Bionatura — Jurnal Ilmu-ilmu Hayati dan Fisik Vol. 13, No. 1, Maret 2011 : 16 - 25
ISSN 1411 - 0903

RESPONS PERTUMBUHAN, KADAR PROTEIN DAN AKTIVITAS TRIPTOFAN
DEKARBOKSILASE AGREGAT SEL Catharanthus roseus (L) G. DON
YANG DIBERI PREKURSOR TRIPTOFAN

Pandiangan, D.,1 Tilaar, W.,2 Kary0n03,
Esyanti, R.R.,4 dan Subarnas, A3

Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Sam Ratulangi, Manado,
Jurusan Agronomi Pertanian, Universitas Sam Ratulangi, Manado,
*Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Padjadjaran
*Program Studi Bioteknologi, Sekolah Ilmu Teknologi Hayati, Institut Teknologi Bandung
>Fakultas Farmasi, Universitas Padjadjaran
E-mail: Dingsepan @ yahoo.com

ABSTRAK

Salah satu cara untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder dalam kultur jaringan adalah
dengan penambahan prazat (prekursor). Penelitian mengenai pengaruh penambahan triptofan sebagai
prekursor terhadap pertumbuhan, kadar protein, dan aktivitas Triptofan Dekarboksilase (TDC) pada
kultur agregat sel Catharanthus roseus (L) G. Don telah dilakukan secara eksperimental. Penelitian ini
bertujuan meningkatkan kandungan katarantin dalam kultur agregat sel Catharanthus roseus (L)
G.Don yang didukung dengan pertumbuhan yang optimum. Konsentrasi prekursor triptofan yang
digunakan adalah 50-250 mg.L"'. Pertumbuhan ditentukan dengan penimbangan berat basah dan berat
kering serta pengamatan perubahan secara morfologis. Kadar protein dan aktivitas TDC masing-
masing ditentukan dengan spektrofotometer dan spektrofluorometer. Hasil penelitian menunjukan
bahwa perlakuan prekursor triptofan dapat meningkatkan pertumbuhan agregat sel C. Roseus, kadar
protein, dan aktivitas TDC pada kultur agregat sel. Pertumbuhan maksimum kultur agregat sel terjadi
pada perlakuan triptofan 150 mg.L"' dalam Erlenmeyer. Kandungan protein dan aktivitas TDC
tertinggi terjadi pada perlakuan 250 mg.L" setelah 10-14 hari kultur. Tetapi, perlakuan triptofan
menimbulkan pengaruh yang berbeda terhadap kandungan protein dan aktivitas TDC dalam kultur
Erlenmeyer.

Kata kunci: triptofan, agregat sel, catharanthus roseus, kadar protein, aktivitas TDC

RESPONSES OF GROWTH, PROTEIN CONTENT, AND TRYPTOPHAN
DEKARBOKSILASE ACTIVITY OF CATHARANTHUS ROSEUS (L) G. Don CELL
AGGREGATE CULTURE ON THE ADMINISTRATION OF TRYPTOPHAN

ABSTRACT

One way to increase the content of secondary metabolites in tissue culture is by adding precursor. A
research on the influence of tryptofan as precursor on growth, protein content, and triptofan
dekarboksilase (TDC) activity of Catharanthus roseus (L) G. Don aggregate cell cultures has been
done experimentally. The aim of the research was to enhance a catharanthine content with the
optimum growth. The concentrations of tryptophan precursors used were 50-250 mg.L™" for the culture
of cell aggregates. The growth was determined by measuring changes of weight and observing the
morphological changes. The protein content and TDC activity were determined by the
spectrophotometric and spectrofluorometric methods, respectivrly. The maximum growth of cell
aggregate culture occurred in the treatment of tryptophan 150 mg.L™' in Erlenmeyer. The highest
protein content and TDC activity occurred in the treatment of 250 mg. L™ after 10-14 days of culture.
The tryptophan treatment enhanced protein content and TDC activity. The results indicated that the
treatment of tryptophan as a precursor increased the optimum growth of cell aggregates of C. Roseus,
protein content and TDC activity.

