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PRAKATA

Atas karunia dan rahmat Allah Swt. penulis dapat menuntaskan buku orasi

ilmiah ini dengan baik, maka segala puja, puji, dan syukur, penulis panjatkan
kehadirat Allah Swt. Yang Maha Pengasih lagi Maha Penyayang. Penghargaan
yang tinggi dan rasa hormat, serta terima kasih yang sebesar-besarnya saya
sampaikan kepada pimpinan dan anggota Forum Guru Besar Institut
Teknologi Bandung, atas kesempatan dalam menulis buku orasi ilmiah ini
serta perkenannya saya menyampaikanya pada Sidang Terbuka Forum Guru
Besar.

Orasi ilmiah ini adalah sebagai bentuk pertanggungjawaban akademik
atas jabatan Guru Besar dalam bidang Bioteknologi Tumbuhan Obat. Sesuai
dengan bidang kegurubesaran yang saya dapatkan, maka buku orasi ilmiah
ini diberi judul: Jamu: Pengembangannya dari Pendekatan Tradisional ke Era
Modern. Aplikasi bioteknologi dalam peningkatan kadar zat berkhasiat dari
tanaman. Isi buku orasi ilmiah ini merupakan hasil penelitian penulis dan
kombinasi dari penelitian global dalam rangka memberikan nilai tambah
secara saintifik dan aplikatif bagi pengembangan jamu, obat herbal
Indonesia, sehingga berkontribusi jauh lebih besar peningkatan derajat
kesehatan dan kesejahteraan masyarakat Indonesia. Di samping itu, agar
jamu sebagai sistem pengobatan tradisional Indonesia dapat menjadi dikenal
dan dimanfaatkan di dunia global

Semoga tulisan ini dapat memberikan wawasan dan inspirasi yang
bermanfaat bagi para pembaca.

Bandung, 18 Maret 2023

Prof. Elfahmi

Prof. Elfahmi \'
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SINOPSIS

Jamu adalah sistem pengobatan tradisional Indonesia yang sangat populer
bagi masyarakat dan telah digunakan dari waktu ke waktu dan diturunkan dari
satu generasi ke generasi berikutnya. Jamu yang semula digunakan secara
tradisional, telah berkembang menjadi obat herbal yang luas digunakan dan
telah dibuktikan sebagian khasiatnya secara ilmiah melalui berbagai
penelitian. Pembuktian khasiat ini dilakukan berdasarkan penggunaan
empiris oleh masyarakat. Di dalam pengembangannya, terdapat beberapa
tantangan yang dapat menjadi penghambat (bottleneck). Namun dengan
perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi serta instrumentasi yang
mendukung riset, tantangan-tantangan tersebut seyogyanya bisa diatasi.
Salah satu tantangan itu adalah rendahnya kadar zat berkhasiat yang
bertanggung jawab terhadap efek farmakologi dari tanaman yang digunakan
sebagai bahan baku obat herbal. Apabila kadar senyawa berkhasiat rendah
maka dibutuhkan bahan baku yang sangat banyak untuk mendapatkan
sejumlah tertentu. Berbagai pendekatan untuk meningkatkan kadar zat
berkhasiat dari tanaman termasuk dengan mengoptimasi budidaya dengan
kondisi terkontrol. Upaya ini tidak selalu berhasil. Pendekatan bioteknologi
telah banyak digunakan untuk meningkatkan kadar zat berkhasiat dari
tanaman obat, mulai pemanfaatan teknik kultur jaringan dengan berbagai
modifikasinya melalui inisiasi berbagai tipe kultur jaringan, termasuk
menggunakan elistor, precursor feeding, biotransformasi dan lain-lain.
Kombinasi teknik kultur jaringan dengan rekayasa genetika dan metabolik
diaplikasikan dalam rangka memproduksi metabolit yang aktif dari tanaman
obat. Teknologi DNA dan protein rekombinan serta genome editing
memudahkan investigasi DNA dan enzim yang bertanggung jawab dalam
biosintesis senyawa aktif tersebut. Dengan diketahuinya gen pengkode enzim
disetiap tahap biosintesis itu maka memungkinkan untuk produksi senyawa
berkhasiat dari tanaman menggunakan tanaman lain atau mikroorgansime.
Organisme yang sering digunakan untuk tujuan ini adalah Eschricia coli,
Sachharomyces cereviceae, Bacillus subtillis, Piche abies, dan lain-lainya. Teknik
ini dikenal dengan combinatorial biosynthesis. Aplikasi dari teknik bioteknologi
ini merupakan pembahasan utama dari isi buku orasi ilmiah ini. Pemecahan
masalah dari tantangan lainnya juga akan dibahas sehingga solusi tersebut
bisa digunakan untuk pengembangan lanjutan dari jamu dan tumbuhan obat
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Indonesia, sehingga semakin besar kontribusinya dalam meningkatkan taraf
kesehatan dan kesejahteraan masyarakat Indonesia. Di samping itu jamu
diharapkan berkembang menjadi produk kesehatan yang dapat dimanfaatkan
bukan saja oleh orang Indonesia tetapi juga di dunia global.

viii Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung
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1. PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu negara dengan keragaman hayati
(megabiodiversity) sangat tinggi di dunia. Diperkirakan sekitar 30.000 spesies
tanaman tumbuh di Indonesia. Sekitar 6.000 spesies dari tanaman tersebut
telah digunakan untuk berbagai tujuan, di antaranya sebagai tumbuhan obat.
Puluhan juta penduduk Indonesia dari berbagai etnik pernah menggunakan
obat herbal untuk berbagai tujuan kesehatan mulai dari pemeliharaan
kesehatan sampai pengobatan penyakit. Penggunaan tanaman obat untuk
tujuan kesehatan bagi masyarakat Indonesia seperti menjaga agar tubuh tetap
sehat dan mengobati penyakit telah dilakukan sejak zaman nenek moyang
Indonesia. Secara tradisional masyarakat Indonesia mengonsumsi tanaman
obat segar lalu digodok secara mandiri dengan menggunakan air. Hasil
rebusan dari tanaman obat berupa sari kemudian dikonsumsi dalam bentuk
minuman. Praktik pengobatan dengan menggunakan tumbuhan obat ini
berkembang menjadi sebuah sistem pengobatan tradisional Indonesia yang
dikenal dengan jamu. Setiap etnik atau suku di daerah Indonesia mempunyai
ramuan khas untuk berbagai macam penyakit. Sebagaimana halnya sistem
pengobatan tradisional lainnya di dunia seperti obat tradisional Cina (TCM)
dari negara Cina, Ayurveda dari India, Kampo dari Jepang, Unani dari Yunani,
Jamu telah dimanfaatkan sangat luas di Indonesia dan telah dikembangkan
dari waktu ke waktu sehingga memberikan dampak sangat luas bagi seluruh
masyarakat di Indonesia. Perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi
telah berkontribusi dalam meningkatkan peran jamu atau tanaman obat
dalam bidang kesehatan dan mempunyai nilai ekonomi tinggi.
Pengembangan jamu dalam berbagai pendekatan tetap menjaga pengetahuan
asli (indigenous knowledge) sebagai sebuah kekayaan intelektual dan
kebanggaan bagi bangsa Indonesia. Penggunaan jamu oleh pengobat
tradisional seperti dukun dan tabib terus berlangsung dengan berbagai
program peningkatan pengetahuan pengobat tradisional tersebut. Jamu
gendong merupakan bentuk penjualan jamu yang diolah secara tradisional
dalam bentuk sari segar dan instan dari ramuan tanaman obat dan dijual oleh
seorang penjual yang sebagian besar dari kalangan perempuan menggunakan
keranjang rotan berisi botol-botol beberapa jenis jamu dan ditempatkan di
punggung dengan ikatan selendang. Penjualan dilakukan sepanjang jalan
yang dapat ditempuh oleh penjualnya. Cara penjualan ini masih dapat
ditemukan sekarang dengan berbagai modifikasi. Untuk mengevaluasi jamu
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sebagai salah satu bentuk terapi dengan menggunakan tanaman (fitoterapi)
yang rasional perlu mempertimbangkan berbagai aspek termasuk aspek
sosial, budaya, ekonomi, dan pertimbangan etik. Berbagai uji praklinik
dengan menggunakan enzim (in vitro) dan hewan model (in vivo) telah
dilakukan terhadap ekstrak dan fraksi dari tanaman yang digunakan sebagai
bahan baku dalam pembuatan jamu atau obat herbal, namun uji klinis sebagai
bukti terhadap khasiatnya masih sangat kurang (Elfahmi dkk. 2014)

Penggunaan obat herbal semakin meningkat dengan dilatar-belakangi
gerakan kembali ke alam. Sebagian masyarakat mempercayai bahwa
penggunaan obat bahan alam memiliki toksisitas yang lebih rendah dibanding
obat sintetik dan telah dikonsumsi sejak lama. Walaupun persepsi ini tidak
selalu tepat, namun terus menjadi bagian dari pemahaman masyarakat
sehingga mendukung pengembangan secara terus menerus dari obat herbal
ini sehingga semakin besar kontribusinya bagi peningkatan derajat kesehatan
masyarakat serta bernilai ekonomi tinggi. Saat ini jamu sudah dikembangkan
dari pembuatan di industri rumah tangga menjadi industri sedang dan besar.
Pemerintah Indonesia, akademisi, peneliti, dan pihak industri telah
melakukan berbagai kegiatan pengembangan jamu dari berbagai aspek untuk
menghasilkan produk jamu yang telah dibuktikan keamanan dan khasiatnya.
Kolaborasi antara peneliti, industri, dan regulator dalam hal ini pemerintah
sangat dibutuhkan sehingga terjadi sinergis yang baik antarpihak yang akan
menstimulan kegiatan pengembangan bahan obat herbal. Berdasarkan
informasi penggunaan secara tradisional untuk berbagai penyakit, jamu juga
telah dikembangkan menjadi bahan obat untuk tujuan terapi secara rasional
dengan bukti-bukti ilmiah. Secara resmi obat herbal Indonesia yang sudah
dikembangkan menjadi produk komersial untuk kesehatan diharuskan
terdaftar di Badan Pengawasan Obat dan Makanan Republik Indonesia (BPOM
RI). Obat herbal tersebut terdiri atas 3 kategori yaitu: 1) Jamu atau obat
tradisional dengan klaim khasiat berdasarkan data empiris, 2) Obat herbal
terstandar dengan klaim khasiat berdasarkan uji praklinis dan bahan baku
yang digunakan sudah terstandar, dan 3) Fitofarmaka dengan klaim khasiat
berdasarkan uji klinis serta bahan baku sudah terstandardisasi. Di samping
penggunaan sebagai bahan baku obat herbal, tanaman juga digunakan
sebagai sumber penemuan senyawa murni yang selanjutnya digunakan
sebagai obat; sebagai komponen suplemen makanan atau nutrasetika dan
produk-produk kosmetika. Sebagian besar obat yang herbal dengan nomor
izin edar yangh dikeluarkan oleh BPOM adalah kategori jamu, sedangkan
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kategori obat herbal terstandar dan fitofarmaka masih terbatas. Hal ini
menunjukkan bahwa masih sangat dibutuhkan pembuktian khasiat secara
ilmiah dari produk-produk obat herbal terutama aspek uji klinis.

