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ABSTRAK 

PENGARUH ELISITOR CuSO4.5H2O TERHADAP PERTUMBUHAN SERTA 

PRODUKSI FLAVONOID DAN FENOLIK KULTUR KALUS TANAMAN 

INSULIN (Tithonia diversifolia) 

 

Tithonia diversifolia merupakan tanaman obat yang memiliki aktivitas farmakologis 

akibat adanya kandungan flavonoid dan fenolik yang terkandung didalamnya. Banyak 

strategi yang digunakan untuk meningkatkan produksi senyawa metabolit tersebut. 

Penambahan elisitor abiotik merupakan strategi yang paling efektif untuk 

meningkatkan senyawa metabolit. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui 

pengaruh elisitor CuSO4.5H2O terhadap pertumbuhan serta produksi flavonoid dan 

fenolik total kultur kalus tanaman insulin. Kalus diinduksi dari eksplan daun. Eksplan 

diinokulasikan pada media inisiasi MS yang dilengkapi dengan 4 ppm NAA, 1,5 ppm 

BAP. 0,1 g kalus dipindahkan pada media perlakuan yang ditambahkan elisitor 

CuSO4.5H2O (1, 3, 5, dan 7 ppm). Kalus dipanen setelah 15 hari subkultur untuk 

diamati warna, tekstur, berat segar, berat kering, serta kandungan flavonoid dan 

fenolik. Kandungan flavonoid dan fenolik dianalisis kuantitatif menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus yang dihasilkan 

berwarna putih kekuningan, kuning kemerahan, putih kehijauan, dan kuning 

kecoklatan dengan tekstur remah dan kompak. Terdapat pengaruh yang signifikan 

terhadap berat segar dan berat kering kalus, dimana nilai rata-rata berat segar dan berat 

kering kalus tertinggi terdapat pada perlakuan 0 ppm yaitu sebesar 0,144397 gram dan 

0,0575 gram. Kadar konsentrasi flavonoid dan fenolik tertinggi terdapat pada 

perlakuan 1 ppm yaitu sebesar 139,428 mg/L dan 77,687 mg/L. 

 

Kata kunci: Tithonia diversifolia, flavonoid, fenolik, kultur kalus, tembaga sulfat 
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ABSTRACT 

EFFECT OF ELISITOR CuSO4.5H2O ON THE GROWTH AND 

PRODUCTION OF FLAVONOIDS AND PHENOLIC CALLUS CULTURE 

OF INSULIN PLANT (Tithonia diversifolia) 

 
Tithonia diversifolia is a medicinal plant that has pharmacological activity due to the presence 

of flavonoids and phenolics contained therein. Many strategies are used to increase the 

production of these metabolites. The addition of abiotic elicitors is the most effective strategy 

to increase metabolite compounds. The purpose of this study was to determine the effect of 

CuSO4.5H2O elicitor on the growth and production of total phenolic and flavonoids in insulin 

plant callus cultures. Callus induced from leaf explants. The explants were inoculated on MS 

initiation medium supplemented with 4 ppm NAA, 1.5 ppm BAP. 0.1 g of callus was 

transferred to the treatment medium which was added with the elicitor CuSO4.5H2O (1, 3, 5 

and 7 ppm). Callus were harvested after 15 days of subculture to observe color, texture, fresh 

weight, dry weight, and flavonoid and phenolic content. Flavonoid and phenolic contents were 

analyzed quantitatively using a UV-Vis spectrophotometer. The results showed that the callus 

produced was yellowish white, reddish yellow, greenish white, and brownish yellow with a 

crumb and compact texture. There was a significant difference in the fresh weight and dry 

weight of callus, where the highest average fresh weight and dry weight of callus were found 

in the 0 ppm treatment, namely 0.144397 grams and 0.0575 grams. The highest levels of 

flavonoids and phenolics were found in the 1 ppm treatment, namely 139,428 mg/L dan 

77,687 mg/L. 

 

Keywords: Tithonia diversifolia, flavonoids, fenolic, callus culture, copper sulfate 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara dengan keanekaragaman hayati yang melimpah 

sehingga disebut dengan negara megabiodiversity (Walujo, 2008; Rohman et al., 

2019). Keanekaragaman hayati yang tersebar di wilayah Indonesia terdapat kurang 

lebih 30.000 spesies tanaman (Amelia, 2018). Banyaknya spesies tanaman tersebut 

salah satunya tergolong dalam spesies tanaman obat. Tanaman obat merupakan 

sumber bahan yang kaya dan dapat digunakan dalam pengembangan dan sintesis 

obat untuk menyembuhkan berbagai penyakit (Hassan, 2012). 

Salah satu tanaman obat Indonesia yang termasuk dalam family Asteraceae 

yang merupakan tanaman asli Meksiko dan tumbuh di Asia, Australia, beberapa 

bagian Afrika, dan Amerika yaitu tanaman insulin (Tithonia diversifolia) (Jama et 

al., 2000; Pretti et al., 2018). Masyarakat banyak menggunakan tanaman ini 

sebagai obat alternatif karena dapat menyembuhkan beberapa penyakit seperti 

diabetes, malaria, diare, sakit tenggorokan, nyeri haid, dan peradangan (Tona, et 

al., 2000; Chunudom et al., 2019; Afolaya et al., 2020). T. diversifolia is know as 

insulin because it is widely used for diabetes (Pretti et al., 2018).  Bagian tanaman 

T. diversifolia yang digunakan sebagai obat tradisional yaitu pada bagian daun, atau 

bisa juga menggunakan bagian kulit akar, batang, buah, dan biji (Sasmita et al., 

2017; Lubis et al., 2019). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa T. diversifolia 

memiliki aktivitas farmakologis seperti antiinflamasi, antimalaria, analgesik, 
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antimalaria, antimikroba, dan antidiabetes (Paula et al., 2012). Pemanfaatan 

tanaman sebagai obat juga telah dijelaskan dalam al-Qur’an yaitu surah an-Nur ayat 

35: 

الَلّٰهُ نوُْرُ السَّمٰوٰتِ وَالْْرَْضِِۗ مَثلَُ نوُْرِهٖ كَمِشْكٰوةٍ فِيْهَا مِصْباَح ِۗ الَْمِصْبَاحُ فِيْ زُجَاجَةٍِۗ 

بٰرَكَةٍ زَيْتوُْنةٍَ لَّْ شَرْ  يٌّ يُّوْقدَُ مِنْ شَجَرَةٍ مُّ جَاجَةُ كَانََّهَا كَوْكَب  درُ ِ ٍ يَّكَادُ زَيْتهَُا الَزُّ لَْ غَرْبِيَّة  قِيَّةٍ وَّ

ءُِۗ وَيَضْرِبُ اللّٰهُ الَْْ  ءُ وَلوَْ لَمْ تمَْسَسْهُ نَار ِۗ نوُْر  عَلٰى نوُْرٍِۗ يهَْدِى اللّٰهُ لِنوُْرِهٖ مَنْ يَّشَاْۤ مْثاََ  يضُِيْْۤ

 لِلنَّاسِِۗ وَاللّٰهُ بكُِل ِ شَيْءٍ عَلِيْم  
 
ۙ  

Artinya: “Allah (pemberi) cahaya (kepada) langit dan bumi. Perumpamaan 

cahaya-Nya, seperti sebuah lubang yang tidak tembus, yang di dalamnya ada pelita 

besar. Pelita itu di dalam tabung kaca (dan) tabung kaca itu bagaikan bintang yang 

berkilauan, yang dinyalakan dengan minyak dari pohon yang diberkahi, (yaitu) 

pohon zaitun yang tumbuh tidak di timur dan tidak pula di barat, yang minyaknya 

(saja) hampir-hampir menerangi, walaupun tidak disentuh api. Cahaya di atas 

cahaya (berlapis-lapis), Allah memberi petunjuk kepada cahaya-Nya bagi orang 

yang Dia kehendaki, dan Allah membuat perumpamaan-perumpamaan bagi 

manusia. Dan Allah Maha Mengetahui segala sesuatu.” (Q.S an-Nur [24] : 35). 