Key words: tryptophan feeding, cell aggregates, catharanthus roseus, protein content, TDC activity
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PENDAHULUAN

Tapak dara (Catharanthus roseus (L) G.
Don) adalah semak tahunan yang sudah dibudi-
dayakan sebagai tumbuhan obat. Alexandrova
et al. (2000) menyatakan bahwa tumbuhan ini
berguna untuk mengobati hipertensi, diabetes,
pendarahan akibat penurunan jumlah trombosit,
chorionic epthelioma, leukemia limfositik akut,
leukemia monositik akut, limfosarkoma dan
sarkoma sel retikulum (Wijayakusuma, dkk.
1992).

Kemampuan tapak dara dalam pengobatan
berbagai penyakit menunjukkan bahwa
tumbuhan tersebut mengandung beberapa
senyawa aktif yang berperan sebagai obat.
Sekitar 130 macam alkaloid telah diidentifikasi
pada tumbuhan ini (McCoy & Connor, 2006;
Dutta et al., 2005), diantaranya adalah alkaloid
anti kanker seperti vinblastin, vinkristin,
katarantin, leurosidin dan leurosin. Senyawa
antikanker yang dikomersialkan kebanyakan
berasal dari tumbuhan ini, terutama yang
berbunga putih (Sutarno & Rudjiman, 2003).

Peningkatan produksi katarantin dapat
dilakukan dengan teknik kultur jaringan
tumbuhan (in vitro). Hal ini disebabkan oleh
karena kultur jaringan tumbuhan dapat
digunakan untuk memproduksi senyawa kimia
yang bermanfaat obat yang diinginkan. Senya-
wa yang bermanfaat sebagai obat obat yang
terdapat pada tumbuhan tergolong metabolit
sekunder. Salah satu bagian dalam metabolit
sekunder tersebut adalah alkaloid. Alkaloid
tertentu dihasilkan dalam kadar yang lebih
tinggi melalui kultur jaringan daripada kan-
dungan tumbuhan induknya (Zhao et al,
2001b, Vazquez-Flota et al, 1994). Keun-
tungan lain penggunaan kultur jaringan ini pada
teknologi produksi metabolit sekunder berman-
faat obat adalah produksinya dapat diatur,
kualitas dan hasil produksinya lebih konsisten,
biaya produksi lebih kecil dan penggunaan
lahan dapat dikurangi (Alexandrova et al,
2000).

Usaha peningkatan kandungan metabolit
sekunder, khususnya katarantin, pada kultur
agregat sel telah dilakukan oleh El Sayed, et al.,
(2004); Hong et al., (1997); Whitmer et al.,
(2002); Misawa, (1994), Esyanti, dkk. (2006);
Pandiangan, dkk. (2008). Metode yang diguna-
kan adalah amobilisasi, elisitasi, dan penam-

bahan prekursor triptofan pada kultur agregat
sel C. roseus. Metode penambahan prekursor
triptofan dimaksudkan untuk mendukung per-
tambahan biomassa dan kandungan katarantin
yang lebih tinggi dari kontrolnya (Esyanti, dkk.
2006., Pandiangan, dkk. 2008). Pertumbuhan
dan peningkatan kandungan katarantin yang se-
jalan sangat dibutuhkan dalam produksi meta-
bolit sekunder dalam bioreaktor. Kedua aspek,
yaitu pertambahan biomassa dan metabolit
sekunder tersebut terpenuhi dalam metode
penambahan prekursor.