Taken From the book: "Great Moments in Pharmacy’
By George A. Bender, Paintings By Robert A Thom

Global New Drug
Development

Gambar: Martha Tilaar

Gambar 1.1  llustrasi pengembangan tanaman obat dari pendekatan tradisonal sampai era modern
dan berkontribusi dalam menjaga kesehatan manusia dan mempunyai nilai ekonomi
tinggi

2. TANAMAN SEBAGAI SUMBER PENEMUAN DAN
PENGEMBANGAN OBAT

Sejak zaman prasejarah tanaman sudah digunakan untuk mengobati penyakit
manusia. Penggunaan tradisional inilah yang menjadi dasar ditemukannya
senyawa berkhasiat. Awalnya digunakan dalam bentuk ekstrak tanaman,
selanjutnya senyawa berkhasiat diisolasi dan dimurnikan menjadi senyawa
tunggal dan dikembangkan menjadi obat konvensional. Tanaman Papaverum
somniferum secara tradisional digunakan oleh bangsa Yunani dalam bentuk
ekstrak tanaman poppy untuk pengobatan. Berdasarkan penggunaan
tradisional, tanaman ini selanjutnya dikembangkan menjadi obat penghilang
rasa sakit (pain killer) kuat, yaitu morfin. Dari senyawa morfin ditemukan
turunannya heroin dan kodein yang bukan hanya digunakan sebagai
penghilang rasa sakit, tapi juga untuk obat batuk. Tanaman Digitalis purpurea
L. yang sejak abad ke-10 digunakan sebagai obat tradisional di Eropa. Sejak
tahun 1700-an ditemukan senyawa aktif digitoksin sebagai obat jantung.
Senyawa digitoksin bersama dengan senyawa analognya seperti digoksin dan
asetil digoksin telah digunakan dalam mengobati penyakit jantung sejak lama.
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Beberapa senyawa yang diisolasi dari tumbuhan tersebut ada yang dilanjutkan
dengan sintesis secara kimia sehingga diperoleh obat yang lebih baik khasiat
dan keamanannya. Jenis ini disebut dengan obat semi sintesis. Contoh yang
paling popular adalah aspirin sebagai obat radang (antiinflamasi) dan
menurukan panas badan (antipiretik) adalah hasil modifikasi struktur secara
sintesis dari bahan alam salicin yang diisolasi dari kulit batang tanaman Salix
alba L. (Dias dkk. 2012). Podofilotoksin dari tanaman Podophyllum hexandrum
dan Podophyllum hexandrum yang secara tradisional digunakan sebagai
antidot keracunan yang disebabkan gigitan ular, dikembangkan menjadi
senyawa antikanker teniposida, etoposida, dan etopopos melalui sintesis
secara kimia pada tahapan akhir.

Tabel 2.1 Beberapa obat yang berasal dari tanaman

No Nama Sumber tanaman Khasiat

1 Artemisinin, Antimalaria Artemisia annua
artesunate, artemeter

2 Asetil digoxin, Kardiotonik (obat jantung) Digitalis lanata
digitoksin
Aspirin Analgetik, antipiretik dan Salix alba

antiinflamasi

2 Atropin Antikolinergik Atropa belladonna

3 Emetin Antiamuba, emetic Cephaelis ipecacuanha

4 Efedrin Simpatomimetik Ephedra sinica

5 Etoposida, etopopos Antikanker (semi sintetik) Podophyllum hexandrum
teniposida

6 Hiosiamin Antikolinergik Hyoscyamus niger

7 Kinin Antimalaria Cincona succirubra

8 Kinidin Antimalaria Cincona succirubra

9 Sinkonidin Antimalaria Cincona succirubra

10. Kokain Anastesi Erythroxylum coca

11. Kodein Analgetik, antitusiv (obat batuk) Papaver somniferum

(poppy)
12 Kolsikin amida Antitumor, antigout Colchicum autumnale
13 Morfin Analgetic Papaver somniferum
(poppy)

14 Strikhnin Stimulan sayaraf pusat Strychnos nux-vomica

15 Taxol, paclitaxel Antikanker Taxus baccata

16 Vinkristin, vinblastine Antikanker Catharanthus roseus

Penemuan obat dari bahan alam terus berlanjut di saat teknologi
sintesis kimia dan produk bioteknologi juga berkembang sangat pesat.
Periode tahun 1946-1980, dari 75 senyawa baru dengan berat molekul kecil
(small molecule) yang mendapatkan persetujuan Food Drug Administration
(FDA) dan lembaga sejenis di dunia, 40 (53, 3%) di antaranya adalah berasal
dari bahan alam dan senyawa semi sintesis. Sedangkan periode 1981-2019,
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dari 185 yang disetujui, 62 (33, 33%) diantaranya dari senyawa bahan alam atau
semi sintesis. Secara keseluruhan obat baru yang disetujui pada periode 1981-
2019 mencapai jumlah 1881, di antaranya 71 (3, 8%) adalah dari bahan alam
berupa senyawa murni, 14 (0.8%) adalah bahan alam berupa campuran dari
beberapa senyawa bahan alam dan belum menjadi senyawa murni, 356 (18,
59%) merupakan senyawa semi sintesis, 65 (3, 2%) adalah senyawa hasil
sintesis total tetapi bagian dari struktur kimianya (pharmaccophore) berasal
dari bahan alam (sebagai lead compounds). Sisanya merupakan senyawa hasil
total sintesis secara kimia, produk biologi berupa protein atau peptide yang
diisolasi dari sel berbagai organisme atau hasil teknologi rekombinan, vaksin
dan lain-lain (Newmann and Cragg, 2020).

3. TANTANGAN DALAM PENGEMBANGAN TANAMAN
OBAT DAN OBAT HERBAL

Beberapa permasalahan terkait dengan pengembangan tanaman obat
seringkali menjadi tantangan yang perlu diatasi sehingga tidak menjadi
penghambat (bottleneck) dalam wupaya pengembangannya. Dengan
perkembangan ilmu pengetahuan, teknologi dan peralatan dari waktu ke
waktu, permasalahan tersebut berpeluang dapat diselesaikan di antara
sebagai berikut:

3.1 Khasiat Obat Herbal Belum Banyak
Dibuktikan Secara limiah

Berbagai metode pengujian untuk membuktikan khasiat dari obat herbal
untuk masing-masing penyakit telah berkembang dengan baik. Pemodelan
molekul menggunakan komputasi (studi in silico) dapat memprediksi khasiat
dari suatu obat sehingga menjadi seleksi awal dari banyak kandidat molekul
obat. Uji aktivitas in vitro di antaranya dengan menggunakan sel lini (cell line),
reaksi enzimatis, dan lain-lain dapat digunakan untuk bukti awal dari efek
farmakologi, dengan bantuan teknologi yang dikenal dengan high throughput
screening (HTS) memungkinkan untuk mendapatkan data hasil uji dari banyak
sampel dalam waktu singkat. Uji lanjutan dilakukan menggunakan hewan
model (studi in vivo) yang ditujukan untuk pembuktian khasiat dan keamanan
dari kandidat obat serta menggunakan pembanding obat yang sudah
komersial. Gabungan studi in vitro dan in vivo ini dikenal dengan uji praklinis.
Setelah khasiat dan keamanan obat dibuktikan secara praklinis, maka
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kandidat obat memasuki uji klinis dengan pengujian langsung kepada
manusia mencakup uji klinis fase 1 untuk pembuktian keamanan serta
aktivitas dengan jumlah responden terbatas, uji klinis fase 2 untuk
membuktikan khasiat dengan responden lebih banyak, serta uji klinis fase 3
yang dilakukan dengan responden lebih banyak lagi dan dilakukan pada
berbagai tempat yang berbeda (multicenter).
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~-» ¢~ Kandidat Obat Herbal
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Gambar 3.1  Skema umum uji aktivitas farmakologi dari obat herbal dan obat bahan alam

3.2 Senyawa Aktif Farmakologi Sering Tidak Diketahui

Teknologi ekstraksi, isolasi, dan pemurnian dari senyawa aktif tumbuhan juga
berkembang sangat pesat seperti teknologi kromatografi sehingga
memungkinkan untuk memurnikan senyawa target. Pengembangan senyawa
obat dari bahan alam awalnya dimulai dari isolasi senyawa aktif yang
terkandung pada bahan tanaman sebagai kandidat senyawa obat. Bahan alam
diekstraksi dengan menggunakan pelarut yang sesuai dengan kepolaran
senyawa yang menjadi target dengan berbagai metode yang cocok seperti
maserasi, perkolasi, ekstraksi cair-cair, sokletasi, refluks, perkolasi, dan lain-
lain. Ekstrak yang diperoleh dievaluasi menggunakan metode kromatografi
untuk melihat profil senyawa yang ada pada ekstrak. Berdasarkan profil
tersebut dapat ditentukan sistem fraksinasi apa yang akan digunakan untuk
menyederhanakan proses isolasi. Selanjutnya diikuti dengan pemisahan
senyawa dengan menggunakan berbagai metode kromatografi seperti
kromatografi kolom, cair vakum, kromatografi cair, kromatografi radial, dan
lain-lain. Untuk mengetahui proses pemisahan tetap terkontrol untuk
senyawa kandidat obat yang diinginkan dari setiap tahapan fraksinasi dan
pemisahan dilakukan diuji kandungan kimianya menggunakan kromatografi
lapis tipis atau kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT, HPLC). Di samping itu
setiap fraksi juga diuji untuk mengetahui aktivitas fraksi tersebut, sehingga
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fraksi yang aktif bisa dilanjutkan untuk proses pemisahan lebih lanjut. Cara
ini lebih dikenal isolasi yang dipandu dengan aktivitas farmakologi (bioactivity
guided fractionation). Isolat yang diperoleh selanjutnya dimurnikan dengan
berbagai macam metode seperti rekristalisasi menggunakan berbagai macam
pelarut, KLT dan HPLC preparative, dan lain-lain. Permurnian lanjutan
dilakukan untuk menentukan apakah senyawa tersebut sudah memiliki
kemurnian tertentu. Untuk mengetahui struktur senyawa hasil isolasi
dilakukan elusidasi struktur dengan menggunakan data-data kimia, fisika,
dan fisikokimia. Data kimia dapat dilakukan dengan mereaksikan senyawa
isolat dengan reagen spesifik sehingga diketahui golongan senyawa. Senyawa
hasil isolasi selanjutnya ditentukan dengan menggunakan berbagai metode
spektrometeri seperti rensonansi magnit inti (Nuclear Magnetic Resonance,
NMR) dan spektrometeri massa (MS) generasi terbaru memudahkan untuk
menentukan nama dan struktur senyawa tersebut termasuk dengan struktur
kimia yang sulit sekalipun. Data fisikokimia ini selanjutnya dianalisis untuk
mengetahui rumus, berat serta struktur molekul dari senyawa kandidat obat
hasil isolasi. Skema umum untuk isolasi kendidat obat ini dapat dilihat pada
Gambar 3.2. Setelah didapatkan senyawa kandidat obat yang murni dan
diketahui strukturnya baru dilakukan pengujian untuk membuktikan aktivitas
farmakologi tertentu. Proses pengembangan ini membutuhkan waktu yang
lama, biaya yang besar dan berisiko gagal atau tidak mendapatkan hasil pada
akhir pengembangan dikarenakan oleh berbagai sebab seperti aktivitas tidak
terlalu bagus atau toksisitas tidak bisa ditolerir.

Sampal bahan alam (Tanaman, hewan,
bahan bahari, mikroba, dan lain-lain)

s

+ Ekstraksi: reflux, maserasi, soxhletasi

+ Skrining awaluntuk gololngan senyawa
dengan pelarutyang cocok

Beberapa siklus untuk mendapatkan Ekstrak kental

jumlah yang banyak {upscaling)

« Uji aktivitas + Fraksinasi: kromatografi, Ekstraksi cair-cair,
dan lain-lain
< o e e >
= Uji aktivitas = Llji aktivitas « Uji aktivitas  [* Uji aktivitas \|(- Uji aktivitas

Tidak aktif Ticlak aktif Ticlak aktif
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Elusidasi Struktur: UV, IR, HPLC, NMR, GCMS
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Gambar 3.2  Skema umum isolasi senyawa aktif dari tanaman
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3.3 Standardisasi, Kontrol Kualitas,

dan Stabilitas Kadang Tidak Mudah
Berbagai faktor linkungan dan tempat tumbuh suatu tanaman sangat
berpengaruh pada kandungan metabolit sekunder dari tanaman tersebut.
Faktor-faktor tersebut di antaranya adalah ketinggian tempat tumbuh, teknik
panen dan pasca panen, keeanekaragaman genetik, lingkungan tempat tumbuh,
faktor biotik, tanah dan nutrisi, air, temperatur, kualitas, intensitas dan lama
pencahayaan. Contoh analisis kandungan senyawa asiatikosida dan
madekasosida dari tanaman pegagan (Centella asiatica) menunjukkan perbedaan
kandungan yang sangat signifikan dari tanaman yang dikoleksi pada tempat yang
berbeda (Gambar 3.3), sehingga sangat diperlukan proses standardisasi dari
bahan baku maupun produk jadi dari obat herbal. Namun demikian saat ini
berbagai teknik dan metode analisis dari senyawa berkhasiat maupun senyawa
penanda (marker) seperti kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC), kromatografi
gas (GC) sangat memungkinkan untuk menstandardisasi, mengontrol kualitas
dan stabilitas dari bahan baku dan produk jadi sehinga akan didapatkan kualitas
yang sama dari setiap produk dari batch ke batch.