 

 Menurut tafsir Ath-Thabari (1988) dalam kitab Tafsir Jani’ al-Bayan fi Tafsir 

al-Qur’an, ayat ini menerangkan bahwa Allah sebagai pemberi petunjuk (al-Hadi) 

bagi penduduk langit dan bumi dengan cahayanya menuju kesabaran (al-Haq) dan 

memberikan tuntunan (isymat) untuk keluar dari masalah yang kurang baik. Allah 

yang menuntun penduduk langit dan bumi dengan berbagai macam cara, berupa 

ilham, tuntunan secara langsung, sehingga orang keluar dari setap masalah yang 

dihadapinya. 

Berdasarkan ayat diatas, cahaya yang dikaruniai oleh Allah merupakan cahaya 

penyembuh terhadap segala permasalahan hidup baik lahir ataupun batin. Cahaya 

disini sama halnya seperti tanaman insulin (T. diversifolia) yang menjadi cahaya 
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(tanaman obat) yang dapat menyembuhkan permasalahan berdasarkan petunjuk 

yang diberikan oleh Allah dengan ditumbuhkannya tanaman insulin tersebut. 

Apabila Allah menghendaki seseorang mendapatkan cahaya (obat peyembuh) 

tersebut maka orang yang memanfaatkan tanaman insulin akan sembuh atas seizin 

Allah dan keluar dari masalah yang dihadapinya (sakit). 

Pemanfaatan tanaman T. diversifolia sebagai tanaman obat dan efek yang 

dihasilkan berkaitan dengan kandungan senyawa kimia aktif yang terdapat dalam 

T. diversifolia. Senyawa aktif yang terdapat pada tanaman T. diversifolia yaitu 

seskuiterpenoid, diterpenoid, alkaloid, seskuiterpen, monoterperus, fenolik, dan 

flavonoid (Paula et al., 2012; Odeyemi et al., 2014). Flavonoid merupakan salah 

satu kelompok metabolit sekunder yang umumnya terdapat pada tanaman (Ladeska 

et al., 2019). Flavonoid memiliki manfaat sebagai antibiotik, antibakteri, 

antiinflamasi, antioksidan, mencegah keropos tulang, melindungi struktur sel, dan 

meningkatkan efektifitas vitamin C (Yao, 2004; Haris, 2011; Ladeska et al., 2019). 

Senyawa flavonoid pada tanaman terkandung pada bagian daun, akar, buah, dan 

kulit luar batang (Lumbessy et al., 2013). Berdasarkan penelitian, daun insulin 

mengandung beberapa senyawa golongan flavonoid diantaranya yaitu flavonol, 

flavon, dan isoflavon (Panda & Luyten, 2018; Rahman et al., 2021). Kelompok 

flavonol bermanfaat untuk mengurangi stres oksidatif yang disebabkan infeksi 

virus influenza pada paru-paru, dan sebagai pelindung dari radikal bebas (Kumar, 

2003). Kelompok flavon memiliki fungsi fisiologis sebagai antioksidan, 

antiinflamasi, dan antianalgesik (Cotelle et al., 1996; Al-Sanafi, 2014). Sedangkan 
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isoflavon berfungsi sebagai pelindung tanaman dari serangan penyakit (Robinson, 

1995). 

Selain flavonoid, senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman T. 

diversifolia yaitu fenolik. Fenolik memiliki manfaat sebagai antioksidan, mencegah 

beberapa gangguan penyakit seperti diabetes, kanker, arteriosklerosis, dan 

disfungsi otak (Dykes & Rooney, 2004; Gard et al., 2016). Pada tanaman insulin, 

fenolik terkandung pada bagian akar, daun, batang, dan bunga (Yazid et al., 2021; 

Kurniasari et al., 2022). Golongan senyawa fenolik yang terkandung pada daun T. 

diversifolia yaitu fenol dan polifenol (Odeyemi et al., 2014; Solfaine et al., 2021). 

Kelompok fenol bermanfaat sebagai antioksidan dalam industri tekstil, industri 

karet, dan pewarna makanan (Puspha et al., 1995; Tahir et al., 2003). Kemudian 

kelompok polifenol bermanfaat sebagai antioksidan, dan berguna dalam 

pengawetan makanan (Galli, 2007). 

Golongan senyawa metabolit sekunder tersebut bermanfaat dalam berbagai 

bidang industri, diantaranya yaitu bidang farmasi, pengolahan makanan, dan 

kosmetik (Senkal, 2020). Pada bidang farmasi senyawa metabolit sekunder dapat 

dimafaatkan dalam pengobatan sarkoma payudara, ovarium, dan paru-paru 

(Mendoza & Eleazar, 2018). Kemudian dalam bidang pengolahan makanan, 

senyawa metabolit sekunder bermanfaat sebagai bahan pengawet makanan, 

pemberi rasa (manis, asam, pahit), serta pemberi warna pada makanan (Mazon et 

al., 2019; Ku et al., 2020). Selanjutnya dalam bidang kosmetik senyawa metabolit 

sekunder bermanfaat sebagai pemberi tekstur seperti pengental, dan pembentuk gel 

(Lopes et al, 2020). Tanaman insulin (T. diversifolia) apabila dimanfaatkan dalam 
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berbagai bidang tersebut membutuhkan kestabilan dalam kualitas dan kuantitas 

senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan. Jika perbanyakan tanaman insulin 

dilakukan secara konvensional maka kualitas maupun kuantitas senyawa metabolit 

sekunder yang dihasilkan kurang optimal, sehingga dibutuhkan metode lain untuk 

mengoptimalkan kualitas metabolit sekunder tersebut seperti kultur jaringan 

tanaman. Kultur jaringan tanaman digunakan sebagai alat penting untuk produksi 

berkelanjutan senyawa aktif termasuk produksi metabolit sekunder (Leal et al., 

2018). 

Kultur jaringan tanaman merupakan metode untuk melakukan perbanyakan dan 

konservasi jenis tumbuhan (Oseni et al., 2018). Penggunaan metode kultur 

dibandingan dengan metode perbanyakan tanaman lain lebih menguntungkan 

karena tanaman yang dihasilkan berkualitas unggul, diproduksi dalam skala besar 

dengan proses yang cepat, bibit tanaman yang dihasilkan memiliki karakteristik 

yang sama dengan tanaman induk, serta hasil tanaman kultur bebas dari penyakit 

dan hama (Drew, 1990; Sree, 2010). Terdapat beberapa teknik kultur jaringan 

tanaman yang digunakan untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder suatu 

tanaman, diantaranya yaitu kultur kalus. Kultur kalus adalah salah satu teknik 

kultur jaringan yang secara efektif lebih cepat untuk memperoleh suatu metabolit 

sekunder (Effert, 2019). Keuntungan kultur kalus dalam dalam produksi metabolit 

sekunder dibandingkan dengan tanaman utuh yaitu tidak memerlukan lahan yang 

luas, tidak adanya keterbatasan iklim, serta senyawa aktif yang diperoleh bersifat 

kontinyu dalam keadaan terkontrol (Setiawati et al., 2021). Keberhasilan 

penggunakan kultur kalus dalam produksi metabolit sekunder telah dibuktikan oleh 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/ 

6 

 

 
 

Benjamin et al. (2019); Khan et al. (2019) yang mengasilkan kadar metabolit 

sekunder lebih besar daripada kontrol yaitu 12,29 gGAE/mg pada kandungan 

fenolik, serta 1,73 gGE/mg kandungan flavonoid. Kemudian pada penelitian Gurav 

et al. (2019) juga disebutkan bahwa penggunaan kultur kalus mampu menghasilkan 

senyawa metabolit sekunder dalam jumlah yang besar yaitu polifenol sebanyak 

53,6 mg/g dan kurkumin 36,1 mg/g. Namun, senyawa metabolit yang dihasilkan 

pada metode kultur kalus dirasa kurang optimal dalam kebutuhan skala industri. 