Mekanisme penambahan triptofan ter-
hadap pertumbuhan dan peningkatan katarantin
tersebut berkaitan dengan suatu proses biosin-
tesis. Triptofan yang ditambahkan pada kultur
in vitro C. roseus dapat diubah menjadi tripi-
tamin oleh triptofan dekarboksilase (TDC).
TDC dihasilkan oleh adanya gen tdc pada tapak
dara. Gen tdc tersebut diekpresikan membentuk
enzim TDC untuk mengubah triptofan menjadi
triptamin pada C.roseus (Thomas et al., 1995).
Penambahan triptofan berkaitan dengan ekpresi
gen dan aktivitas triptofan dekarboksilase
(Whitmer, et al., 2002; Verpoorte et al., 2000),
sehingga penambahan kadar protein dan akti-
vitas TDC akan saling terkait.

Pembatasan penelitian dilakukan sampai
pada analisis pertumbuhan, protein dan akti-
vitas TDC yang terkait dengan peningkatan
kandungan metabolit sekunder, antara lain kata-
rantin. Kandungan katarantin akan dianalisis
pada tahap penelitian selanjutnya. Tujuan pene-
litian ini adalah untuk menentukan pengaruh
perlakuan prekursor triptofan terhadap partum-
buhan, kadar protein total dan aktivitas TDC.

BAHAN DAN METODE

Tumbuhan yang digunakan sebagai
sumber eksplan di dalam penelitian ini adalah
C.roseus yang berbunga putih. Sebagai eksplan
digunakan daun yang masih aktif melakukan
pertumbuhan yaitu daun ke-3 sampai ke-4 dari
apeks pucuk. Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan dan Analisis
Bahan Alam SITH Institit Teknologi Bandung,
Laboratorium Kimia Analitik LIPI Bandung,
laboratorium Fisik dan Analitik Farmasi ITB
Bandung.

Teknik induksi kalus mengikuti teknik
aseptik atau in vitro (Pandiangan dan
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Nainggolan, 2006a; Pandiangan D., Naingolan.
2006). Kultur kalus dan subkulturnya dilakukan
dengan menggunakan medium baru yang
mempunyai komposisi yang sama dengan
medium produksi kalus yaitu pada medium MS
padat yang ditambahkan zpt 2 mg.L'1 NAA dan
02 mgL' kinetin (Pandiangan dan
Nainggolan, 2006c). Subkultur dilakukan
secara terus-menerus untuk memperbanyak
kalus sebagai sumber eksplan pada kultur
agregat sel dalam Erlenmeyer. Subkultur kalus
dilakukan setiap 21 hari. Kalus yang digunakan
untuk eksplan kultur agregat sel sudah
disubkultur selama 1 tahun 2 bulan.

Kultur agregat sel digunakan labu
Erlenmeyer 250 mL. Setiap Erlenmeyer berisi
50 mL medium cair MS dengan kombinasi zpt
yang sama dengan medium produksi kalus.
Kalus yang digunakan sudah berusia sekitar 1
tahun lebih setelah disubkultur. Kalus sebanyak
5 g dipindahkan ke medium MS cair 50 mL
(Son et al., 2000), ditambahkan zpt 2 mg.L’1
NAA dan 0,2 mg.L" kinetin (medium NK atau
TO) (Pandiangan dan Nainggolan, 2006c).
Kultur agregat sel diinkubasi pada suhu kamar
dan diagitasi pada kecepatan 120 rpm.
Subkultur dilakukan setelah 14 hari dengan
cara mengganti medium cair yang lama dengan
medium cair yang baru dengan komposisi
nutrisi yang sama dengan medium sebelumnya.

