'secondary messenger' Ca2+ dan

kalmodullin yang akan menginduksi protein kinase

untuk berperan dalam induksi transkripsi gen tdc,

as, dan sss sehingga translasi enzim TDC (triptofan

dekarboksilase), AS (antranilat sintase), dan SSS

(striktosidin sintase) yang terlibat dalam

pembentukan prekursor pada pembentukan

ajmalisin dapat meningkatkan enzim TDC dan AS

yang berperan dalam sintesis dan akumulasi
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triptamin, sedangkan enzim SSS berperan dalam

kondensasi triptamin dan sekologanin menjadi

striktosidin (Moreno, 1994a). Eilert (1986) dan

Moreno (1994b) melaporkan bahwa elisitasi kultur
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suspensi sel C. roseus dengan konsentrasi Pythium

aphanidermatum 5% dan waktu panen 18 jam

dapat menginduksi transkripsi gen tdc, as dan sss,

sehingga produksi ajmalisin meningkat 53 kali.
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Gambar 1. Hubungan antara pertumbuhan sel dengan kandungan ajmalisin dalam agregat sel
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Gambar 3. Kandungan ajmalisin dalam agregat sel setelah dielisitasi
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Gambar 4, Kandungan ajmalisin dalam medium C. roseus setelah dielisitasi

KESIMPULAN

• Pertumbuhan agregat sel C. roseus terbaik

unruk menghasilkan ajmalisin diperoleh dari

medium cair Zenk dengan kombinasi 2,5 x 10"6

M NAA dan 10s M BAP, serta elisitasi kultur

agregat sel C. roseus dengan ekstrak khamir

Saccharomyces cerevisiae dapat digunakan

unruk meningkatkan kandungan ajmalisin

dalam agregat (108,440%) dan dalam medium

(216,508%).

• Konsentrasi elisitor S. cerevisiae yang optimum

adalah 0,5% dengan waktu panen 24 jam, serta

persentase peningkatan kandungan ajmalisin

dalam medium menunjukkan hasil lebih besar

dibandingkan di dalam agregat sel.
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