Oleh karena itu diperlukan strategi untuk meningkatkan produksi metabolit 

sekunder, salah satu upaya yang dapat digunakan untuk produksi metabolit 

sekunder dalam skala besar yaitu dengan menggunakan metode elisitasi (Halder et 

al., 2019). 

Elisitasi merupakan metode dalam teknik kultur jaringan untuk menciptakan 

kondisi stres (cekaman) melalui perubahan fisiologis ataupun metabolisme pada 

tanaman (Szczykutowicz, 2022). Penggunaan elisitasi pada kultur jaringan 

tanaman tersebut dapat mengaktifkan respon pertahanan tanaman sehingga 

meningkatkan sintesis metabolit sekunder dalam proporsi yang lebih besar (Hashim 

et al., 2021). Senyawa yang digunakan dalam elisitasi untuk menginduksi metabolit 

sekunder disebut dengan elisitor, baik elisitor biotik yang berasal dari biologis 

maupun elisitor abiotik yang berasal dari non biologis (Radman et al., 2003). 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Thakur et al. (2019) penambahan elisitor 

biotik maupun abiotik dapat mempengaruhi pertumbuhan dan produksi metabolit 

sekunder pada tanaman. Berdasarkan penelitian, penggunaan elisitor abiotik 

terbukti dapat meningkatkan senyawa metabolit sekunder sesuai dengan penelitian 
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yang dilakukan oleh Raei et al. (2014) yang menyatakan bahwa produksi metabolit 

sekunder aloin menghasilkan kadar yang tinggi yaitu sebesar 127% daripada 

perlakuan kontrol. 

Salah satu elisitor abiotik yang dapat menginduksi produksi metabolit sekunder 

yaitu tembaga (Heinisch et al., 2019). Tembaga (Cu) merupakan mikronutrient 

yang penting untuk perkembangan tanaman dan menjadi kofaktor enzim dalam 

berbagai proses fisiologis (Chung et al., 2019). Penggunaan tembaga sebagai 

elisitor abiotik pada tanaman dengan konsentrasi rendah akan meningkatkan 

biosintesis senyawa tertentu yang berfungsi untuk pertahanan tanaman terhadap 

serangan patogen (Yang et al, 2018; Angin, et al, 2019). Sedangkan penggunaan 

elisitor tembaga dengan konsentrasi yang tinggi akan menyebabkan kondisi stres 

(cekaman) pada tanaman sehingga tanaman menghasilkan metabolit sekunder 

sebagai bentuk respon terhadap cekaman tersebut (Heinisch et al., 2019). Tembaga 

(II) sulfat pentahidrat (CuSO4.5H2O) merupakan bentuk pentahidrat dari tembaga 

(II) sulfat (CuSO4) yang menjadi sumber Cu utama karena efektivitas biaya dan 

ketersediaannya yang mudah (Shaonnn et al., 2020). Tembaga (II) sulfat 

pentahidrat (CuSO4.5H2O) merupakan salah satu jenis elisitor abiotik yang dapat 

menginduksi stimulasi kandungan metabolit sekunder pada tanaman (Balazova et 

al., 2008). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Balazova et al. (2008) 

menunjukkan bahwa pelakuan dengan konsentrasi 25 mg/l CuSO4.5H2O pada 

kultur suspensi sel bunga matahari (Eschscholtzia californica Cham.) dapat 

meningkatkan produksi metabolit sekunder sanguinarine selama 1-2 hari sebesar 

10 kali lipat daripada perlakuan kontrol. Selain itu, banyak juga penelitian yang 
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menyebutkan tentang kemampuan penggunaan elisitor CuSO4 dalam 

meningkatkan senyawa metabolit sekunder seperti katekin pada kalus teh 

(Cammellia sinensis L.) (Retnaningati et al., 2019), asam fenolat pada kultur pucuk 

Artemisia annua (Darki et al., 2019), bacoside dalam kultur pucuk Bacopa 

monnieri (Sharma et al., 2015), serta stigmaserol dan sitosterol dalam kultur kalus 

purwoceng (Pimpinella alpine Molk.) (Sahin et al., 2017). 

Penggunaan elisitor CuSO4 sejauh ini sudah pernah dilakukan pada beberapa 

penelitian untuk menginduksi kalus dan produksi metabolit sekunder seperti 

penggunaan CuSO4 untuk menginduksi kalus dan produksi metabolit sekunder 

asam fenolat pada kultur kalus ganjo lalai (Artemisia annua) (Zarad et al., 2021), 

serta CuSO4 untuk menginduksi kalus dan produksi metabolit sekunder kardenolida 

pada kultur kalus Turki digitalis L. (Sahin et al., 2017). Namun, penelitian 

mengenai elisitor CuSO4.5H2O terhadap induksi kalus dan produksi metabolit 

sekunder flavonoid dan fenolik masih belum pernah dilakukan. Oleh karena itu, 

pada penelitian ini akan dilakukan pemberian variasi konsentrasi elisitor 

CuSO4.5H2O untuk menginduksi kalus dan produksi metaboli sekunder flavonoid 

dan fenolik total pada tanaman insulin (Tithonia diversifolia). 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap 

pertumbuhan kalus tanaman insulin (Tithonia diversifolia)? 

2. Bagaimana pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap produksi 

flavonoid dan fenolik pada kultur kalus daun tanaman insulin (Tithonia 

diversifolia)? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap 

pertumbuhan kalus tanaman insulin (Tithonia diversifolia). 

2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap 

produksi flavonoid dan fenolik pada kultur kalus daun tanaman insulin 

(Tithonia diversifolia). 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Bidang Pendidikan 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai referensi tambahan 

dalam bidang ajar maupun referensi untuk penelitian-penelitian selanjutnya 

mengenai pengaruh konsentrasi CuSO4.5H2O terhadap peningkatan flavonoid 

dan fenolik total pada kultur kalus daun tanaman insulin (Tithonia diversifolia). 

2. Bidang Industri 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan jumlah metabolit 

sekunder dalam skala besar karena metabolit sekunder yang dihasilkan dari 

kultur tanaman dapat digunakan untuk mengatasi hama dan penyakit. 

1.5 Batasan Penelitian 

1. Elisitor yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tembaga sulfat pentahidrat 

(CuSO4.5H2O). 

2. Eksplan yang digunakan untuk induksi kalus berasal dari daun tanaman insulin 

(Tithonia diversifolia). 

3. ZPT yang digunakan untuk menginduksi kalus yaitu NAA 0,4 ppm + BAP 1,5 

ppm. 
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4. Metabolit sekunder yang dianalisis pada penelitian ini yaitu total flavonoid dan 

fenolik. 

1.6 Hipotesis 

1. Terdapat pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap 

pertumbuhan kalus tanaman insulin (Tithonia diversifolia) 

2. Terdapat pengaruh pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O terhadap 

peningkatan flavonoid dan fenolik pada kultur kalus daun tanaman insulin 

(Tithonia diversifolia).
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Insulin 

Tanaman insulin (Tithonia diversifolia) merupakan tanaman semak atau perdu 

yang tumbuh tersebar di Asia Tenggara dan memiliki bentuk bunga yang mirip 

dengan bunga matahari. Tanaman insulin disebut juga sebagai bunga matahari liar 

yang merupakan tanaman asli Amerika Tengah yang kemudian masuk ke negara 

tropika seperti India, Kenya, dan Indonesia (Sirait & Simanihuruk, 2021). Pada 

wilayah Indonesia, T. diversifolia banyak tumbuh di daerah Yogyakarta dan 

digunakan sebagai tanaman obat (Amanatie & Sulistyowati, 2015). Pada referensi 

Tjitrosoepomo (1988) tanaman insulin diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Division : Mangnoliophyta 

Class   : Mangnoliopsida 

Subclass : Asteridae 

Order  : Asterales 

Family  : Asteraceae/Compositae 

Genus  : Tithonia 

Species : Tithonia diversifolia 

Tanaman insulin (T. diversifolia) disebut juga sebagai paitan dan ada juga yang 

menyebutnya sebagai tanaman kembang bulan. Tanaman ini biasanya tumbuh di 

tempat terjal seperti tebing-tebing, pinggir sungai, dan selokan (Amanatie & 
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Sulistyowati, 2015). Awalnya tanaman ini dipublikasikan sebagai tanaman hias 

tetapi banyak tumbuh berkembang di tempat-tempat liar seperti pada pagar 

tanaman, disekitar jalanan, dan ada pula yang tumbuh di gurun (Sirait & 

Simanihuruk, 2021). Pada ketinggian 5-1500 meter diatas permukaan laut tanaman 

insulin dapat tumbuh dengan mudah, selain itu tanaman insulin juga menggemari 

tempat-tempat yang cerah atau terkena matahari langsung sehingga dapat tumbuh 

dengan baik (Butar-Butar, 2019). 