Agregat sel hasil kultur dipisahkan dari
media, kemudian media sisa pada agregat sel
dikeringkan menggunakan kertas hisap dalam
pretridish steril pada Laminar Airflow Cabinet.
Agregat sel tersebut kemudian ditimbang
secara aseptik kemudian disubkulturkan
kembali ke medium baru dengan jenis dan
komposisi medium yang sama sebelumnya
sebagai kontrol. Wadah kultur yang digunakan
adalah labu Erlenmeyer 100 mL. Setiap
Erlenmeyer berisi 25 mL medium cair MS
dengan kombinasi zpt yang sama dengan
medium produksi kalus tapi tanpa agar.
Subkultur dalam Erlenmeyer dengan perlakuan
triptofan 50, 100, 150, 200, 250 mg.L’
dilakukan langsung pada saat subkultur kedua.
Berat inokulum yang digunakan dalam kultur
dalam Erlenmeyer adalah 2 g agregat sel.
Agregat sel ditimbang secara aseptik dalam
Laminar air flow ketika melakukan subkultur.

Pertumbuhan agregat sel ditentukan
dengan cara menimbang berat basah agregat

sel. Sel-sel agregat ditimbang dalam timbangan
Digital dengan ketelitian 4  desimal.
Pengukuran berat dilakukan pada hari setiap
panen atau pengambilan sampel yaitu hari ke 0,
4,7,10, 14, 18, 21, 24 dan 28.

Agregat sel yang dipanen diprioritaskan
berumur 14 hari (Pandiangan, dkk. 2009)
setelah subkultur dalam triptofan dan agregat
sel yang dihasilkan dalam Erlenmeyer diukur
berat basahnya untuk menentukan partum-
buhannya. Agregat sel tersebut merupakan
sampel dalam penelitian ini. Sampel pen-
dukung juga diambil dengan hari kultur yang
ke- O (sekitar 6-8 jam setelah perlakuan), ke-4,
7, 10, 14, 17, 21, 24 dan 28 untuk meyakinkan
peran prekursor triptofan lebih lanjut.

Penentuan aktivitas TDC dilakukan deng-
an prosedur berikut.

a. Pembuatan Ekstrak

Ekstraksi dilakukan menurut metoda Li et
al. (2003) dan Pandiangan (1996) yang dimo-
difikasi. Dari setiap sampel diambil 1 g agregat
sel segar. Sampel digerus dalam nitrogen cair.
Hasil gerusan ditambahkan 3 mL dapar yang
mengandung dapar 0,05 M Tris HCl (pH 8
pada suhu 0°C) dan 0,15% (v/v) Triton X-100.
Homogenat disentrifuse dengan kecepatan 14.
000g selama 10 menit pada suhu 0°C. Super-
natan diambil sebagai ekstrak untuk penentuan
kandungan protein dan aktivitas enzim TDC.

b. Penentuan Kadar Protein

Penentuan kadar protein dilakukan meng-
ikuti metoda Lowry et al. (1951). Penentuan
kadar protein dilakukan dalam 2 tahap. Tahap
pertama yaitu penentuan persamaan regresi
kurva standar BSA. Tahap kedua adalah penen-
tuan kadar protein sampel. Reagen pewarna
yang digunakan adalah Folin-Ciocalteu dari
Sigma. Sebelum digunakan reagen disaring
dengan kertas saring Whatman satu Penentuan
kadar protein standar menggunakan konsentrasi
0-700 pg/mL dengan selang 100 pg/mL
berturut-turut. Absorbansi setiap protein standar
ditentukan dengan menggunakan Spectrop-
hotometer U-2800 (Hitachi) pada panjang
gelombang (A) 500 nm. Absorbansi dinyatakan
sebagai Y dan konsentrasi protein dinyatakan
sebagai X dalam persamaan Y= a + bX.
Penentuan kadar protein sampel dilakukan
dengan metoda yang sama seperti standar.
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Absorbansi yang doperoleh kemudian dikon-
versikan dengan persamaan regresi linier dari
standar BSA yang sudah diperoleh sebelum-
nya. Kadar protein yang diperoleh digunakan
untuk menentukan aktivitas TDC dan profil
protein.

c. Penentuan Aktivitas TDC

Penentuan aktivitas TDC (EC.4.1.1.28)
dilakukan dengan metoda Li ef al., (2003) yang
dimodifikasi. Penentuannya dilakukan dalam 2
tahap. Tahap pertama yaitu penentuan per-
samaan regresi kurva standar triptamin. Tahap
kedua adalah penentuan kadar aktivitas TDC
sampel. Sebanyak 10-100 pL ektrak (30 pg
protein) dicampurkan dengan dapar uji trip-
tamin (100nM Tris HCl, 5 mM b-merkap-
toetanol, 10 % gliserol pH 8,0) sampai volume
1 mL.