Analisis asiatikosida-madekasosida pada herba pegagan dengan UPLC-UV
S

Kadar CATs b/b kering
Asal Sampel Asiatikosida Madekasosida [LGLCELT L0} " Pegagan 1
(A) (M) o 2
0.0036 0,185 Herba daun campur batang - i ‘l " y
2 s |
y Herba daun campur batang; tanpa . . ‘
0,067 0,234 naungan; petak 1 h, AN
Herba daun campur batang; tanpa
. Herba daun campur batang;
0,190 0,517 dengan naungan; petak 1 \ Pegagan 2
Herba daun campur batang; ) N a
0,261 0,964 dengan naungan; petak 2 = _"
3,152 8,938 Herba daun tanpa batang “

0,468 1,755 Herba daun campur batang Yy ﬂ[“‘«‘" i ,"';“'-L _J [PV REw

Herba daun campur batang; d Y
Surabaya 0,988 1,538 banyak tanah f

Thailand (SNP) 0,800 1,66 Ekstrak serbuk pegagan i» «“ @ Standar
Thailand (SNP) 0,592 1,44 Ekstrak cair pegagan 2 J{ e | ‘
. R f

Farmakope Herbal Indonesia ‘
Karakteristik simplisia pegagan mengandung asiatikosida tidak - f
kurang dari 0,07% ’

Gambar 3.3  Analisis HPLC dari tanaman pegagan (Centella asiatica) yang dikoleksi dari berbagai
tempat menunjukkan perbedaan signifikan kandungan asiatikosida dan
madekasosidanya

Standardisasi terhadap produk obat herbal, baik bahan baku dan
maupun produk jadi menjadi penting dikarenakan aktivitas farmakologi dan
keamanan dari produk obat herbal sangat ditentukan oleh kandungan
senyawa kimia dan cemaran dari bahan yang digunakan. Standardisasi
dengan melibatkan kandungan senyawa kimia idealnya adalah dengan
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menggunakan senyawa pembanding yang memberikan aktivitas farmakologi
sama seperti klaim dari obat herbal yang diinginkan. Dikarenakan masih
banyak senyawa berkhasiat dari tanaman yang belum diketahui khasiatnya
maka dapat digunakan senyawa marker (penanda) yang digunakan untuk
menentukan mutu bahan baku obat herbal dan produk jadinya. Ketersediaan
senyawa marker ini masih menjadi permasalahan dalam pengembangan obat
herbal di Indonesia. Sebagian besar dari senyawa marker masih didatangkan
dari luar negeri dengan harga mahal dan waktu pengadaan lama, sehingga
penelitian dan aktivitas untuk pengadaan senyawa marker ini sangat
dibutuhkan.

3.4 RendahnyaKadar Senyawa Aktif dari Tanaman

Peningkatan kandungan senyawa aktif dari tumbuhan telah menjadi
perhatian banyak peneliti sehingga berbagai metode telah dikembangkan
mulai dari teknik kultur jaringan tanaman dengan berbagai modifikasinya
sampai dengan menggunakan rekayasa genetika. Pendekatan bioteknologi
juga digunakan untuk produksi senyawa baru yang tidak ada pada tanaman
aslinya, produksi senyawa berkhasiat yang awalnya dari tanaman dengan
menggunakan organisme lain melalui teknologi DNA rekombinan. Istilah ini
juga sering disebut dengan combinatorial biosynthesis.

4. APLIKASIBIOTEKNOLOGI DALAM PRODUKSI
SENYAWA BERKHASIAT DARI TANAMAN OBAT

Perkembangan ilmu, instrumentasi, dan tool dalam bidang bioteknologi
terutama ilmu DNA rekombinan yang sangat cepat dapat digunakan dalam
rekayasa biosintesis metabolit sekunder dari tanaman. Pendekatan
bioteknologi yang paling lama diaplikasikan untuk meningkatkan kadar
senyawa aktif adalah dengan menggunakan teknik kultur jaringan. Dengan
berbagai modifikasi teknik ini terus dimanfaatkan dan dikombinasikan
dengan teknik DNA rekombinan di antaranya ditujukan untuk produksi
metabolit sekunder dari tanaman. Rekayasa metabolik adalah merupakan
proses enzimatik yang digunakan untuk menghasilkan senyawa metabolit
pada organisme tanpa merusak senyawa yang sudah ada pada organisme
tersebut. Teknik ini dapat meningkatkan kecepatan produksi metabolit
sekunder. Pendekatan genomik, proteomik dan metabolomik dapat
digunakan untuk menentukan profil genetik dan metabolit dari organisme
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hidup, faktor-faktor yang mempengaruhi, jenis enzim dan jalur biosintesis
untuk peningkatan produksi metabolit sekunder. Dengan analisis microarray
dapat digunakan untuk menghasilkan profil transkriptomik dan selanjutnya
mengidentifikasi gen yang terlibat dalam proses pembentukan suatu
senyawa. DNA pengkode enzim yang mengkatalis setiap tahapan dari
biosintesis senyawa aktif dari tanaman dapat ditentukan urutan dan sifatnya.
Dengan diketahuinya DNA pengkode tersebut enzim tersebut maka gen-gen
tersebut dapat direkayasa sesuai dengan yang dinginkan. Teknik combinatorial
biosynthesis adalah teknik yang sangat memuaskan untuk memproduksi
metabolit aktif dari tanaman obat menggunakan organsime lainnya.

4.1 Kultur Seldan Jaringan Tanaman Obat untuk Produksi
Senyawa Berkhasiat

Kultur jaringan tanaman adalah teknik yang digunakan untuk menumbuhkan
atau memelihara sel, jaringan, organ atau protoplas, dan bagian tanaman
lainnya dengan media nutrisi sintetik pada kondisi steril dan terkontrol dari
cahaya, temperatur dan kelembaban secara in vitro. Lebih spesifik teknik ini
juga disebutkan sebagai kultur sel tanaman apabila eksplan yang digunakan
atau jenis kultur yang dihasilkan adalah dalam bentuk sel, demikian juga
disebut kultur organ tanaman atau kultur protoplas apabila yang digunakan
adalah organ atau protoplas. Beberapa variasi lain seperti kultur meristem,
kultur antera, atau polen untuk produksi tanaman haploid dan lain-lain.
Istilah yang banyak dipakai adalah kultur jaringan tanaman. Eksplan yang
sesuai dipilih dan disiapkan untuk kultur kemudian diinkubasi pada medium
yang mengandung nutrisi yang sesuai dengan eksplan tanaman untuk
diferensiasi dan pertumbuhan. Komposisi medium kultur jaringan sangat
menentukan keberhasilan inisiasi berbagai jenis kultur. Medium terdiri dari
unsur-unsur makro dan mikro, sumber karbon, vitamin, hormon dan lain-
lain. Berbagai medium untuk kultur jaringan terus dikembangkan dan pada
saat ini sudah tersedia media yang sudah mengandung komponen-komponen
nutrisi yang dibutuhkan sehingga memudahkan pekerjaan kultur jaringan.
Namun demikian dibutuhkan berbagai modifikasi dari media tergantung
kepada jenis tanaman yang menjadi eksplan serta tipe kultur yang diinginkan.
Komposisi beberapa media yang sering digunakan dalam kultur jaringan
dapat dilihat pada Tabel 4.1. Pemilihan eksplan yang cocok serta proses
sterilisasi semua bahan untuk medium dan peralatan juga menentukan
keberhasilan tumbuhnya kultur jaringan. Komposisi hormon yang digunakan
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akan menentukan tipe kultur jaringan yang dihasilkan, apakah kultur kalus,
kultur akar, atau tunas. Keberhasilan menginisiasi kultur kalus dapat
dilanjutkan dengan menggunakan kalus menjadi bahan dasar untuk
pembuatan kultur suspensi sel. Dengan sifat totipotensi dari tanaman sangat
memungkinkan untuk mendapatkan tanaman lengkap dari berbagai jenis
kultur yang diperoleh. Artinya setelah perlakuan kultur jaringan dengan
berbagai modifikasi, dan mengandung metabolit sekunder yang diinginkan,
maka dapat dilanjutkan dengan induksi tunas untuk mendapatkan tanaman
lengkap sebagai bibit unggul tanaman. Teknik ini sudah banyak dilakukan
dalam rangka pemuliaan tanaman

Tabel 4.1 Garam-garam mineral yang digunakan sebagai media kultur jaringan tanaman
(konsentrasi mg/mL)

Unsur Penemu komposisi media (hama media)

(elemen) Knop’s White Monnier Heller Gautheret Gamborg Murashige
and Skoog

Unsur makro

NH4NO3 825 1650

(NH4)2S04 134

CaCl;2H,0 880 75 150 440

Ca(NOs),4H,0 1000 300 500

MgS0,47H,0 250 720 370 250 125 250 370

KCl 65 350 750

KNO3 250 80 1900 125 2500 190

KH,PO4 250 170 125 170

NaNO; 600

NaH,PO4H,0 16.5 125 150

Na,S04 200

Unsur mikro

AlCl3 0,03

BeSO, 0,1

CoCl,.6H,0 0,05 0,05 0,025 0,025

CuS04.5H20 0, 05 0, 03 0, 05 0, 025 0, 025

FeCl3.6H20

FeSO4.7H20 14,9 27,85 27,85

Na,EDTA 11,1 37,25 37,25

Fe,(S04); 2,5 50

MnS0.4H,0 7,5 33,6 0,1 3,0 10 22,3

NiCl2.6H20 0,03

NiSO4 0, 05

Kl 0,75 1, 66 0,1 0,5 0,75 0, 83

Na,Mo004.2H,0 0,5 0, 25 0, 25

Ti(SO4)3 0,2

ZnS04.7H,0 21,0 1,0 0,18 2,0 8,6

H3BO; 3,0 12,4 1,0 0, 05 3,0 6.2

Fe Sitrat 1,5
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Berbagai jenis kultur jaringan telah dikembangkan dalam rangka
produksi senyawa berkhasiat dari tanaman. Kultur jaringan disebut sebagai
salah satu bentuk aplikasi dari disiplin ilmu bioteknologi. Kerangka teoretis
dan dasar eksperimental dari disiplin ilmu ini diturunkan dari konsep
totipotensi, yaitu kemampuan dari sel tunggal untuk membelah dan
menghasilkan jaringan dan organ tanaman selanjutnya bisa menjadi tanaman
yang utuh. Konsep totipotensi ini melekat dengan teori sel di mana sel
merupakan unit utama dan merupakan bagian mendasar bagi semua
organisme hidup.

Produksi senyawa berkhasiat dengan metode ini dapat dilakukan
dalam waktu yang jauh lebih singkat berkisar antara 1-6 minggu dibandingkan
dengan tanaman aslinya yang biasanya membutuhkan waktu bulanan atau
tahunan sebelum dapat dipanen. Kultur kalus merupakan agregat dari sel
yang dapat ditumbuhkan pada media tumbuh telah lama digunakan untuk
produksi senyawa berkhasiat. Kultur kalus ini selanjutnya dapat digunakan
sebagai bahan untuk menginisiasi kultur suspensi pada media cair dan
mempunyai kecepatan tumbuh lebih tinggi dibanding kultur kalus. Kultur
akar dapat diperoleh dengan mengatur dan mengoptimalisasi komponen
nutrisi yang ada di media. Jenis kultur akar lainnya yang pembentukannya
diinduksi melalui transformasi genetika menggunakan bakteri tanah
Agrobacterium rhizogenes dikenal dengan akar rambut (hairy root cultures).
Jenis-jenis kultur tersebut biasanya digunakan untuk produksi senyawa
berkhasiat tanpa atau dengan perlakuan menggunakan berbagai jenis elistor
(pemicu) baik secara fisik, biologi dan kimia yang dapat menstimulan
produksi senyawa target.