T. diversifolia memiliki ketinggian kurang lebih 2-3 meter dengan diameter 

batang antara 0,5-1,5 cm dan berongga. Batangnya berwarna hijau tegak, lembut, 

bulat dengan warna putih pada empulurnya dan termasuk batang tegak berkayu, 

tetapi batang akan berubah menjadi rebah dan merunduk (mencapai tanah) ketika 

tanaman ini sudah berbunga. Morfologi batang insulin tersebut dapat dilihat pada 

gambar 2.1 (a). Akar insulin termasuk akar tunggang yang dalam, dan bercabang 

(Lestari, 2016; Putri, 2018). 

Tanaman insulin memiliki daun berwarna hijau, panjang daun kira-kira 26-32 

cm dengan lebar daun 15-25 cm, pertulangan daun menyirip, pangkal dan ujung 

daunnya runcing, tepi daunnya bergerigi, serta termasuk jenis daun tunggal yang 

berseling (Gambar 2.1 b) (Lestari, 2016). T. diversifolia juga memiliki bunga yang 

tergolong bunga majemuk yang muncul diujung ranting, tangkainya bulat, 

berbentuk tabung pada kelopaknya, berbulu halus, putiknya melengkung, berwarna 

kuning, serta pada ketiak daun atau ujung percabangan muncul perbungaan 

(gambar 2.1 c) (Butar-Butar, 2019).  
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Gambar 2.1 (a) Tanaman Insulin (b) Daun tanaman insulin (c) Bunga tanaman insulin  

(Tithonia diversifolia). 

Sumber: Amanatie & Sulistyowati, 2015; Widyanigrum, 2019. 

 

T. diversifolia dikenal oleh masyarakat karena khasiatnya sebagai tanaman 

obat. Tanaman insulin bisa dimanfaatkan sebagai obat tradisional untuk 

menyembuhkan berbagai penyakit seperti sakit perut, kembung, diare, anti radang, 

antiflamasi, diabetes, malaria, dan penyakit infeksi lainnya (Dalimartha, 2000; 

Zirconia et al., 2015; Sasmita et al., 2017). Pada tanaman insulin (T. diversifolia) 

bagian yang sering digunakan sebagai sumber zat kimia terutama untuk pengobatan 

tradisional yaitu bagian daun, dan terkadang ada juga yang menggunakan bagian 

kulit akar dan batang (Verawati et al., 2011). Penelitian lain juga menyebutkan 

bahwa bagian buah dan biji dari tanaman insulin bisa digunakan sebagai sumber 

zat kimia dalam pengobatan tradisional (Sasmita et al., 2017).  

Pemanfaatan daun tanaman insulin yang digunakan sebagai obat herbal 

dilakukan karena daun insulin mengandung senyawa kimia aktif atau senyawa 
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metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, terpenoid, saponin, tanin, serta 

polifenol (Amanatie & Sulistyowati, 2015). Kandungan senyawa aktif dalam daun 

insulin yaitu terpenoid dan flavonoid yang dapat mencegah pembentukan radikal 

bebas, dan menetralkan radikal bebas dengan metode enzimatik atau dengan cara 

meningkatkan aktivitas antioksidan endogen karena merupakan antioksidan 

(Indrasari, 2020). 

2.2 Teknik Kultur In Vitro 

Teknik perbanyakan tanaman secara vegetatif dengan cara mengisolasi bagian-

bagian tanaman seperti mata tunas, daun, sel, protoplas serta menumbuhkan 

bagian-bagian tersebut dalam media buatan yang kaya akan nutrisi dan zat pengatur 

tumbuh disebut dengan kultur in vitro atau kultur jaringan tanaman (Ahloowalia et 

al., 2004; Kurnianingsih et al., 2020). Cara perbanyakan tanaman menggunakan 

metode ini lebih menguntungkan dibandingkan dengan metode lain karena tanaman 

utuh yang ditumbuhkan bisa berasal dari semua bagian tanaman, bibit yang 

dihasilkan dalam jumlah banyak, serta waktu yang diperlukan cukup singkat 

(Handayani et al., 2017). Pelaksanaan kultur jaringan tanaman didasarkan pada 

sifat totipotensi sel yaitu ketika suatu sel tanaman diletakkan dalam lingkungan 

yang sesuai maka akan menjadi individu baru yang sempurna karena adanya 

kemampuan dalam sel tumbuhan tersebut (Samanhudi et al., 2021).  

Syarat yang harus terpenuhi dalam proses kultur jaringan yaitu membuat 

kondisi yang aseptis (steril) agar terhindar dari berbagai mikroorganisme dengan 

cara melakukan sterilisasi pada alat dan bahan yang digunakan (Kurnianingsih et 

al., 2021). Selain itu, alat-alat yang digunakan dapat disemprotkan dengan 
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menggunakan senyawa kimia yang juga berpotensi membunuh dan menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme seperti alkohol 70%, HgCl2, CuSo4, AgNO3, dan 

beberpa larutan garam (Hafsan, 2014). 

Kultur jaringan tanaman menggunakan media kultur sebagai peletakan eksplan. 

Eksplan sendiri merupakan bagian dari tanaman seperti tunas, batang, biji, dan akar 

yang digunakan sebagai bahan awal untuk proses kultur (Handayani et al., 2017). 

Media yang biasa digunakan dalam proses kultur jaringan yaitu MS (Murashige 

Skoog) karena media tersebut mengandung ammonium, kalsium, nitrat, dan unsur 

makro maupun mikro sehingga berpengaruh baik terhadap pertumbuhan eksplan. 

Selain itu, kandungan sukrosa yang terdapat dalam media MS berfungsi sebagai 

proses induksi karena menjadi sumber karbon dan energi (Ratnasari et al., 2016; 

Samanhudi et al., 2021). Perbanyakan tanaman dengan metode kultur jaringan 

dapat dikaitkan dengan penjelasan Allah tentang penciptakan tanaman dari sesuatu 

yang mati yaitu dalam al-Qur’an surah al-An’am ayat 95: 

ِ ِۗذٰلِكُمُ ال ِ وَالنَّوٰىِۗ يخُْرِجُ الْحَيَّ مِنَ الْمَي تِِ وَمُخْرِجُ الْمَي تِِ مِنَ الْحَي  لّٰهُ فَانَّٰى تؤُْفكَُوْنَ اِنَّ اللّٰهَ فَالِقُ الْحَب   

Artinya: “Sungguh, Allah yang menumbuhkan butir (padi-padian) dan biji 

(kurma). Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan yang 

mati dari yang hidup. Itulah (kekuasaan) Allah, maka mengapa kamu masih 

berpaling?” (Q.S al-An’am [6]: 95). 