Aktivitas TDC ditentukan dengan waktu
inkubasi pada O menit dan 30 menit dengan
dapar Tris HCI sebagai blanko. Aktivitas TDC
pada O menit dilakuan dengan mencampurkan
2 mL NaOH pada awal reaksi sebelum ektrak
dimasukkan kemudian 5 mL etil asetat. Akti-
vitas TDC pada 30 menit ditentukan dengan
menambahkan NaOH dan 5 mL etil asetat
setelah di inkubasi selama 30 menit dalam
dapar. Campuran divorteks pada 262 g selama
1 menit. Fase organik atau bagian atas diguna-
kan untuk analisis fluorometrik menggunakan
Spektrofluorometer Shimadzu RF-540. Tripta-
min dideteksi pada panjang gelombang eksitasi
280 nm dan emisi 345 nm, pengukurannya
dilakukan secara duplo.

d. Analisis Data

Uji statistik menggunakan program STA-
TISTICA release 6 dan Excel release 7. Uji
statistik untuk mengetahui pengaruh perlakuan
dilakukan dengan analisis varian (ANOVA)
dalam rancangan acak lengkap (RAL) yang
faktorial pada tingkat kepercayaan 95% atau o=
0,05. Jika terlihat adanya perbedaan yang
sangat nyata, analisis dilanjutkan dengan Post
Hoc Test DMRT (Duncan’s multiple range
test) pada tingkat kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan Agregat Sel Perlakuan Triptofan

Perlakuan triptofan berpengaruh terhadap
pertumbuhan sel secara kualitatif atau peng-
amatan visual, tetapi penambahan konsentrasi
triptofan tidak selalu meningkatkan pertumbuh-
an agregat sel. Hasil pengamatan secara visual
agregat dan sel hasil kultur dalam berbagai
konsentrasi triptofan juga dilakukan pada setiap
variasi hari.

Pengamatan secara visual terhadap agregat
dan sel kultur dalam berbagai konsentrasi
triptofan dilakukan pada setiap variasi hari.
Hasilnya menunjukkan bahwa pertumbuhan sel
yang baik secara visual juga ditunjukkan dari
perubahan warna agregat sel C.roseus. Sel yang
tumbuh baik cenderung berwarna kekuningan
agak keruh sedangkan yang kurang dapat
tumbuh dengan baik berwarna kuning sampai
coklat kemerahan.

Pengaruh perlakuan triptofan terhadap per-
tumbuhan sel secara kuantitatif atau peng-
ukuran berat basah agregat sel dalam Erlen-
meyer dapat dilihat pada Gambar 1. Pada gam-
bar tersebut terlihat bahwa perlakuan triptofan
tidak selalu meningkatkan pertumbuhan sel
pada beberapa konsentrasi triptofan, tetapi
mempunyai konsentrasi optimum. Hasil ANA-
VA menunjukkan bahwa hari pengamatan juga
menentukan perbedaan pengaruh pada pertum-
buhan agregat sel.
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Gambar 1. Gambar perubahan berat basah
agregat sel C. roseus pada
Erlenmeyer dengan perlakuan
triptofan (mg.L'l), kontrol (TO); 50
(T1); 100 (T2); 150 (T3); 200 (T4)
dan 250 (T5) pada waktu kultur
(hari) 0, 4,7, 10, 14, 18 dan 21
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Konsentrasi triptofan 100 dan 150 mg.L"
atau agregat sel T2 dan T3 menunjukkan
pertumbuhan sel optimum pada hari ke-14
sampai ke-21 dengan berat basah berkisar
antara 3,32 sampai 3,63 g.