Senyawa yang dihasilkan dari kultur jaringan sering mempunyai profil
yang berbeda dari tanaman aslinya. Senyawa yang ada pada tanaman asli bisa
tidak ditemukan pada kultur jaringan dan sebaliknya dapat dihasilkan
senyawa baru yang tidak ada pada tanaman asli. Senyawa yang sama bisa lebih
tinggi atau lebih rendah kadarnya antara tanaman asli dan kultur jaringannya.
Hal ini sangat bisa dimengerti karena nutrisi yang digunakan untuk tanaman
tumbuh ada perbedaan, sehingga mempengaruhi ekspresi gen yang ada pada
tanaman tersebut. Peningkatan kandungan senyawa yang menjadi target dari
kultur jaringan dapat ditingkatkan melalui beberapa cara di antaranya dengan
penambahan elisitor. Elisitor adalah stimulan biotik dan abiotik yang
menstimulan produksi metabolit sekunder dengan berbagai mekanisme.
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Elisitor biotik biasanya merupakan senyawa asam organik dengan berat
molekul rendah, glukan, komponen dinding sel bakteri, dan glikoprotein.
Sedangkan elisitor abiotik merupakan garam dari berbagai senyawa kimia,
logam berat, radiasi ultraviolet dan infra merah. Sebagai contoh, kultur
jaringan Catharanthus roseus menghasilkan kandungan alkaloid lebih besar
ketika konsentrasi sukrosa pada media dinaikkan menjadi 4-10%, sebaliknya
kultur tembakau menghasilkan senyawa ubikuinon-10 lebih tinggi pada
konsentrasi sukrosa lebih rendah (Sharma dkk. 2020)

Kultur suspensi sel dari meniran (Phyllanthus niruri L.), salah satu
tanaman obat yang banyak dipakai pada produk jamu dan obat herbal di
Indonesia, menghasilkan senyawa golongan lignan yang tidak ditemukan
pada tanaman aslinya. Dua senyawa tersebut adalah urinatetralin dan dimetil
cubebin eter. Penambahan senyawa substrat pada biosintesis senyawa lignan
tersebut melalui media tumbuh suspensi (feeding experiment) dapat
meningkatkan kandungan kedua senyawa tersebut masing-masingnya
(Elfahmi, dkk, 2006). Kultur kalus dari jenis Phyllanthus tenellus menghasilkan
senyawa lignan filantin, hifofilantin dan nirantin lebih tinggi 2-3 kali
dibanding tanaman aslinya. Jenis hormon yang digunakan untuk
menginduksi kalus berpengaruh pada tingkat biomasa dan metabolit
sekunder yang dihasilkan. Kultur akar, kalus dan umbi dari temu kunci
(Boesenbergia pandurata), tanaman yang sering digunakan pada produk jamu
menghasilkan profil kandungan metabolit sekunder yang berbeda dengan
tanaman aslinya. Senyawa fitosetrol dari daun umbi yang dihasilkan dari
kultur tanaman lebih tinggi 2, 85 dan 1, 5 kali berturut-turut dibanding umbi
(rhizome) dari tanaman aslinya. Senyawa kardamomin hanya diperoleh dari
umbi hasil kultur tanaman dengan kadar lebih tinggi 3, 16 kali dibanding umbi
tanaman asli. Sedangkan senyawa marker dari tanaman temu kunci,
panduratin jauh lebih kecil pada semua jenis kultur dibandingkan tanaman
aslinya (Yadnya-Putra dkk, 2014). Dari analisis terhadap hasil penelitian
kultur jaringan temu kunci ini dapat diasumsikan jalur biosintesis dari
senyawa aktif pada tanaman tersebut.
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Gambar 4.1  Berbagai macam jenis kultur dari tanaman obat yang sering dipakai untuk produk jamu
(obat herbal) temu kunci (Boesenbergia pandurate) serta analisis KLT dari senyawa
sitosterol, panduratin dan kardomomim
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Gambar 4.2  Prediksi hubungan biosintesis antara pembentukan senyawa fitosterol, panduratin, dan
kardamomin
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Gambar 4.3  Senyawa lignan yang dihasilkan dari tanaman meniran (Phyllanthus niruri) dan
penigkatan kadar senyawa kubebin dimetil eter dan urinatetralin setelah ditambahkan
precursor asam sinamay dan asam kafeat

Kultur suspensi sel dari kumis kucing (Orthosiphon aristatus L), salah
satu tanaman obat yang banyak digunakan di Indonesia secara tradisional
terutama untuk menurunkan tekanan darah tinggi (antihipertensi), diuresis,
batu ginjal, dan lain-lain, mengandung senyawa utama, yaitu senyawa
flavonoid sinensetin, asam rosmarinat dan eupatorin. Penambahan prekursor
asam sinamat 1 mM dan elisitor Cu** 40 uM pada kultur suspensi sel kumis
kucing dapat menstimulan produksi sinensetin dan asam rosmarinate mulai
dari hari 1 sampai 20. Kadar tertinggi rosmarinat dihasilkan setelah hari ke-17
(10, 67 mg/kg berat kering) setelah penambahan asam sinamat dan hari ke 19
(9, 7 mg/kg berat kering) setelah penambahan elisitor Cu**. Sedangkan kadar
tertinggi sinensetin dihasilkan setelah hari ke 19 setelah penambahan asam
sinamat, yaitu 22, 5 mg/kg berat kering, dan 15, 8 mg/kg berat kering setelah
penambahan elisitor Cu®*. Profil kandungan kedua senyawa ini sejalan dengan
aktivitas enzim profil aktivitas enzim fenil alanin ammonia liase (PAL) dan
kumara CoA ligase (4CL) yang merupakan enzim-enzim pada tahapan
biosintesis senyawa golongan fenilpropanoid seperti sinensetin dan asam
rosmarinat. Peningkatan aktivitas enzim PAL dan 4 CL terjadi berturut-turut
pada hari ke-13 dan 11. Sehingga dapat diasumsikan bahwa asam sinamat dan
elisitor Cu** memengaruhi aktivitas enzim PAL dan 4CL dan selanjutnya
meningkatkan produksi metabolit sekunder dari kultur suspensi tanaman
kumis kucing (Gambar 8). Untuk memastikan kaitan ini masih dibutuhkan
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penelitian lanjutan dengan mengisolasi enzim dari kultur dan ditentukan
aktivitasnya. (Faramayuda dkk. 2023)
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Gambar 4.4 Tanaman kumis kucing (Orthosiphon aristatus Blume Miq.), kultur kalus dan suspensi sel
(A), profil kandungan asam rosmarinat (B, kiri), artemisinin (B, kanan), profil aktivitas
anzim PAL (C, kiri), 4CL (C, kanan) setelah penambahan asam sinamat dan Cu?*

Berbagai jenis kultur tanaman Artemsia annua sperti kultur kalus,
suspensui sel, tunas, akar dan akar rambut telah diinisiasi dalam rangka
produksi senyawa antimalaria artemisinin. Dari semua kultur jaringan
tanaman tersebut menghasilkan senyawa artemisinin, namun masih rendah
dibandingkan tanaman aslinya. Kultur akar rambut transgenik tanaman A.
annua menghasilkan artemisinin sebesar 0, 29% + 0, 025 b/b, hampir
mendekati kadar artemisinin dari daun tanaman asli (wild type), yaitu 0, 36%
+0, 029 b/b, padahal kultur akar yang tidak ditransformasi tidak mengandung
artemisinin. Hal menarik lainnya adalah peningkatan sangat tinggi dari
senyawa stigmasterol di setiap jenis kultur in vitro tanaman A. annua. Pada
kultur akar rambut kadar fitosterol mencapai 1, 5% dengan komposisi
stigmasterol 74.6%, [-sitosterol 13.5%, dan kampesterol 11.9%. Diasumsikan
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terjadi pergeseran arah biosintesis dari prekursor farnesil posfat yang
diharapkan dikonversi menjadi amorfadien dan pada akhirnya menghasilkan
artemisinin menjadi pembentukan senyawa squalen yang dikatalis oleh enzim
squalene sintase dan pada akhirnya menghasilkan senyawa stigmasterol.
Senyawa stigmasterol yang diproduksi dari kultur akar rambut A. annua
berpotensi dijadikan bahan untuk pembentukan senyawa golongan steroid
ester melalui reaksi esterifikasi stigmasterol dan turunan sterol lainnya
dengan asam lemak sumber alam lainnya. Senyawa golongan ini mempunyai
aktivitas antikolesterol yang baik. (Tofiana dkk. 2006)

stigmasterol [N S

Noda [Artemisinin], %
AN : Artemisinin 1,6 ug

SD : Daun Wild type 0,36% = 0,029
HR : kultur akar rambut 0,29% + 0,025

IL : Daun in vitro 0,16% + 0,019
Akar non rekombinan 0%

AN SD HR IL  UR

Gambar 4.5 Hasil analisis kromatografi lapis tipis (KLT) berbagai jenis kultur Artemisia annua

4.2 Kultur Akar Rambut Transgenik untuk Produksi Senyawa
Berkhasiat dari Tanaman

Teknik yang mengombinasikan kultur jaringan in vitro tanaman dengan
teknologi DNA rekombinan salah satunya ditunjukkan oleh kultur akar
rambut (hairy root culture). Teknik ini sudah berkembang beberapa dekade
terakhir untuk berbagai tujuan di antaranya untuk meningkat kemanfaatan
tanaman obat dan aromatik. Kultur akar rambut telah digunakan sebagai
metode untuk meningkatkan kadar metabolit sekunder dari tanaman atau
menemukan senyawa baru diakibatkan sebagai respon pertahanan dari
tanaman ketika diinfeksi dengan mikroorganisme berupa bakteri tanah
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Agrobacterium rhizogenes. Dengan sifat yang stabil secara biokimia, kultur akar
rambut digunakan juga untuk mempelajari dan menghasilkan protein
rekombinan yang bermanfaat untuk produksi protein untuk terapi dan enzim
untuk berbagai keperluan katalis. Kemampuan akar rambut menyerap logam
berat dan senyawa lainnya menjadikannya berpotensi untuk digunakan
dalam proses remediasi untuk tujuan membersihkan lingkungan. Teknik ini
juga dipercaya memiliki kelebihan dalam efisiensi untuk mengekstraksi dan
mengkuantifikasi berbagai senyawa kimia dari tumbuhan. Produksi biomassa
sel dan senyawa metabolit dalam skala besar (scale up) bisa dilakukan melalui
bioreaktor dengan berbagai kapasistas sesuai kebutuhan (Gantait dan
Mukherjee, 2021, Valdes dkk. 2020).

Berbagai faktor memengaruhi efsiensi kultur akar rambut seperti tipe
eksplan yang digunakan, kondisi kultur, strain bakteri yang digunakan untuk
induksi, komposisi media, pH media, sumber karbon dan lain-lain. Eksplan
yang digunakan untuk menginisiasi kultur akar rambut tidak hanya terbatas
pada daun, tetapi juga jaringan lainnya seperti protoplas, kotiledon, hipokotil,
tunas, batang, kulit batang akar, dan lain-lain. Kultur akar rambut ini berbeda
dengan kultur akar biasa dikarenakan pembentukannya akibat stimulan dari
bakteri Agrobacterium rhizogenes. Sedangkan kultur akar biasa terbentuk
dipicu oleh zat pengatur tumbuh sebagai komponen media kultur. A.
rhizogenes adalah sejenis bakteri simbiotik yang mempunyai plasmid root
induce (Ri-plasmid). Plasmid ini menyebabkan penyakit akar rambut pada
tanaman yang diinfeksi. Akar rambut ini terbentuk pada jaringan tanaman
yang terluka (wounded plant) ketika terinfeksi oleh A. rhizogenes atau secara
taksonomi juga dikenal dengan nama Rhizobium rhiozogenes. Ketika organ
tanaman diinkubasi dengan suspensi bakteri A. rhizogenes, tanaman
memberikan sinyal berupa senyawa fenolik yang akan diterima oleh komplek
gen penghantar sinyal pada segmen virulensi Ri-plasmid dari A. rhizogenes,
selanjutnya sinyal ini diteruskan ke plasmid tersebut dan mengaktivasi semua
segmen. Beberapa operon pada segmen daerah virulensi bersama-sama
menghantarkan gen dari A. rhzogenes ke dalam sel tanaman dan terintegrasi
pada DNA genomik DNA di sitosol. Gen yang bertanggung jawab untuk
menginduksi akar rambut pada tanaman dikenal dengan gen root loci seperti
Rol A dan Rol C.. Fragmen DNA bakteri spesifik dari plasmid penginduksi akar
(Ri-plasmid), maka tanaman merespon terhadap infeksi tersebut dengan
memicu ekspresi beberapa protein yang mempunyai respon pertahanan
tanaman (Gantait dan Mukherjee, 2021).

18| Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung



eAuejeejuewsad ynjun isualod edesagaq uep yiuadsuedl INquied Jexe anyny ueyniuaquwad 1391e41S  9'p Jequien

‘Isewuojsuesolq ‘isesijigeaw.ad
‘Ise3s1[3 y1up|a1 ueSuap eAulepey

nieq emeAuas uenuwauad «

ueiex3ujuad uep

LEp JIpje BMEAUSS ISYNpOld <«

bBurddpay

1eqo uewleue]l

_ Jopjealolg _

xwr._..cuu dn

Is)npo.d

11ed BIpPAW WEjep
yluadsuess Inquiel Jeyy

e

1e)npa3 Sued unep
ueideq Ipynuagial
le[nw Inquues Jeyy

i1eped elpaw wejep
jiuadsues] Jnquies Jexy

1eseq wedo|-wedo| dessAuad
‘ueSuny8ui| yisiaquiad
3niun ‘Iseipawaiolld

Jjogejaw
sisajuisolq Jnjef isaudsyasang <«
ueuolquioyal ulaloid INpold <

3yiua8suely Inquies
Jeyje unyny Liep Jijogelaw esedeyay

e

Iseqnyu|

1435U] !
uag eduej uep uesuap "
sauabozjyJ wnji21o0qoiby -

119

Prof. Elfahmi



Kultur akar rambut tanaman Linum leoni setelah diinduksi dengan A.
rhizogenes mampu meningkatkan kadar senyawa antikanker justisidin B yang
termasuk ke dalam golongan lignan. Kandungan senyawa ini pada kultur akar
rambut lebih tinggi 5 kali lipat (10, 8 mg/kg berat kering) dibanding
kandungan kultur kalus in vitro (2, 01 mg/kg berat kering). Kandungan
justisidin B dari kultur akar rambut L. leonii tersebut dihasilkan setelah hari
ke-14, di mana jumlahnya hampir sama dengan yang dihasilkan oleh kultur
akar normal dari tanaman ini setelah hari ke 30 (Vasilev dkk. 2006) dan akar
rambut jenis lainnya yaitu L. austraicum (16, 9 mg/kg berat kering). Untuk
memastikan bahwa akar rambut L. leoni tersebut memang dihasilkan dari
transformasi genetika yang dimediasi oleh A. rhizogenes, maka dilakukan
analisis menggunakan PCR, dengan pasangan primer 2 gen penanda, yaitu
root loci A dan C (Rol A dan Rol C) dari A. rhizogenes yang ikut terintegrasi ke
dalam DNA genomik sel tanaman. Dari hasil analisis PCR diidentifikas bahwa
ke-2 gen tersebut terdeteksi pada DNA genomik tanaman, sehingga dapat
dipastikan bahwa akar rambut L. leoni memang merupakan akar rambut
rekombinan.

Infeksi A. rhizogenes terhadap daun pegagan (Centella asiatica),
tanaman obat yang sering digunakan sebagai bahan aktif berberapa produk
jamu, menghasilkan akar rambut transgenik dengan peningkatan kadar
senyawa aktif asiatikosida sampai 172 % dibanding kultur akar
nonrekombinanan (Ruslan dkk. 2012)

Tabel 4.2 Produksi senyawa metabolit sekunder dari berbagai jenis kultur jaringan tanaman

No Namatanaman Kandungan kimia Elisitor Tipe kultur

1 Amni majus Furanokumarin (psoralen,  Kumarin, AR
bergapten santotoksin, siklodekstrin
imperatorin

2 Arabidopsis thaliana Kamaleksin Stress oksidatif, KS

asam amino

3 Arachis hypogaea Resveratrol, piceatannol, AR
aracidin

4 Artemisia annua Artemisinin, stigmasterol KS, KK, AR

6 Astragalus membranaceus  Isoflavomoif Mdetil jasmonat AR

6 Atripa belladona Alkaloid tropan Cu?*, Cd** KS
Skopolamin AR

7 Beta vulgaris Betalain AR

8 Brugmansia candida Hyosiamin Hemiselulosa KS
Scopolamin AR

9 Capsicum annum Kapsidol Selulosa KS

10 Catharanthus roseus Alkaloid indol, Dietil amino etil KS

dikloro fenil eter
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No Namatanaman Kandungan kimia Elisitor Tipe kultur
11 Centella asiatica Asiatikosida, KK, KS, AR
madekasosida
12 Chicorium intybus Eskulin, eskuletin Filtrat AR
Phytopthora
parasitica
13 Cicer arientium Medikarpin, Maackiain Asochyta rabiei KS
14 Coleus blumeii Asam rosmarinat KS
15 Coptis japonica Alkaloid benzilisoquinolin KS
Berberin
16 Datura stramonium Golongan seskuiterpenod  lon logam KS
17 Daucus carota Kitinase Asam salisilat KS
18 Dioscoroida deltoides Diosgenin KS
19 Galium verum Antraquinon KS
20 Gallium aparine Antraquinon KS
21 Echinacea purpurea Asam kafeat Asam giberelat AR
22 Fagopyrum tataricum Rutin, kuersetin UV-B AR
23 Glycirrhiza echinate Ekinatin Na-alginat KS
24 Glycirriza inflata Glisirizin Kitosan, metil KS
jasmonat
25 Glycirriza glabra likoagrodin AR
26 Hyoscyamus albus Fitoaleksin CuyS04 KS
27 Linum leoni Justicidin B KK, AR
28 Linum usitatisimum Lignan AS
29 Lithospermum Shikonin KS
erythrorhizon
30 Morinda citrifolia Antrakuinin KS
31 Nicotiana tabacum Ubikuinon-10, nikotin KS
32 Ophiorrhiza pumila Kamptotecin AR
33 Ortoshipon aristatus Sinensetin, asam Asam salisilat, KK, KS
rosmarinate, eupatorin logam Cu
34 Panax ginseng Ginsenosid KK, AR
35 Plumbago indica Plumbagin Asam jasmonat AR
36 Phyllanthus niruri Dimetil kubebin eter, Asam sinamat, KK, KS
urinatetralin asam kafeat
37 Psoralea coryfolia Daidzein Jasmonat AR
38 Salvia miltiorrhiza Golongan Diterpenoid Elistor ragi KS
Tansinon AR
39 Scopolia parviflora Skopolamin Bacteria sp AR
40 Silybium marianum Silimarin AR
41 Stephania cepharantha Bisoklaurin KS
42 Solanum khasianum Alkaloid Aspergillus niger, AR
seluloas
43 Rauwolfia serpentina Vomilenin, reserpin AR
Tripteryqium wilfordii Tripdiolida KS
44 Withania somnifera Witanolida, witanon AR

Catatan: tabel ini hanya memuat Sebagian kecil saja sebagai contoh (Fazilli dkk, 2022, Elfahmi dkk.
2014, Fahrauk dkk. 2023, Ruslan dkk. 2012), KK = kultur kalus, KS = kultur suspense sel, AR = kultur akar
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4.3 Produksi Metabolit Sekunder dengan Teknik Combinatorial
Biosynthesis

Pembentukan atau sintesis senyawa kimia pada organisme lainnya dikenal
dengan istilah biosintesis. Strategi untuk merekayasa biosintesis dengan
modifikasi tahapan jalur biosintesis melibatkan rekayasa gen, enzim
heterolog dan substrat di tingkat, jaringan, dan organ. Teknik ini
memungkinkan untuk memproduksi senyawa metabolit sekunder yang
awalnya diambil dari tanaman dengan menggunakan mikroorganisme seperti
bakteri, jamur, atau tanaman lainnya. Produksi metabolit sekunder dari
tanaman biasanya membutuhkan waktu lama sesuai dengan umur
tanamannya yang berkisar dari bulanan sampai tahunan, maka dengan
keberhasilan menggunakan mikroorganisme rekombinan untuk produksi
metabolit sekunder tersebut, produksi dapat dilakukan dalam waktu sangat
singkat dan dalam mumlah yang besar sesuai dengan kebutuhannya. Teknik
ini dapat juga digunakan untuk memodifikasi senyawa metabolit sekunder
melalui rekayasa biosintesis senyawa tersebut.

Salah satu contoh keberhasilan aplikasi teknik ini adalah produksi
berbagai senyawa flavonoid yang berasal dari tanaman menggunakan
Eschericia coli dan Saccharomyces cereviceae rekombinan. Flavonoid adalah
salah satu golongan metabolit sekunder dari tanaman yang mempunyai
berbagai aktivitas farmakologi. Golongan senyawa ini mempunyai struktur ini
C6-C3-C6 yang dihasilkan dari proses biosintesis dari senyawa fenil
propanoid, merupakan salah satu golongan metabolit sekunder yang terdapat
dari hampir semua famili tanaman, sedikit dari jamur, dan jarang dihasilkan
oleh mikroorganisme. Jalur biosintesis senyawa flavonoid sudah banyak
diteliti dan diketahui enzim yang mengkatalis di setiap tahapan biosintesis
tersebut. Urutan DNA dari gen-gen yang mengkode enzim tersebut telah
diketahui sehingga dapat digunakan untuk rekayasa biosintesis senyawa
flavonoid untuk tujuan peningkatan produksi dan penemuan senyawa
flavonoid baru. Beberapa gen pengode enzim yang bertanggung jawab di
setiap tahapan biosintesis tanaman tersebut dikloning dan ditransformasikan
ke mikroorganisme tersebut. Enzim fenil alanin ammonia liase (PAL) yang
merubah fenil alanin dan tirosin menjadi masing-masingnya berturut turut
asam kumarat dan asam p kumarat, selanjutnya enzim sinamat/kumarat CoA
ligase (ScCCL) menghasilkan kumaril CoA dan p-kumaril CoA, enzim kalkon
sintase (CHS) menghasilkan pinocembrin kalkon dan naringenin kalkon,
enzim kalkon isomerase menghasilkan pinocembrin dan naringenin.
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Senyawa pinocembrin dan naringenin menjadi precursor senyawa flavonoid
lainnya melalui dua jalur. Jalur pertama senyawa tersebut dikonversi oleh
enzim  flavanon-3-hidroksilase  (F3H) menjadi  pinobanksin  dan
dihidrokaempferol, selanjutnya dengan enzim flavonol sintase menghasilkan
galangin dan kaempferol. Jalur kedua melalui konversi oleh enzim flavon
sintase I (FNS 1) menjadi senyawa krisin dan apigenin. Gen pengkode enzim
tersebut dikonstruksi menjadi beberapa kombinasi plasmid, yaitu plasmid
yang mengandung vektor pET 16B dan 4 gen (PAL, ScCCL, CHS dan CHI),
plasmid yang mengandung kombinasi 2 gen F3H, FLS, plasmid yang
mengandung 1 gen masing-masingnya, F3H, FLS dan FNS1 yang dikonstruksi
pada vektor pACYCDuet-1. Kombinasi dari plasmid-plasmid ini dikloning
pada beberapa jenis vektor ekspresi dan selanjutnya ditransformasikan ke E.
coli. Koloni yang terbentuk selanjutnya ditumbuhkan dalam media cair dan
diinkubasi sampai didapatkan kultur cair E. coli rekombinan. Sel yang
mengandung plasmid dengan kombinasi beberapa gen selanjutnya dianalisis
dengan kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC). Dari hasil analisis HPLC
senyawa-senyawa flavonoid tersebut diproduksi oleh E. coli rekombinan,
sedangkan E. coli yang tidak direkombinan tidak mengandung flavonoid.
Dikarenakan sel E. coli tidak mengandung senyawa fenil alanin dan tirosin
yang digunakan sebagai precursor terbentuknya senyawa golongan flavonoid
tersebut, walaupun sudah mengandung semua enzim yang terekspresi pada
selnya, maka produk flavonoid tidak akan terbentuk. Untuk itu senyawa fenil
alanin dan tirosin ditambahkan pada media kultur E. coli rekombinan, proses
ini pada tanaman dikenal dengan precursor feeding (Miyahisa dkk. 2006, Sheng
dkk 2020). Kedua senyawa precursor ini selanjutnya dikonversi menjadi
berbagai senyawa flavonoid seperti tahapan-tahapan pada biosintesis
(Gambar 4.7).
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4.4 Produksi Obat Malaria Artemisinin

pada Mikroorganisme Rekombinan
Artemisinin merupakan obat antimalaria pilihan yang direkomendasi kan
oleh WHO melalui program artemisinin combination therapy (ACT). Pilihan ini
diambil karena obat antimalaria lainnya telah menimbulkan resistensi bagi
parasit penyebab malaria Plasmodium falciparum dan memiliki efek samping
yang tidak diinginkan. Penggunaan artemisinin semakin meningkat sehingga
kebutuhan terhadap bahan baku juga semakin besar. Sumber bahan baku
artemisinin masih berasal dari tanaman Artemisia annua dengan kadar
rendah, sedangkan sinstesis kimia belum menunjukkan hasil yang
memuaskan dikarenakan struktur senyawa artemisinin yang komplek.
Strategi yang banyak dilakukan oleh para peneliti untuk mengatasi
permasalahan ini adalah dengan pendekatan bioteknologi. Berbagai jenis
kultur jaringan tanaman A. annua belum menghasilkan kadar artemisinin
yang dapat menggatikan produksinya dari tanaman. Sehingga berbagai
pendekatan lainnya terus dilakukan melalui rekayasa genetika dengan teknik
combinatorial biosynthesis.