 Menurut tafsir Tahlili pada ayat ini Allah menjelaskan bahwa semua kehidupan 

terjadi karena adanya Pencipta kehidupan, yaitu Allah. Allah mengembang biakkan 

segala macam tumbuh-tumbuhan dari benih-benih kehidupan, baik yang berbentuk 

butiran-butiran ataupun biji-bijian. Uraian ilmiah tentang ayat ini adalah sebagai 
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berikut: mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan yang mati dari 

yang hidup, merupakan siklus kehidupan (life cycle) dari semua makhluk hidup 

atau living organisms (sering hanya ditulis organisms), utamanya dari jenis 

makhluk tingkat tinggi, seperti manusia, hewan ataupun tumbuhan. Jika berbicara 

tentang tanaman/tumbuhan, maka kalimat “mengeluarkan yang hidup dari yang 

mati”, mengisyaratkan bahwa tanaman (yang hidup itu) keluar dari biji-biji yang 

ditanam. Biji-biji ini dapat dianggap sesuatu yang mati. Sebab jika tidak 

menemukan kondisi yang sesuai, ia tetap merupakan benda mati. Sedangkan 

“mengeluarkan yang mati dari yang hidup”, mengisyaratkan bahwa biji-biji (yang 

mati itu) keluar atau dihasilkan oleh tanaman (yang hidup).  Inilah yang merupakan 

kekuasaan atau ayat Allah. 

Berdasarkan ayat diatas dijelaskan tentang penciptaan semua makhluk 

termasuk tanaman. Tanaman yang hidup keluar dari biji-bijian yang mati, dimana 

dalam hal kultur jaringan tanaman yang tumbuh dari hasil kultur berasal dari 

eksplan yang ditanam pada media dimana eksplan tadi dianggap telah mati karena 

sudak tidak ada sumber energi yang mengalir karena terpotong menjadi eksplan. 

Eksplan yang dianggap mati ini berasalah dari tanaman insulin (yang hidup). 

2.3 Kultur Kalus 

Kultur yang diambil dari bagian eksplan yang sudah membentuk kalus disebut 

dengan kultur kalus, sedangkan kalus merupakan sekumpulan sel amorf yang 

terbentuk dari sel-sel yang terus membelah secara in vitro di dalam tabung kultur 

(Saptiani et al., 2021). Terbentuknya kalus pada eksplan merupakan akibat dari 
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pelukaan bagian tepi irisan eksplan karena kalus termasuk jaringan penutup luka 

yang bersifat meristematis sehingga terjadi respond tumbuhan (Arsyam et al., 

2020). 

 
Gambar 2.2 Kalus yang Terbentuk dari Eksplan Batang 

Sumber: Setiawati et al., 2020. 

 

Pertumbuhan kalus pada kultur jaringan selain dipengaruhi oleh media juga 

bisa dipengaruhi oleh pemberian ZPT (Zat Pengatur Tumbuh) baik auksin ataupun 

sitokinin yang merupakan suatu senyawa  organik yang dapat menghambat, 

mendorong, serta mengubah pertumbuhan dan perkembangan tanaman dengan 

pemberian konsentrasi tidak terlalu tinggi yaitu <1 mm (Azizah, 2017). Zat 

pengatur tumbuh yang sering digunakan dengan tujuan merangsang pembentukan 

kalus dari golongan auksin yaitu NAA (Napthaleine Acetic Acid) karena berfungsi 

untuk pembelahan sel, pemanjangan sel, pembesaran jaringan, dan pembentukan 

akar. Pemberian NAA akan merangsang pembentukan kalus dan menghambat 

perumbuhan akar dan bantang pada konsentrasi tinggi (Rahman et al., 2021). Selain 

itu Asam 2,4-Diklorofenoksiasetat (2,4-D) juga bisa digunakan karena memiliki 

aktivitas yang kuat untuk mempercepat proses diferensiasi sel, organogenesis, serta 

menjaga pertumbuhan kalus (Rivai & Helmanto, 2015). Auksin seringkali 

digabungkan dengan sitokinin seperti kinetin dan Benzyl Amino Purin (BAP) untuk 
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menginduksi kalus (Setiyawati et al., 2019). Konsentrasi auksin dan sitokinin yang 

diberikan akan mendorong pertumbuhan kalus apabila jumlahnya seimbang 

(Ikeuchi et al., 2013). Apabila konsentrasi auksin yang diberikan lebih besar 

daripada sitokinin makan akan terinduksi pertumbuhan akar, sebaliknya yaitu 

ketika konsentrasi sitokinin lebih besar daripada auksin maka yang akan terinduksi 

yaitu pertumbuhan tunas (Azizah, 2017). 

Pada media kultur, pertumbuhan kalus ditentukan dengan mengukur berat 

kering dan basahnya (Handayani et al., 2012). Pertumbuhan kalus tersebut nantinya 

bisa memberikan informasi antara hubungan pertumbuhan serta produksi metabolit 

sekundernya sehingga sangat berguna apabila melakukan penelitian mengenai 

analisis metabolit sekunder serta pemanenan jaringan pada waktu tertentu (Zakaria, 

2010). Pertumbuhan kalus sendiri memiliki tiga tahap yaitu lag (adaptasi) pada 

tahap pertama dimana kalus masih mengalami adaptasi terhadap media baru 

sehingga tidak ada pertumbuhan, selanjutnya yaitu terjadi pertumbuhan secara 

maksimal yang disebut dengan tahap eksponensial, dan terakhir yaitu tahap 

stasioner dimana pertumbuhan kalus mulai menurun bahkan bisa menjadi linear 

(Sanchez et al., 2000). 

2.4 Metabolit Sekunder 

Suatu senyawa yang diproduksi atau yang dihasilkan sebagai bentuk adaptasi 

biokimia yang dilakukan oleh golongan tumbuhan disebut dengan metabolit 

sekunder pada tanaman (Fajarullah et al., 2014). Produksi senyawa meabolit 

sekunder pada tanaman tersebut terjadi karena tanaman sedang berada dalam 

kondisi cekaman. Keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam tumbuhan 
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sebenarnya tidak terlalu penting terutama bagi pertumbuhan, atau reproduksi 

makhluk hidup. Tetapi, keberadaan senyawa ini dapat berguna sebagai pertahanan 

tanaman dari serangan hama karena senyawa ini bersifat toksik terutama pada 

hewan. Salah satu contoh senyawa metabolit sekunder tersebut yaitu fenol, 

alkaloid, saponin, terpenoid, dll. (Kusbiantoro & Purwaningrum, 2018). Pada daun 

tananam insulin (T. diversifolia) jenis senyawa metabolit sekunder yang 

terkandungnya yaitu flavonoid dan fenolik (Ramadhani et al., 2020). 

2.4.1 Flavonoid 

Flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder 

yang keberadaanya pada tumbuhan sangat penting (Alfaridz & Amalia, 

2018). Pada tumbuhan, flavonoid berfungsi sebagai pemberi warna, 

pemberi warna pada biji; buah; dan bunga, serta pemberi warna 

(Mierziak et al., 2014). Selain itu keberadaan flavonoid juga menjadi 

proteksi atau pelindung bagi tumbuhan dari pengaruh lingkungan, 

sebagai antimikroba, dan perlindungan dari sinar UV (Alfaridz & 

Amalia, 2018). Efek yang ditimbulkan dari senyawa flavonoid sebagai 

senyawa polifenol yaitu efek antioksidan, anti kanker, anti radang, anti 

bakteri, dan anti virus (Parubak, 2013). Golongan senyawa yang 

termasuk flavonoid yaitu flavonol, flavon, flavanol, flavanon, 

antosianidin, dan isoflavon (Diniyah & Lee, 2020). 

Flavonoid berbiosintesis menggunakan jalur fenilpropanoid dan 

termasuk turunan dari 2-phenyl-benzyl-γ-pyrone (Alfaridz & Amalia, 

2018). Berat molekul flavonoid rendah yaitu berbasis inti 2-fenil-
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kromon yang termasuk biosintetis dari turunan asam asetat atau 

fenilalanin dengan menggunakan jalur asam shikimat (Arifin & 

Ibrahim, 2018). Senyawa tersebut termasuk golongan polifenol dengan 

konfigurasi elektronnya yaitu C6-C3-C6 yang terdiri dari 15 atom, 

maknanya yaitu terdapat dua gugus C6 (cincin benzena tersubstitusi) 

oleh rantai alifatik tiga karbon pada kerangka karbonnya (Tiang-Yang 

et al., 2018). Senyawa flavonoid juga larut dengan baik dalam pelaur 

polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton, dimetilformamida dan 

sebagainya karena termasuk golongan senyawa polar (Arifin & Ibrahim, 

2018). 