Penelitian sebelumnya tentang pengaruh
perlakuan triptofan pada konsentrasi 100-225
mg.L'1 terhadap kultur dalam Erlenmeyer, me-
nunjukkan bahwa pada hari ke-10 sampai ke-
14 terjadi pertumbuhan dan kandungan kata-
rantin yang optimum (Pandiangan, dkk. 2008).
Namun pada penelitian ini ditemukan bahwa
kultur agregat sel yang menggunakan sumber
kalus yang sudah disubkultur selama 1 tahun
lebih menunjukkan pertumbuhan yang opti-
mum pada hari ke-14, ke-18 dan ke-21. Setelah
uji DMRT ketiga hari pengamatan atau kultur
tersebut tidak berbeda nyata. Oleh sebab itu
sebaiknya panen dan subkultur cukup pada hari
ke-14. Hal tersebut merupakan pertimbangan
efisiensi dan ekonomi. Demikian juga perla-
kuan triptofan T3 (150 mg.L'l) berpengaruh
nyata terhadap perubahan berat basah agregat
sel tapak dara. Peningkatan berat basah yang
paling tinggi terjadi juga pada T3 yaitu sebesar
77%. Perlakuan T3 yang optimum tersebut ter-
jadi juga pada hari ke-14 setelah kultur dalam
perlakuan triptofan. Berat basah tertinggi
adalah sebesar 3,6 g yang terjadi pada hari ke-
14, dan tidak berbeda dengan hari ke-18 dan
ke-21.

Pertumbuhan agregat sel C.roseus dalam
Erlenmeyer pada pengamatan hari ke- 14, 18
dan 21 mempunyai pola yang sama, dan tidak
ada perbedaan yang nyata. Namun perlakuan
triptofan yang optimum terhadap pertumbuhan
terdapat dalam T3. Perlakuan T5 menunjukkan
penurunan pertumbuhan sel. Hasil ini berbeda
dengan kultur kalus dan agregat sel yang
berasal dari kalus 2 kali subkultur sebelumnya.
Wilken et al. (2005) mendukung hasil tersebut.

Kultur kalus dan kultur sel diketahui
mempunyai respon yang berbeda terhadap per-
lakuan eksternal, baik pertambahan biomassa
dan kandungan senyawa aktifnya. Hal ini ke-
mungkinan juga disebabkan oleh difusi nutrisi
ke dalam sel meningkat pada subkultur (umur
kalus) berkepanjangan, karena dinding sel juga
mengalami pelemahan atau perubahan kompo-
sisi (Zhong, 2001). Pola peningkatan berat
basah atau pertumbuhan agregat sel yang diberi
perlakuan triptofan pada prinsipnya sama.

Namun berbeda dengan kontrol (TO) bahwa
biomassa maksimumnya terjadi pada hari ke-
10 saja dan hari selanjutnya justru menurunkan
biomassa. Sebagaimana hasil pada percobaan
sebelumnya (Pandiangan, dkk. 2009) bahwa
pola pertumbuhan agregat sel perlakuan trip-
tofan itu semakin lama atau panjang untuk
mencapai fase stationernya. Kontrol mencapai
fase stasionernya pada hari ke 10, sedangkan
perlakuan triptofan pada hari ke-14 sampai ke-
21 kadar protein sel tapak dara yang diberi
perlakuan Triptopan.

Kadar Protein Agregat Sel C. Roseus
dengan Perlakuan Triptofan

Kadar protein ekstrak yang ditentukan
dengan menggunakan metoda Bradford dan
Lowry pada Spektrofotometer U 2800 (Hitachi)
dapat dilihat pada Tabel 2. Pada tabel
ditunjukkan rata-rata kadar protein total dari
agregat sel yang dikultur dalam Erlenmeyer
dengan perlakuan triptofan (mg.L'l) kontrol
(TO), 50 (T1), 100 (T2), 150 (T3), 200 (T4),
dan 250 (TS), pada hari ke-0, 4, 7, 10, 14, 18,
21 dan 24 setelah kultur pada medium
perlakuan.