Artemisinin disintesis oleh tanaman melalui proses yang sangat
komplek dan melibatkan berbagai enzim. Diantara enzim-enzim tersebut
terdapat enzim kunci yang paling berperan seperi farnesil posfat sintase (fps)
yang mengkatalis pembentukan senyawa farnesil posfat (fpp) dari kondensasi
dua senyawa isoprenoid, yaitu isopentenyl piroposfat (IPP) dan Dimetil alil
piroposfat (DMAPP), senyawa farnesil posfat dikonversi oleh enzim
amorfadien sintase menjadi senyawa amorfadien, selanjutnya dengan enzim
sitokhrom 71AV1 yang mengkatalis 2 tahapan menghasilkan senyawa
berturut-turut artemisinat alkohol dan artemisinat aldehida. Enzim double
bond reductase (Dbr2) mengkatalis perubahan artemisinat aldehida menjadi
dihidroartemisinat aldehida. Tahapan berikutnya terbentuk senyawa asam
dihidroartemisinat yang dikatalis oleh enzim aldehid dehydrogenase
(ALDH1), senyawa ini selanjutnya secara spontan dengan beberapa tahap
reaksi lainnya menghasilkan senyawa artemisinin. Kelima enzim kunci ini
yang banyak direkayasa dan ditransformasikan kepada berbagai organisme
lain seperti tanaman, bakteri dan jamur. Kelima gen kunci dari biosintesis
artemisinin ini banyak digunakan dalam studi rekayasa genetik dengan tujuan
meningkatkan kadar senyawa artemisinin atau turunannya.
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4.5 Transformasi Gen Kunci pada Biosintesis Artemisinin
pada Tanaman Artemisia annua

Transformasi ADS dan anti silencing p-19 pada tanaman A. annua dengan
mediasi Agrobacterium tumefaciens dengan metode vakum dan jarum suntik
menunjukkan keberhasilan trasnformasi genetika sampai 99% yang
ditunjukkan dengan pewarnaan biru sebagai visualisasi. Kadar artemisinin
tertinggi dihasilkan dari sampel daun transgenik sampai 0, 18% dengan
kenaikan sebesar 2, 57 kali dibandingkan daun yang tidak ditrasnformasi
(Elfahmi et al. 2020)

pCAMBIA ADSp19 PCAMBIA ADS +p CAMBIA 19 CAMBIA;19 PCAMBIA-ADS-p1® POCAMBIA-ADS 4+ pCAMBIL
. A « <‘
3 ' ~ : /
L N
) P f “ '_ > " b
\ ¥ ’ \ PCAMBIA-ADS N AGLIY
a b ¢ e

pCAMBIA-ADS AGLL

=t

¥ ;lv‘\‘ "‘. 029
¢ 0.18 1

0.16 4

014 4 B

012 1

: S
2 - ” =N ‘;\’, . d
e
{ i}

%

PCAMBIAADS + pCAMBIASIY  pCAMBIA§IS B

0.1 1
0.08 +
0.06 1
0.04 4

N 200 002 1

Artemisinin content,

Gl y 7 W AGL1  ADS ADSP1S P19 Col

Gambar 4.10 Daun Artemisia annua hasil transformasi genetika yang dimediasi oleh Agrobacterium
tumefaciens menggunakan metode jarum suntik (A), vakum (B), akar rambut transgenic
(C) dan kandungan artemisnin, wt = wild type, AGL1 = A. tumefaciens kosong, ADS =
dengan gen ADS, ADS-P19 = kombinasi ADS dan P19 pada satu plasmid, P19 = hanya
mengandung gen P-19 saja, CoT = ADS dan P19 ditransformasi melalui plasmid berbeda.

Dua enzim kunci pada biosintesis artemisinin, fps dan ads telah
ditransformasikan kepada ragi Sacharomyces cerevisiae menggunakan vektor
p_BEVY. Plasmid rekombinan yang mengandung dua gen tersebut tersebut,
yaitu pBEVY-GU_ads dan pBEVY_GL_fps telah dikonstruksi dengan baik. Gen
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ads yang telah dioptimasi, diamplifikasi menggunakan PCR dengan pasangan
primer yang didesain untuk menghasilkan rekombinasi homolog antara gen
ads dan plasmid, sedangkan gen fps yang dioptimasi dikloning menggunakan
metode klasik. Transforman ditumbuhkan pada media selektif Synthetic
Defined

(SD) tanpa leusin untuk transforman yang mengandung plasmid
pBEVY-GL_fps dan media tanpa urasil untuk transforman yang mengandung
plasmid pBEVY-GU_ads. Konfirmasi dilakukan dengan menggunakan PCR,
penentuan urutan DNA (sequencing) serta dengan analisis restriksi. Untuk
menentukan apakah protein ads dan fps diekspresikan pada ragi rekombinan,
dilakukan dengan analisis SDS PAGE. Dari hasil analisis tersebut dapat
disimpulkan bahwa gen ads dan fps telah terekspresi pada ragi S. cereviceae.
Tahapan selanjutnya ke-5 gen kunci tersebut ditambah dengan gen CPR yang
berguna sebagai pasangan gen CYP71AV1 di kloning dan ditransformasikan
kepada S. cereviceae dengan berbagai kombinasi. Empat plasmid rekombinan,
yang pertama adalah pBEVY-GL_fps yang mengandung gen sintetis fps yang
telah dilakukan optimasi kodon untuk diekspresikan pada A. annua. Gen fps
mempunyai ukuran 1032 pb. Gen disisipkan pada vektor pBEVY-GL, yakni
vektor ekspresi dengan promotor dua arah yang mempunyai ukuran 6649 pb.
Gen fps disisipkan pada Multiple Cloning Site (MCSII) dengan promotor Gal10.

Plasmid yang kedua, yakni plasmid pBEVY-GU_ads_cyp7lavleo yang
mengandung gen sintetis ads yang telah dilakukan optimasi kodon untuk
diekspresikan pada S. cerevisiae. Dikarenakan gen ads aslinya dari tanaman,
maka dibutuhkan penyesuaian atau untuk optimasi kodon yang sesuai dengan
host yang dituju. Gen ads yang dilengkapi dengan his6x-tag pada ujung C
mempunyai ukuran 1620 pb. Selain itu gen sintetis cyp7lavl juga merupakan
gen sintetis hasil optimasi kodon untuk diekspresikan pada E. coli dan
memiliki ukuran 1434 pb. Kedua gen dikloning pada vektor pBEVY-GU, yakni
vektor ekspresi dengan promotor dua arah yang mempunyai ukuran 6145 pb.
Gen ads disisipkan pada Multiple Cloning Site (MCSI) dengan promotor Gall
sedangkan gen cyp7lavleo pada MCSII dengan promotor Gall0. (Purnomo,
2020).

Plasmid yang ketiga, yakni pESC-HIS_cpr yang mengandung gen
sintetis cpr yang telah dilakukan optimasi kodon untuk diekspresikan pada S.
cerevisiae. Gen cpr yang dilengkapi dengan his6x-tag pada ujung C mempunyai
ukuran 2145 pb. Khusus untuk gen cpr ini menggunakan vektor yang berbeda,
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yaitu pESC-HIS yang merupakan vektor ekspresi lainnya dengan promotor
dua arah dan mempunyai ukuran 6706 pb. Gen cpr disisipkan pada Multiple
Cloning Site (MCSII) dengan promotor Gall0. Variasi vektor yang digunakan
ditujukkan agar proses transformasi ke dalam S. cereviceae berjalan dengan
baik (Purnomo, 2020)

Plasmid yang keempat, yakni pBEVY-L_dbr2_aldhl yang mengandung
gen sintetis dbr2 dan aldhl yang telah dilakukan optimasi kodon untuk
diekspresikan pada tanaman A. annua. Gen dbr2 dan aldh1l memiliki ukuran
berturut-turut adalah 1164 pb dan 1507 pb. Kedua gen disisipkan pada vektor
pBEVY-L, yakni vektor ekspresi dengan promotor dua arah yang mempunyai
ukuran 7037 pb. Gen dbr2 disisipkan pada Multiple Cloning Site (MCSI) dan
aldhl pada MCSII dengan promotor Gap. (Purnomo, 2020). Ke-4 plasmid ini
selanjutnya ditransformasikan ke S. cereviceae dan diinkubasi. Keberhasilan
transformasi dicek dengan menggunakan PCR. Hasil analisis PCR
menunjukkan bahwa semua gen yang ditransformasi telah terintegrasi ke
dalam genomic DNA S. cereviceae rekombinan. (Gambar 14) (Purnomo, 2020)

A L
PBEVY-OU vector @
M 12 M12345678910 + 1 ‘3_"_1”
’
L - 70 kDa
- 55 kDa
- - -
-
B wr
-
-
-
e 395%0a
—

Gambar 4.11 Strategi kloning amorfadien sintase (ads) berdasarkan rekombinan homolog (A, atas),
elektroforegram hasil PCR dari 10 koloni dari ragi Saccharomyces cereviceae
rekombinan yang membawa plasmid pBEVY-GU_ads (A, kiri bawah), elektorforegram
SDS PAGE dari S. cerevicea wild type, rekombinan dengan dan tanpa induksi dengan
protein ads (A, kanan bawah), hasil seleksi koloni S. cerevicea wild type (WT), dan
rekombinan yang membawa plasmid pBEVY-GL_fps (B, kiri), elektroforegram gen fps (B,
tengah) dan elektroforegram SDS PAGE dari S. cereviceae wild type dan rekombinan
dengan keberadaan enzim fps (B, kanan)
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Penelitian dalam rangka menghasilkan S. cereviceae rekombinan yang
mengandung kadar artemisinin dan atau turunannya terus dilakukan oleh
peneliti di berbagai dunia. Rekayasa gen yang mengode enzim amorfadien
sintase menjadi beberapa strain dalam rangka meningkat kemampuan
katalitiknya, mampu peningkatkan produksi amorfadien pada S. cerevicea
rekombinan, selanjutnya dengan rekayasa gen setelahnya mampu
mengonversi amorfadien menjadi asam artemisinat dalam jumlah besar,
yaitu 25 g/L. Senyawa asam artemisinat ini selanjutnya disintesis menjadi
senyawa artemisinin secara kimia. Hasil ini merupakan yang paling tinggi
dalam produksi senyawa turunan artemisinin menggunakan combinatorial
biosintesis pada S. cereviceae rekombinan (Paddon dkk. 2013).