 

Gambar 2.3 Struktur Kimia Flavonoid (C6-C3-C6) 

Sumber: Redha, 2020. 

2.4.2 Fenolik 

Senyawa metabolit sekunder yang juga terkandung dalam daun 

tanaman insulin yaitu fenolik yang banyak ditemukan pada tumbuhan 

((Ramadhani et al., 2020). Senyawa tersebut diproduksi oleh tumbuhan 

sebagai bentuk jawaban terhadap stres lingkunga (Hanin & Pratiwi, 

2017).  Fenolik termasuk kelompok senyawa terbesar yang berfungsi 

sebagi antioksidan karena memiliki kemampuan membentuk radikal 
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fenoksi yang stabil pada reaksi oksidasi, antioksidan tersebut nantinya 

dapat menangkal radikal bebas yang akan menuju pada terjadinya 

kerusakan oksidatif (Dhurhania & Novianto, 2018). Senyawa ini juga 

termasuk golongan senyawa polifenol yang berfungsi sebagai 

antidiabetes (Megawati et al., 2021). Senyawa fenolik juga berfungsi 

sebagai proteksi dari lingungan yaitu melindungi tanman dari sinar UV-

B, Kematian, serta melindungi DNA dari dimersiasi dan kerusakan 

(Hanin & Pratiwi, 2017; Wardani et al., 2020). 

Senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder bioaktif yang 

terdistribusi secara luas di tanaman khususnya yang disintesis oleh asam 

sikamat, pentosa fosfat, dan jalur fenilpropanoid (Randhir et al., 2004; 

Balasundram et al., 2006). Senyawa fenolik memiliki gugus hidroksi 

yang terikat pada cincin aromatis sebagai bentuk satu (fenol) atau lebih 

(polifenol) cincin fenol sehingga mudah teroksidasi dengan 

memberikan atom hidrogen pada radikal bebas.  (Dhurhania & 

Novianto, 2018). Fenolik mempunyai bermacam-macam struktural 

mulai dari fenol sederhana sampai kompleks ataupun komponen yang 

terpolimerasi (Diniyah & Lee, 2020). Senyawa fenolik mempunyai 

cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksi (H-) dan gugus-

gugus lain penyertanya (Khadijah et al., 2017). 
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Gambar 2.4 Struktur Senyawa Fenolik 

      Sumber: Megawati et al., 2021. 

 

 

2.5 Elisitor 

Produksi metabolit sekunder pada suatu tanaman dapat dimanipulasi jumlahnya 

dengan menggunakan teknik in vitro. Banyak keuntungan yang diperoleh dengan 

menggunakan teknik ini dibandingkan dengan teknik konvensional diantaranya 

yaitu menghasilkan senyawa yang berkhasiat dalam kondisi yang terkontrol, 

kualitas dan kuantitas produk yang dihasilkan cukup konsisten, serta tidak adanya 

pengaruh kondisi lingkungan (geografis, iklim, musim) untuk dapat berproduksi. 

Apabila teknik in vitro yang digunakan tidak cukup dalam produksi metabolit dapat 

dilakukan manipulasi yaitu dengan memanipulasi faktor lingkunga dan media, 

pemilihaan eksplan yang bernilai tinggi, pemberian prekursor, dan elisitasi 

(Mulabagal & Tsay, 2004). 

Elisitasi merupakan satu diantara banyak cara yang cukup efektif untuk 

meningkatkan produksi senyawa metabolit. Elisitasi merupakan teknik yang sering 

digunakan dalam kultur jaringan dengan cara menambahkan senyawa yang disebut 

elisitor dengan tujuan untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder pada 

tumbuhan sehingga menciptakan kondisi stres (cekaman) melalui perubahan 
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fisiologis ataupu metabolisme pada tumbuhan (Utami et al., 2020). Elisitor yang 

digunakan akan masuk kedalam membran sel tanaman yang akan menjadi signal 

dalam sel tumbuhan melalui Ca2+ yang berperan sebagai second messeger. Proses 

yang terjadi tersebut akan memacu respon seluler pada sel terhadap rangsangan 

eksternal sehingga sel mengubah ekspresi gennya. Adanya Ca2+ dalam sitosol dapat 

mengaktifkan beberapa enzim termasuk protein kinase. Protein kinase tersebut 

yang nantinya akan memfosforilasi enzim yang mengatur metabolisme termasuk 

produksi metabolit sekunder (Sholikhah, 2014) 

Elisitor yang digunakan dapat berupa elisitor biotik maupun abiotik. Elisitor 

biotik mempunyai sifat biologis yang berasal dari patogen tanaman sendiri, 

sedangkan elisitor abiotik tidak mempunyai sifat bilogis yang dikempokkan 

sebagai faktor fisika dan senyawa kimia (Ningsih, 2014). Salah satu penggunaan 

elisitor biotik yaitu bisa berasal dari mikroba patogen, jamur, dan herbivora. 

Sedangkan elisitor abiotik bisa berasal dari senyawa anorganik, suhu, sinar UV, 

dan ion logam berat (Namdeo, 2007; Fitria et al., 2018). 

2.5.1 Elisitor Tembaga (Cu) 

Tembaga (Cu) merupakan bagian dari kompleks fotosistem 

pada proses fotosintesis karena Cu merupakan salah satu mikronutrien 

yang memiliki fungsi esensial. Pada semua jenis tanaman baik yang 

tumbuh biasa ataupun mengalami kultur secara alami akan menyerap 

ion Cu2+ melalui bulu akar dan dibantu oleh mikroba pada proses 

penyerapannya. Jumlah unsur Cu2+ yang berlebihan pada tanaman akan 

menyebabkan terjadinya cekaman pada tanaman, oleh karena itu 
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tumbuhan akan meyerap dan mengakumulasinya untuk mengurangi 

dampak cekaman tersebut (Nurchayati, 2017). Kondisi stress atau 

cekaman yang dialami oleh tumbuhan akibat ion Cu2+ yang berlebih 

akan menyebabkan meningkatnya akumulasi metabolit sekunder 

(Abdillah et al., 2015). 

2.5.2 Elisitor CuSO4.5H2O 

Senyawa kimia CuSO4.5H2O merupakan salah satu jenis elisitor 

abiotik yang dapat menginduksi stimulasi kandungan metabolit 

sekunder pada tanaman (Balazova et al., 2008). Senyawa kimia 

CuSO4.5H2O atau yang biasa disebut tembaga (II) sulfat pentahidrat 

merupakan bentuk pentahidrat dari tembaga (II) sulfat (CuSO4) yang 

berwarna biru (Putra, 2020). Senyawa CuSO4.5H2O merupkan hasil 

olahan dari bentuk Cu bekas menjadi kristal biru yang diproduksi dari 

barang-barang yang mengandung tembaga seperti kabel dan kumparan 

sehingga menjadi bentuk tembaga baru dengan nilai yang tinggi. Selain 

itu, reaksi antara tembaga dengan asam sulfat dan juga asam nitrat 

apabila dipanaskan juga akan terbentuk kristal CuSO4.5H2O (Fitony et 

al., 2013). 
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Gambar 2.5.Kristal CuSO4.5H2O 

Sumber: Fitony et al., 2013. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan 

rancangan acak lengkap (RAL) untuk mengetahui pengaruh elisitor CuSO4 

terhadap pertumbuhan kalus dan produksi metabolit sekunder (flavonoid dan 

fenolik) dengan lima macam konsentrasi yaitu 0 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, dan 7 

ppm. Setiap konsentrasi yang ada dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali yang 

ditentukan berdasarkan rumus Federer yaitu (n-1) (t-1) ≥ 15 (Wahyuningrum dan 

Probosari, 2012). 

(n-1) (t-1) ≥ 15 

(n-1) (5-1) ≥ 15 

(n-1) (4) ≥ 15 

n-1 ≥ 3,75 

n ≥ 4,37 

Setiap pengulangan terdiri dari 3 eksplan daun T. diversifolia, sehingga total 

percobaan atau total eksplan yaitu sebanyak 15. 