Perlakuan triptofan meningkatkan kadar
protein seiring dengan kenaikan konsentrasi
pada hari ke-14 setelah perlakuan (Tabel 1).
Seperti terlihat pada tabel tersebut, puncak
kadar protein tertinggi terjadi pada hari ke-10
dan 14 yaitu 2,07 total (mg/mL).

Kadar protein pada hari ke-14 mengalami
peningkatan dengan meningkatnya konsentrasi
perlakuan triptofan. Peningkatan ini terjadi
karena triptofan merupakan asam amino
aromatik penyusun protein dan enzim (Malik &
Singh, 1980; Grierson & Covey, 1988).

Hasil tersebut juga menunjukkan bahwa
penyerapan triptofan pada hari kultur tersebut
juga berjalan dengan baik. Kondisi dan kom-
posisi medium untuk penyerapan juga sesuai
dengan sel tapak dara pada hari tersebut
(Endress, 1994). Kadar protein yang berfluk-
tuasi pada hari kultur yang lain diduga
sebagai akibat dari adanya berbagai kemung-
kinan seperti adanya degradasi protein, peng-
hambatan balik, perubahan kondisi lingkungan
sel (pH), renaturasi dan denaturasi protein (Taiz
& Zeiger, 2002; Bollag & Edelstein, 1991).
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Tabel 1. Rata-rata kadar protein total (mg/mL) dari agregat sel dengan perlakuan triptofan

Pandiangan, D., Tilaar, W., Karyono, Esyanti., R.R., dan Subarnas, A.

(mg.L™") kontrol (T0), 50 (T1), 100 (T2), 150 (T3), 200 (T4), dan 250 (T5)

Perlakuan Hari 0 Hari 4 Hari 7 Hari 10 Hari 14 Hari 18 Hari 21 Hari 24
T0 073 0,72 060 0,02 1,07 #0,02 135 005 134 003 124 0,03 094 0,05 097  #0,03
de k jk 0 0 mn h ¢h
Tl 072  #0,73 078 0,02 121 0,02 L02 #0010 136 001 LI13 0,09 097 004 043 20,05
de ef mn ij 0 Im hi a
T2 075 0,74 079 0,02 125  #0,02 LI9  +07 140 002 097 0,02 LI8 009 069 40,03
de ef m mn 0 hi mn be
T3 074 0,74 084 02 176 0,02 185 #0114 158 009 093 0,03 LI0 002 059 0,08
de k T S p h kl b
T4 075 075 08 0,02 156  #0,02 154 0,10 L76 002 LI0 0,12 L6l #0001 078 0,02
de fg p p r ijk P ef
TS 074 #075 075 002 167 0,02 207 006 207 006 153 0,08 LI8 002 081 016
de de q t t p mn cd

Keterangan: Huruf pada angka yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada tingkat
kepercayaan 95%. Rata-rata didapatkan dari 3 kali pengukuran. Masing-masing
pengukuran dilakukan duplo. TO: Kontrol, T1: Triptofan 50 mg.L‘l, T2:
Triptofan 100 mg.L", T3: Triptofan 150 mg.L", T4: Triptofan 200 mg.L", T5:

Triptofan 250 mg.L’l,
Aktivitas TDC Agregat Sel C. roseus yang  meningkat dan peningkatannya bergantung
Diberi Perlakuan Triptofan pada konsentrasi triptofan.
Hasil penentuan aktivitas TDC dapat ,
dilihat pada Gambar 2. Pada gambar tersebut 2 351
ditunjukkan aktivitas TDC dari agregat sel z“ n::: w2 2
dengan perlakuan triptofan kontrol (T0), 50 w0 e il e 20