Selain S. cereviceae, Eschericia coli rekombinan juga digunakan sebagai
host dalam meningkatkan produksi artemisinin. Gen-gen kunci yang
pengkode ke-5 enzim utama pada biosintesis artemsinin, yaitu FPS, ADS,
CYT71AV1, DBR2 dan ALDHI serta 2 gen pengkode enzim yang bertanggung
jawab pada proses pembentukan prekursor awal, yaitu 1-deoksi-D-xylulosa 5-
ppsfat (DXP) sintase (dxs) dari Bacillus subtilis dan isopentenil diposfat delta
isomerase (IDI) gene (idi) dari E. coli juga ditransformasi bersamaan dengan 5
gen sebelumnya, dengan tujuan untuk meningkatkan produksi IPP dan
DMAPP melalui jalur metileritritol posfat (MEP) pada E. coli. Kedua senyawa
ini merupakan prekursor pembentukan farnesil posfat (FPP) yang selanjutnya
digunakan untuk menghasilkan amorfadien (Lestari, 2022).

Di dalam tanaman A. annua artemisinin dibentuk melalui dua jalur
biosintesis, yaitu jalur mevalonat (MVA) dan metileritritol fosfat (MEP). Sel E.
coli sendiri memiliki jalur MEP untuk memproduksi senyawa isopentenil
pirofosfat (IPP) dan dimetil alil pirofosfat (DMAPP) yang merupakan
prekursor paling awal untuk biosintesis artemisinin. Sehingga prekursor ini
berpeluang dimiliki oleh E. coli yang akan dijadikan host untuk produksi
senyawa target yang diinginkan. Hal ini mendorong upaya untuk
memproduksi prekursor artemisinin melalui ekspresi heterolog gen
pengkode enzim yang terlibat pada biosintesis artemisinin di E. coli. Adapun
enzim yang terkait biosintesis artemisinin melalui jalur MEP di antaranya
adalah deoksiselulosa fosfat sintase (DXS), isopentenil-pirofosfat delta
isomerase (IDI), farnesil pirofosfat sintase (FPS), amorfadien sintase (ADS),
sitokrom p450 monooksigenase (CYP), aldehid artemisinat delta-11(13)
reduktase (DBR2) dan aldehid dehidrogenase (ALDH1) (Lestari 2021).
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Untuk mengekspresikan gen-gen tersebut di sel E. coli dilakukan
penyisipan gen ke dalam plasmid sebagai vektornya. Tiga plasmid, yaitu
pETDUET-1, pRSFDUET-1, dan pCDFDUET-1 telah mengandung semua gen
yang telah berhasil dikloning ke dalam vektor. Karena ukuran gen total yang
akan ditransformasikan ke dalam E. coli cukup besar maka kloning dilakukan
dengan menggunakan 3 plasmid yang berbeda. Gen pengkode enzim FPS, ADS
dan CYP disisipkan pada plasmid pETDUET-1 menghasilkan plasmid
rekombinan pETDfac, gen pengkode enzim DBR2 dan ALDH1 disisipkan pada
plasmid pRSFDUET-1 menghasilkan plasmid rekombinan pRSFDda dan gen
pengkode enzim DXS dan IDI disispkan pada plasmid pCDFDUET-1
menghasilkan plasmid rekombinan pCDFDdi. Penyisipan gen FPS, ADS dan
CYP berhasil dilakukan dengan metode cut and paste, sedangkan penyisipan
gen DBR2, ALDHI, dxs dan idi dilakukan secara sintesis oleh perusahaan
GenScript

Plasmid rekombinan dengan berbagai kombinasi gen insert
ditransformasikan ke dalam E. coli BL21(DE3) menggunakan metode yang
biasa dipakai untuk ekspresi gen sisipan menjadi protein aktif (enzim).
Beberapa faktor yang mempengaruhi ekspresi gen sisipan telah dioptimasi
seperti konsentrasi isopropil B-d-1-tiogalaktopiranosida (IPTG) sebagai
penginduksi, waktu inkubasi, suhu inkubasi dan media kultur. Hasil ekspresi
gen sisipan diperiksa dengan sodium dodesil sulfat-poliakrilamida gel
elektroforesis (SDS-PAGE) dan western blot.

Berdasarkan hasil SDS-PAGE disimpulkan bahwa kondisi optimum
untuk ekspresi protein adalah induksi IPTG konsentrasi 0, 5 mM dengan
waktu inkubasi 24 jam pada suhu 20 °C menggunakan media Luria Bertani.
Dari hasil analisis western blot terhadap total protein, protein bentuk badan
inklusi (inclusion bodies protein-IB) dan protein terlarut (soluble protein)
diperoleh bahwa mayoritas protein dihasilkan dalam bentuk IB dan hanya
protein IDI dan sejumlah kecil CYP dan DBR2 yang dihasilkan dalam bentuk
terlarut. Hal ini menyebabkan aktivitas protein dalam mengubah substrat
menghasilkan prekursor artemisinin menjadi tidak optimum (Lestari 2021).
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Gambar 4.13 Peta plasmid. A. pETDfac: vektor pETDUET-1 yang membawa gen FPS, ADS, CYP, B.
pRSFDda: vektor pRSFDuet-1 yang membawa gen DBR2 dan ALDH1, C. pCDFDdi: vektor
pCDFDuet-1 yang membawa gen dxs dan idi (llustrasi menggunakan perangkat lunak
SnapGene). (Lestari, 2021)

Analisis kandungan metobolit sekunder dari E. coli rekombinan yang
mengandung 5 gen kunci dan 2 gen tahap awal dari biosintesis artemisin
dilakukan dengan metode HPLC. Suspensi sel rekombinan disentrifus untuk
menghasilkan pellet sel. Sel lalu diekstraksi dengan etil asetat, lalu pelarutnya
diuapkan, untuk selanjutnya, residu dilarutkan kembali dengan metanol dan
diinjeksikan ke alat HPLC. Analisis ini juga dilakukan dengan menggunakan
teknik kromatografi lapis tipis (KLT). Berdasarkan data KLT dan HPLC
disimpulkan bahwa E. coli rekombinan yang membawa gen belum
menunjukkan hasil positif menghasilkan senyawa target yang diinginkan,
sehingga masih diperlukan optimasi ekspresi dan menguji aktivitas enzim-
enzim yang dihasilkan. Pada level genetik, semua gen yang ditransformasikan
ke E, coli sudah terkonfirmasi masuk ke dalam E. coli. Demikian juga dari hasil
elektroforesis SDS PAGE, protein dari berbagai plasmid menunjukkan pita
protein target. Metode analisis dan preparasi sampel bisa jadi merupakan
faktor yang perlu diperbaiki. Senyawa intermediet pada pembentukan
artemisinin pada biosintesis artemisinin merupakan senyawa yang tidak
stabil, sehingga kemungkinan pada proses preparasi dan analisis terdapat
perubahan atau menguap.
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PENUTUP

Jamu sebagai sistem pengobatan tradisional Indonesia terus mengalami
pengembangan dari berbagai aspek. Pengembangan ini sangat didukung oleh
perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi, instrumentasi, dan regulasi.
Sebagai negara dengan kekayaan hayati yang sangat besar, maka sangat
memungkinan Indonesia mempunyai kemandirian bahan baku dan produk
obat herbal. Kebijakan pemerintah yang sangat mendorong pemanfaatan
produk dalam negeri juga menjadi daya dorong untuk semakin menguatkan
peran obat herbal bagi kemandirian bangsa. Berbeda dengan obat
konvensional yang sebagian besar bahan baku adalah produk impor, bukan
hanya senyawa aktif (active pharmaceutical ingredient), tetapi juga bahan
pembantunya, maka senyawa aktif dan bahan pembantu untuk produk obat
herbal maupun obat yang diturunkan dari bahan alam berpotensi tersedia
sebagai produk dalam negeri. Namun demikian masih banyak produk-produk
bahan alam masih diimpor. Ketertarikan industri farmasi besar dalam
mengeksplorasi bahan alam juga sangat menentukan dalam mencapai usaha
kemandirian ini. Produk obat herbal yang menggunakan ekstrak, fraksi dari
tanaman obat dan campurannya telah banyak diproduksi di Indonesia.
Sampai saat ini belum ada obat yang diisolasi dari bahan alam yang
dikomersialkan sebagai obat konvensional yang dikembangkan di Indonesia,
walaupun beberapa tanaman penghasil obat tersebut tumbuh di Indonesia
seperti obat antikanker vinkristin dan vinblastine dari tanaman tapak dara
(Catharantus roseus), obat malaria kinin, kinidin, sinkonidin dari tanaman kina
(Chincona succirubra) dan artemisinin (Artemisia annua), obat antikanker
taxol, paclitaxel dan turuanannya dari Taxus brevifolia atau Taxus baccata

Walaupun penggunaan obat dari hasil sintesis kimia dan produk
biologi seperti rekombinan protein berkembang sangat pesat akhir-akhir ini,
tetapi bahan alam terutama tanaman masih merupakan sumber yang menarik
untuk pengembangan obat. Melihat perkembangan sistem pengobatan
tradisonal di negara-negara lain seperti sistem pengobatan tradisional Cina
(TCM) yang terus didukung dengan data-data ilmiah maka jamu juga
berpeluang meraih posisi yang sama dengan TCM tersebut. Penelitian yang
berkualitas, komprehensif dan berkesinambung, juga melibatkan berbagai
pihak merupakan faktor utama dalam menjadikan obat herbal Indonesia
semakin jauh berkembang. Pada saat kasus covid-19 melanda dunia pada
akhir Desember 2019 dan dalam waktu cepat menyebar ke seluruh dunia,
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maka obat herbal menjadi perhatian khusus dalam menangani kasus tersebut.
Sekitar 4 bulan dari awal kasus covid-19 terungkap di negara Cina, Otoritas
Cina sudah mengeluarkan 28 jenis pedoman (guidelines), 2 di antaranya
dikeluarkan oleh pemerintah Korea, untuk penggunaan obat tradisonal Cina
dalam penanganan kasus covid-19. Pedoman memuat beberapa formula yang
masing-masingnya mengandung lebih dari 1 tanaman. Hasil penggunaan obat
herbal ini menunjukkan efek yang bagus bagi pasien covid-19, di antaranya 23
formula efektif untuk gejala ringan, 31 formula untuk gejala sedang, 21
formula untuk gejala berat, 23 formula untuk pemulihan. Langkah ini
merupakan Langkah yang cepat dan tepat yang tentunya didukung oleh data-
data ilmiah, yang perlu ditiru bagi pengembangan obat herbal Indonesia.