Rancangan penelitian dapat dilihat pada tabel 3.1 berikut: 
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Tabel 3.1 Rancangan Penelitian 

Ulangan 

Perlakuan 

A B C D E 

1 A1 B1 C1 D1 E1 

2 A2 B2 C2 D2 E2 

3 A3 B3 C3 D3 E3 

4 A4 B4 C4 D4 E4 

5 A5 B5 C5 D5 E5 

Keterangan: 

A: 0 ppm CuSO4.5H2O (kontrol) 

B: 1 ppm CuSO4.5H2O 

C: 3 ppm CuSO4.5H2O 

D: 5 ppm CuSO4.5H2O 

E: 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini akan dilakukan pada bulan April-Desember 2022 sebagaimana 

disebutkan pada tabel 3.2 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Integrasi 

Universitas Islam Negeri Sunan Ampel Surabaya mulai dari persiapan sampai 

pengamatan. Adapun jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada tabel 3.2 

dibawah ini: 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/ 

28 

 

 
 

Tabel 3.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

No Kegiatan 

Bulan 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1. Persiapan          

2. Pembuatan proposal skripsi          

3. Seminar proposal         

4. Persiapan alat dan bahan         

5. Induksi pembentukan kalus         

6. Produksi kalus         

7. Pengamatan         

8. Analisis data         

9. Pembuatan draft skripsi         

10. Sidang skripsi         

 

3.3 Variabel Penelitian 

a. Variabel Bebas (Independen) 

Variabel bebas pada penelitian ini yaitu variasi konsentrasi elisitor 

CuSO4.5H2O yang ditambahkan kedalam media kultur kalus tanaman insulin 

(T. diversifolia). 

b. Variabel Terikat (Dependen) 

Variabel terikat pada penelitian ini yaitu pertumbuhan kalus, dan kadar 

metabolit sekunder (flavonoid dan fenolik) yang dihasilkan pada setiap 

konsentrasi pemberian elisitor CuSO4.5H2O kedalam kultur kalus tanaman 

insulin (T. diversifolia). 
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c. Variabel Kontrol 

Variabel kontrol pada penelitian ini yaitu suhu, pH, dan intensitas cahaya pada 

saat proses inkubasi didalam ruang kultur. 

3.4 Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu autoklaf, gelas 

beker, botol kultur, gelas ukur, erlenmeyer, pipet volume, pipet tetes, spatula, 

pH meter, hot plate, aluminium foil, kertas label, plastik wrap, bunsen, pinset, 

cawan petri, scalpel, kertas saring, mortal dan alu, tabung reaksi, vortek, pinset, 

dan spektrofotometer UV-VIS. 

3.4.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun muda 

tanaman insulin (T. diversifolia), elisitor CuSo4.5H2O, alkohol 70%, aquades 

steril, bayclin, media MS (Murashige Skoog), bahan pemadat (agar), HCL 1 N, 

KOH 1 N, aquades, ZPT NAA (Napthaleine Acetic Acid), BAP (Benzyl Amino 

Purine), sukrosa, metanol, n-heksana, etil asetat, kuersetin, NaNO2 5%, AlCl3 

10%, asam galat, folin ciocalteu, dan Na2CO3 7%. 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan 

a. Sterilisasi Alat 

Alat-alat yang akan digunakan dicuci menggunakan sabun, lalu dibilas 

menggunakan air mengalir dan dikeringkan. Setelah kering alat-alat yang 

berbentuk botol atau memiliki mulut ditutup menggunakan aluminium foil, 
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sedangkan alat-alat lainnya (pinset, spatula, cawan petri, pipet, dan skalpel) 

dibungkus menggunakan kertas lalu semuanya dimasukkan dalam plastik 

tahan panas untuk selanjutnya di sterilisasi. Proses sterilisasi dilakukan 

dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121oC pada tekanan 1,5 atm 

selama 30 menit. 

b. Pembuatan Media 

1. Media Inisiasi 

Sukrosa sebanyak 30 g/L, MS, dan ZPT (NAA 4 ppm + BAP 

1,5 ppm) dimasukkan kedalam erlenmeyer dengan ditambahkan 

aquades samapai volume 500 ml lalu dihimogenkan. Kemudian diukur 

pH larutan menggunakan pH meter dengan kisaran medium 5,5-5,8. 

Apabila pH larutan terlalu tinggi maka ditambahkan HCl 1N setetes 

demi setetes untuk menurunkan pH, sedangkan jika pH larutan terlalu 

rendah maka ditambahkan KOH 1N setetes demi setetes untuk 

menaikkan pH. Setelah itu, agar sebanyak 7 gr dimasukkan kedalam 

larutan tersebut lalu dipanaskan hingga mendidih. Selanjutnya media 

yang sudah dipanaskan dimasukkan kedalam botol kultur sebanyak 20 

ml kemudian ditutup dengan aluminium foil dan plastik wrap, serta 

diberi label. Terakhir yaitu botol yang berisi media disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121oC dengan tekanan 1,5 atm selama 

15 menit. 
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2. Media Produksi 

Sukrosa 30 g/L, MS, ZPT (NAA 4 ppm + BAP 1,5 ppm), dan 

elisitor CuSO4.5H2O dengan  konsentrasi 0 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 

dan 7 ppm dimasukkan kedalam erlenmeyer dengan ditambahkan 

aquades samapai volume 250 ml pada setiap perlakuan lalu 

dihomogenkan. Kemudian diukur pH larutan menggunakan pH meter 

dengan kisaran medium 5,5-5,8. Apabila pH larutan terlalu tinggi maka 

ditambahkan HCl 1N setetes demi setetes untuk menurunkan pH, 

sedangkan jika pH larutan terlalu rendah maka ditambahkan KOH 1N 

setetes demi setetes untuk menaikkan pH. Setelah itu, agar sebanyak 7 

gr dimasukkan kedalam larutan tersebut lalu dipanaskan hingga 

mendidih. Selanjutnya media yang sudah dipanaskan dimasukkan 

kedalam botol kultur sebanyak 20 ml kemudian ditutup dengan 

aluminium foil dan plastik wrap, serta diberi label. Terakhir yaitu botol 

yang berisi media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121oC 

dengan tekanan 1,5 atm selama 15 menit. 

c. Persiapan Bahan Tanaman 

Tanaman T. diversifolia diidentifikasi berdasarkan ciri morfologinya 

dengan jurnal “Leaflet Tanaman Pestisida Tithonia diversifolia (Hemsley) 

A. Gray” (Ajarwala et al, 2013). Kemudian tanaman diaklimatisasi supaya 

dapat beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang baru (Suryani & Sari, 

2018). 
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3.5.2 Induksi Pembentukan Kalus 

a. Sterilisasi eksplan 

Daun T. diversifolia dicuci menggunakan air mengalir dan dibuang 

bagian yang tidak layak pakai semisal daun berwarna kuning. Setelah itu 

daun direndam didalam larutan klorok 10 ml dan aquades 90 ml selama 15 

menit pada erlenmeyer. Kemudian daun direndam lagi menggunakan 

aquades steril sebanyak tiga kali dengan lama masa perendaman berturut-

turut 5 menit, 3 menit, dan 1 menit. Perendaman eksplan tersebut dilakukan 

didalam laminar air flow. 

b. Penanaman eksplan 

Eksplan daun T. diversifolia diletakkan pada cawan petri kemudian 

dipotong dengan ukuran 1x1 cm. Potongan tersebut ditanam pada media 

inisiasi melawati bunsen dan dikerjakan didalam laminar air flow. Botol 

kultur yang berisi eksplan diturup dengan aluminium foil dan plastik wrap. 

c. Tahap pemeliharaan 

Eksplan yang sudah ditanam kemudian di inkubasi dalam ruang kultur 

steril pada suhu 24-25oC dengan pencahayaan 24 jam terang untuk 

menghasilkan kalus. Botol-botol kemudian disemprot alkohol 70% untuk 

mencegah terjadinya kontaminasi (Fitri et al., 2012). 