(T1), 100 (T2), 150 (T3), 200 (T4), 250 (TS)
mg.L’l, pada hari ke- 0, 7, 14 dan 21 setelah
kultur pada medium perlakuan. Sama halnya
dengan kadar protein total (mg/mL), bahwa
perlakuan triptofan meningkatkan aktivitas
TDC seiring dengan kenaikan konsentrasi trip-
tofan pada hari ke-14 dan 21 setelah kultur.
Puncak aktivitas TDC tertinggi terjadi pada hari
ke-14 pada TS yaitu 3,510 (Unit).

Dari hasil analisis Statistik dengan prog-
ram STATISTICA Release 6 bahwa perlakuan
triptofan dari T1 sampai TS menunjukkan pe-
ngaruh yang sangat signifikan terhadap akti-
vitas TDC. Hari ke-14 dan 21 setelah kultur
pada perlakuan mengalami peningkatan dengan
meningkatnya konsentrasi perlakuan triptofan.

Pada Gambar 2 ditunjukkan bahwa pola
pengaruh perlakuan triptofan terhadap aktivitas
TDC pada agregat sel tapak dara setelah 14 dan
21 hari kultur nampak linier dan meningkat
sesuai konsentrasi perlakuan triptofan. Pola
yang nyata terlihat adalah linier positif. Gambar
tersebut menunjukkan bahwa aktivitas TDC
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Gambar 2. Grafik aktivitas TDC (unit) agregat
sel C. roseus dalam Erlenmeyer
setelah 0,7, 14, 21 hari kultur
dalam medium MS yang diberi
perlakuan triptofan (mg.L") kon-
trol (T0), 50 (T1), 100 (T2), 150
(T3), 200 (T4), 250 (T5)

Oksman-Caldentey, et al. (2007) menjelas-
kan bahwa TDC mengkatalisis dekarboksilasi
terhadap triptofan untuk menghasilkan trip-
tamin. TDC merupakan enzim kunci atau
utama yang mengubah metabolit primer men-
jadi metabolit sekunder dengan memanfaatkan
triptofan sebagai prekursor (Li, et al. 2003).
Aktivitas TDC pada hari ke-7 setelah perlakuan
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triptofan tidak berbeda dengan hari ke-0, dan
tidak selalu meningkat dengan konsentrasi
perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa akti-
vitas TCD yang optimal terjadi pada hari ke-14
dan 21 setelah kultur. Sebagaimana halnya
pengaruh prekursor tripofan terhadap kadar
protein bahwa waktu kultur juga mem-
pengaruhi aktivitas TDC, yang terkait dengan
sintesis protein sel yang dihasilkan akibat
perlakuan. Dari hasil tersebut ditunjukkan
bahwa kadar maksimun protein dan aktivitas
TDC pada T5 atau 250 mg.L" triptofan.

SIMPULAN

Pertumbuhan agregat dan sel tapak dara
(C. roseus) meningkat pada semua konsentrasi
triptofan dari 50-250 mgL" dari kontrolnya
dan optimum pada 150 mg.L’1 setelah 14 hari
kultur. Penambahan triptofan terhadap kultur
agregat sel C. roseus dapat meningkatkan kadar
protein sejalan dengan peningkatan konsentrasi
triptofan. Kadar protein tertinggi terjadi pada
perlakuan 250 mg.L" yaitu 2,07+0,06 mg/mL
setelah 10 hari kultur. Penambahan triptofan
terhadap kultur agregat sel C.roseus dapat
meningkatkan aktivitas TDC sejalan dengan
bertambahnya konsentrasi triptofan, dan akti-
vitas tertinggi terjadi pada perlakuan 250 mg.L"
! triptofan dengan aktivitas tertinggi 3,510+0,06
Unit setelah 10 dan 14 hari kultur.
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