Tantangan yang ada dalam upaya pengembangan obat herbal
Indonesia, senantiasa bisa dihadapi dengan baik melalui penguasaan ilmu
dan teknologi. Salah satu pendekatan yang banyak digunakan saat ini adalah
teknik bioteknologi mulai dari kultur sel, jaringan dan organ tanaman sampai
rekayasa genetika. Pemanfaatan Teknik ini banyak digunakan untuk
mengatasi rendahnya kadar zat berkhasiat pada tanaman. Teknologi DNA dan
protein rekombinan memberikan kontribusi besar pada pengembangan
tanaman obat yang biasa digunakan dalam pembuatan produk jamu atau obat
herbal. Diharapkan teknik ini dapat dikuasai oleh para peneliti Indonesia
untuk memberikan manfaat yang banyak bagi pengembangan tanaman obat
Indonesia baik dalam menghasilkan bibit unggul maupun dalam
memproduksi metabolit sekunder dari tanaman yang bisa dikembangkan
dalam rangka penemuan obat baru. Bagi akademisi dan peneliti teknik ini bisa
dimanfaatkan untuk berbagai inovasi-inovasi dalam penelitian. Aplikasi
teknik bioteknologi dalam pengembangan obat herbal di Indonesia adalah
satu dari berbagai upaya lainnya seperti membuktikan khasiat dari obat
herbal melalu penelitian ilmiah sehingga level produk obat herbalnya bisa
ditingkatkan. Upaya lainnya adalah dengan mengisolasi senyawa aktif dari
tanaman obat Indonesia dan menguji aktivitas farmakologi sehingga pada
saatnya nanti ada obat konvensional yang diisolasi dari tanaman obat
Indonesi, dilakukan oleh peneliti dan innovator Indonesia dan dilakukan di
Indonesia masuk ke pasar komersial tidak hanya untuk diedarkan di
Indonesia, tetapi juga ke pasar global. Upaya ini bukan merupakan pekerjaan
yang mudah, namun dengan merencanakan strategi yang baik, konsisten,
sinergisme yang semakin kuat antara pihak-pihak yang terkait, tidak
merupakan hasil mustahil untuk bisa terwujuid.
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e Elfahmi, Kultur Jaringan Tanaman danTeknik Bioteknologi Upaya
peningkatan pemanfaatan tanaman obat, RnD Forum, PT Kalbe Farma,
November 2014

¢ Elfahmi, Obat Herbal untuk Menangani Hiperkolesterol Seminar Nasional
“Kupas Tuntas Kolesterol serta Penanganan Tepat Hiperlipidemia”
HIMAFARMA FMIPA UNS SOLO, 6 Desember 2014

e Elfahmi, Standarisasi Bahan Obat Tradisional Dalam Menjamin Mutu
Produk Obat Tradisional (Obat Herbal), Seminar nasional Peningkatan
Mutu Obat Tradisional Dalam Menjawab Tantangan MEA, Universitas
Setiabudi Solo, 28 Februari 2015

e Elfahmi, Elin Julianti, Researches and the use of the natural products
including marine sources in Indonesia, one of the biggest biodiversity
countries in the world. Workshop on Marine natural Product, Guangxi,
Chine, November, 2015

e Elfahmi, Engineering of organisms for the production of antimalarial
artemisinin and its derivatives. InternasionalSeminar on Pharmaceutics
(ISP)., Bandung, 3-5 Augustus 2015

e Elfahmi, Sony Suhandono, Tati Kristanti, Agus Chahyadi, Nicolay Vasilev,
Anak Agung Gede Rai Yadnya-Putra, Nofiyani Safitri, Deka Noviana,
Enhancement of secondary metabolite contents from medicinal plants
using plant cultures and genetic engineering techniques, ISPSA,
Tokushima Bunri University, Tokushima, Japan, August 30" - Sept 32015

e Elfahmi, Anak Agung Gede Rai Adnyana Putra, Agus Chahyadi, Tati
Kristanti, Suaikhul Aziz, Masmaranti Chairunnisa, Sony Suhandono,
Secondary metabolites production from plants using cell cultures and
biotechnology approaches: case of Boesenbergia pandurata and Artemisa
annua Pharmnet 1, Bangkok, Thailand, 2-4 Desember 2015

e Rizqgiya Astri Hapsari, Dessy Natalia, Elfahmi, Fifi Fitriyah Masduki
Optimization of semi-syntheticartemisinic acid production in
Saccharomycess cerevisiae. ICMNS, November 2016, Bandung

e Annisa Auliya Aksa, Dessy Natalia, Elfahmi, Fifi Fitriyah Masduki, Cloning
and Expression ofyeast optimized Artemisia annua Amorphadiene
Synthase (ADS) in Saccharomyces cerevisiae for Production of Semi-
Synthetic Artemisinin. ICMNS, November 2016, Bandung

e Elfahmi, Standardization, safety and efficacy aspects: bottleneck,
challenges and opportunities in development of herbal medicines.
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International Conference of Herbal medicine, YARSI, Jakarta 6-7 Oktober
2016,

Elfahmi, Tati Kristanti, Fanny Meutia Cahyani, Syaikhul Aziz, Sony
Suhandono. The production of active secondary metabolites from
Agrobactrium-transformed plants. Asean Microbial Biotechnology
Meeting, Bali, August 2016

Elfahmi, Masmaranti Chaerunisa, Andre Ditya Maulana Lubis, Fani Mutia
Cahyani, Tati Kristanti, Sony Suhandono, Cloning and transformation of
dbr2, a gene of antimalarial artemsisinin biosynthesis in Artemisian annua.
14" Eurasia Conference on Chemistry and Sciences, Karachi, Paksitan. 15-
18 December 2016

Yessi Febriani, Irda Fidrianny, Elfahmi, Isolation of Sinensetin and
Another Methoxyflavone from Kumis Kucing (Orthosiphon stamineus,
Benth.). International Seminar on Clinical and Pharmacy (ISPCP),
Bandung, Augustus 2016

Elfahmi, Nofiayni Safitri, Agus Chahyadi, Fani Mutia Cahyani, Tati
Kristanti, Sony Suhandono Engineering Of Antimalarial Artemisinin
Biosynthesis In Artemisia Annua L., An Update. the 29" International
Symposium on the Chemistry of Natural Products (ISCNP-29) and the 9th
International Conference on Biodiversity (ICOB-9) will be organized
during September 24-27, 2016 in izmir-Turkey

Elfahmi, Javanese/Indonesian Traditional Medicines “JAMU” Past,
Present and Future, Jvanese Heritage, Singapore, 2016

Elfahmi, Biotechnology of medicinal plants producing active compounds,
The R&D Meeting at The Daewoong Phar, aceutical Co. Ltd (Invited
speaker)

Elfahmi, An update of research on artemisinin production: cloning of
aldehyde dehydrogenase (aldhl) into Agrobacterium tumefaciens.
International Conference on Interdisiplinaryty in Natural Drug Research,
Padang, August, 29-30, 2017. (Invited speaker)

Elfahmi, Aplikasi Perkembangan Ilmu Dan Teknologi Untuk
Pengembangan Obat Herbal Untuk Peran Lebih Besar Bagi Kesehatan.
Pertemuan Ilmiah Tahunan Program Pascasarjana UNPAD, Bandung, 30
Oktober 2017 (Invited speaker)

Elfahmi, Bioteknologi untuk Penemuan dan Produksi Senyawa Alami
Sebagai Bahan Farmasi, Simnas HKBAI 2017, Fakultas Farmasi Universitas
Mulawarman, Samarinda, 7-8 November 2017 (Invited speaker)
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e Efahmi, Kompetensi yang harus dimiliki oleh seorang Farmasis dan
perkembangan terkini riset kefarmasian Lokakarya Kurikulum Prodi
Farmasi, Fakultas Kedokteran UNDIP Semarang, 25 November 2017,
(Kuliah Tamu)

e Elfahmi, Pengembangan Obat Herbal Indonesia; Peluang dan Tantangan.
Seminar Nasional Bahan Alam, Universitas Bengkulu (UNIB), Bengkulu,
25 November 2017

¢ Elfahmi, Community empowering through cultivation of medicinal plants
and development of herbal medicines, Endinamosis 2, CRCS ITB,
Bandung, 3 November 2017 (Oral Presentation)

e Elfahmi, Fanny Meutia Cahyani, Veronica Yeni Sijabat, Rika Hartati, Tati
Kristanti, Sony Suhandon, Engineering of Farnesyl phosphate synthase, a
key enzyme on antimalarial artemisinin biosynthesis in Artemisia annua.
ASOMPS XV and 22nd NPSP Annual Convention, December 6 - 8, 2017,
National Institute of Physics ICSI, UP Diliman, Quezon City, Philppine
(Invited speaker)

e Elfahmi, Fany M. Cahyani, Ariranur Haniffadli, Leli Sualfiani Saula Sony
Suhandono, Tati Kristanti, Catur Riani, Engineering Of Key Genes On
Antimalarial Artemisinin Biosynthetic Pathway; An Update, ASTAPHARM,
2018, BALI (invited speakers)

e Elfahmi, et. al. Transformation Of Genes Encoding Key Enzymes Of
Antimalarial Artemisinin Biosynthetic Pathway Into Artemisia Annua,
Saccharomyces Cereviceae And Eschericia Coli, ISNPM 2018 (Invited
speakers)

e Elfahmi, Development of herbal medicines from traditional into evidence
based medicines; could it be as a first choice for healthcare? ICHM 2018,
University of Yarsi (Invited speakers)

e Elfahmi, Fifi F. Masduki, , Rizqiya Astri, Vaniarta Shinthyarini, Cloning
and extraction of farnesyl phosphate synthase and amorphadien synthase
genes from Artemisia Annua L. into Saccharomyces Cerevisiae By4741,
ICPF 2018. University of Shizuoka, Japan, 14-15 November 2018

e Elfahmi’, Yesi Febriani, Sukrasno and Yesi Gusnelti, Analysis of secondary
metabolites from Indonesian medicinal plant Orthosiphon stamineus and
its cell cultures, ASOMPS XVI. Universiy of Colombo, Srilangka, 14-15
Desember 2018.

e Elfahmi, Sony Suhandono, Tati Kristanti, Agus Chahyadi, Fifi F. Masduki,
Catur Riani, Rizqiya Astri Engineering of key genes of plant secondary
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metabolites biosynthetic pathway, in order to enhance their production in
biological system, ICNP 2019 Universiti Malaysia Serawak, Malaysia, 26-28
Maret 2019

e Elfahmi, Perkembangan Herbal Genomic di Indonesia, Seinar Nasional
Kefarmasian, Stikes Nasional, Solo, 20 Juli 2019

e Elfahmi, Sony Suhandono, Tati Kristanti, Agus Chahyadi, Anak Agung
Gede Rai Yadnya-Putra, Nofiyani Safitri, Biotechnological approaches for
the production of active compounds of medicinal plants: from classical to
the recent developmental methods AASP 2019, Ajou University, Suwon,
Korea3-5 Juli 2019

e Elfahmi, "Intervensi teknologi pada pengembangan bahan alam untuk
sediaan farmasi berkualitas " Workshop, “Mempersiapkan Profesi
Apoteker Sesuai dengan Tuntutan Pasar” Fakultas Farmasi Universitas
Andalas, 13-14 September 2019.

e Elfahmi, Development of medicinal plants using classical and
biotechnological approaches, BIS 2019 Universiti Terengganu, Malaysia,
24 Oktober 2019

e Elfahmi, Production of secondary metabolites from plants using cell
culture techniques and combinatorial biosynthesis as the tools AFPS 2019
& ICAPPS 2019, AFPS & Universitas Indonesia 24-26 Oktober 2019

e Elfahmi, Agus Chahyadi, Fahrauk Faramayuda, Yessy Febriani, Yessy
Gusnelti Exploring of flavonoid- rich plants for herbal medicines and
nutraceutical, FSAH 2019, 26-28 November 2019. Taiwan

e Suci Damayanti, Lydia Prima, Elfahmi, Fitofarmaka, an advanced
development of indonesian traditional medicines jamu; social aspects for
better health, ICUW2019, UTM, Malaysia, Perintis and Asasi, 4-5 Desember
2019

e Elfahmi, I Ketut Adnyana, Ika Fitria, Tufikurrahman, Improvement the
quality of jamu product as antidiabetes, in contribution for health,
ICUW2020, UTM, Malaysia, Perintis and Asasi, 4-5 Desember 2019

e Elfahmi, Production of active compounds from medicinal plants using
genetic engineering techniques: status, challenges, and prospects,
ASOMPS XVII
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VII.PENGHARGAAN
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University Research and Graduate Education (URGE) grant for Master
degree 1995

QUE project Grant for Ph.D. degree (2001)

Ubbo Emius Scholarship (2005-2006)

Travel Grant to attend the Summer School, University of Turku, Finland
(2002)

Travel Grant to attend the transgenic plant course, Universiy of Bochum,
Germany, 2002

The PSE symposium Grant, Italy (2004)

The PSE symposium Grant, Turkey (2006)

The best presenter of Toray Seminar (2009)

The best program of Comunity Services of DHGE 2009

Dosen berprestasi (Best lecturer) School of Pharmacy, ITB 2010
Timmerman Award (1st winner) 2011

Best researcher from Pharmacy to ITB, 2012

Finalist Research Kalbe Science Award 2014

Dosen Berprestasi Nasional, Peringkat 2, 2014

Inovator of ITB 2015

Best Presenter in Pertemuan Ilmiah Tahunan (PIT) IAI, Bukittingi, Mei 2015
Best Oral Presenter in Pharmanet, Bangkok, Thailand, 2015

Innovation award dari LPIK ITB, 2019

Satyalencana Karya Satya 10 thn, Pemerintah Republik Indonesia, 2015
Satyalencana Karya Satya 20 thn, Pemerintah Republik Indonesia, 2020
Inovator Terbaik ITB, 2022

Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung



ISBN 978-623-297-292-6

9" 786232 972926