3.5.3 Penanaman Kalus Pada Media Produksi 

Kalus yang diperoleh dari media inisiasi yaitu kalus yang berumur 28 

hari lalu dipindahkan pada media perlakuan yaitu media MS padat dengan 

berbagai konsentrasi yaitu 0 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, dan 7 ppm. 
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Pemindahan kalus dilakukan dalam laminar air flow secara aseptis 

menggunakan pinset steril. Selanjutnya botol kultur ditutup dengan aluminium 

foil dan plastik wrap lalu diinkubasi dalam ruang kultur steril. 

3.5.4 Pemeliharaan Selama Perlakuan 

Kalus pada media perlakuan diinkubasi dalam ruang steril pada suhu 

24-25oC selama 15 hari. Botol-botol kemudian disemprot alkohol 70% untuk 

mencegah terjadinya kontaminasi. 

3.5.5 Pengamatan 

a. Morfologi Kalus 

Morfologi kalus diamati pada akhir penelitian yang meliputi warna dan 

tekstur kalus. Warna kalus ditentukan sesuai dengan kriteria warna kalus 

yang ada yaitu hijau, putih kehijauan, putih kekuningan, kuning kecoklatan, 

coklat kehitaman, dan sebagainya. Sedangkan tekstur kalus ditentukan 

sesuai dengan kriteria macam tekstur kalus yang ada yaitu kalus tekstur 

remah, kalus tekstur intermediet, dan kalus tekstur kompak. 

b. Penentuan Berat Segar dan Berat Kering kalus 

Penentuan berat segar kalus dilakukan dengan cara menimbang kalus 

yang telah tumbuh pada media perlakuan setelah dilakukan subkultur dan 

massa inkubasi selama 15 hari. Sedangkan berat kering kalus ditentukan 

dengan mengeringkan kalus menggunakan oven selama 24 jam pada suhu 

50oC. 
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3.5.6 Analisis Kandungan Flavonoid dan Fenolik Kalus 

a. Ekstraksi 

Kalus tanaman insulin pada semua perlakuan dikeringkan dengan 

menggunakan oven selama 24 jam pada suhu 50oC. Setelah kering, kalus 

dihaluskan menggunakan mortar dan alu hingga menjadi serbuk. Serbuk 

sebayak 0,05 gram direndam selama 24 jam pada 5 ml metanol, proses 

ekstraksi tersebut menggunakan metode maserasi. Agar senyawa dapat larut 

sempurna maka proses tersebut harus dilakukan 2x. Setelah itu ekstrak 

disaring dan dipartisi dengan perbandingan 1:1 menggunakan n-heksana. 

Kemudian hasilnya terbentuk 2 lapisan, dimana lapisan atas berupa fraksi 

n-heksana diambil dan disimpan ditempat yang bersih, sedangkan lapisan 

bawah yaitu fraksi metanol dipartisi dengan perbandingan 1:1 

menggunakan etil asetat untuk megekstrak senyawa flavonoid dan fenolik. 

Kemudian ekstrak metanol etil asetat diambil untuk dianalisis kadar 

flavonoid. 

b. Pembuatan Larutan Standar Kuersetin 

Larutan standar atau larutan induk dibuat dengan menimbang 0,01 g 

kuersetin kemudian dilarutkan dalam 100 ml metanol p.a sehingga 

dihasilkan larutan kuersetin 100 ppm. Kemudian dilakukan pengenceran 

berseri dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm dengan cara 

mengambil 1; 2; 3; 4; dan 5 ml pada larutan induk dan ditambah metanol 

p.a sampai volume 10 ml. Setelah itu, masing-masing konsentrasi 

ditambahkan 75 µL larutan NaNO2 5% ditunggu selama 6 menit, 
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Kemudian ditambahkan 150 µL AlCl3 10% secara perlahan dan ditunggu 5 

menit, selanjutnya ditambahkan 0,5 ml NaOH 1 N, terakhir ditambah 

aquades hingga mencapai volume 2,5 ml. Selanjutnya larutan dianalisis 

menggunakan spektrofomoter UV-VIS dengan panjang gelombang 514 

nm. Larutan blanko yang digunakan yaitu metanol. 

c. Pembuatan Kurva Baku Kuersetin 

Kurva baku kuersetin dibuat dengan cara menghubungkan konsentrasi 

larutan standar dengan nilai absorbansi yang didapatkan dari pengukuran 

spektrofotometer UV-VIS. Selanjutnya nilai yang diperoleh dimasukkan 

sehingga terbentuk persamaan y = bx + a, dimana x adalah konsentrasi, y 

adalah absorbansi, a adalah intersept (perpotongan dengan garis sumbu y), 

dan b adalah slope (kemiringan garis regresi). Kelinieran kurva dihitung 

dengan koefisien korelasi (r). 

d. Penetapan Kadar Flavonoid Ekstrak 

Sebanyak 5 ml ekstrak metanol etil asetat kalus pada semua perlakuan 

dipekatkan pada suhu ruang hingga menempel pada dinding botol. 

Kemudian ditambahkan 0,125 ml metanol, 0,625 ml aquades, dan 37,5 µL 

larutan NaNO2 5% didiamkan selama 6 menit, Kemudian ditambahkan 75 

µL AlCl3 10% secara perlahan dan ditunggu 5 menit, Selanjutnya 

ditambahkan 0,25 ml NaOH 1 N, dan aquades hingga volume 2,5 ml. 

Selanjutnya larutan dianalisis menggunakan spektrofomoter UV-VIS 

dengan panjang gelombang 514 nm dengan menggunakan larutan blanko 

metanol. Setelah itu, hasil yang didapatkan dimasukkan kedalam kurva 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/ 

36 

 

 
 

standar kuersetin. Konsentrasi flavonoid dalam sampel dihitung melalui plot 

kalibrasi, sedangkan kadar flavonoid dihitung menggunakan rumus berikut: 

Kadar flavonoid total = 
Konsentrasi (

mg

L
)x Volume sampel (L)

Berat sampel (g)
 

 

e. Pembuatan Larutan Standar Asam Galat 

Larutan standar atau larutan induk dibuat dengan menimbang 0,01 g 

asam galat kemudian dilarutkan dalam 100 ml metanol p.a sehingga 

dihasilkan larutan kuersetin 100 ppm. Kemudian dilakukan pengenceran 

berseri dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm dengan cara 

mengambil 1; 2; 3; 4; dan 5 ml pada larutan induk dan ditambah metanol p.a 

sampai volume 10 ml.  Kemudian dari masing-masing konsentrasi diambil 1 

ml dan ditambahkan pereaksi folin ciocalteu 0,5 ml didiamkan selama 8 

menit sambil dikocok, lalu ditambahkan Na2CO3 7% sebanyak 4 ml dan 

divortex selama 1 menit. Selanjutnya larutan dianalisis menggunakan 

spektrofomoter UV-VIS dengan panjang gelombang 760 nm. Larutan 

blanko yang digunakan yaitu metanol. 

f. Pembuatan Kurva Baku Asam Galat 

Kurva baku asam galat dibuat dengan cara menghubungkan konsentrasi 

larutan standar dengan nilai absorbansi yang didapatkan dari pengukuran 

spektrofotometer UV-VIS. Selanjutnya nilai yang diperoleh dimasukkan 

sehingga terbentuk persamaan y = bx + a, dimana x adalah konsentrasi, y 

adalah absorbansi, a adalah intersept (perpotongan dengan garis sumbu y), 
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dan b adalah slope (kemiringan garis regresi). Kelinieran kurva dihitung 

dengan koefisien korelasi (r). 

g. Penetapan Kadar Fenolik Ekstrak 

Ekstrak etil asetat kalus sebanyak 1 ml pada semua perlakuan 

dipekatkan pada suhu ruang hingga menempel pada dinding botol. 

Kemudian ditambahkan pereaksi folin ciocalteu 0,5 ml didiamkan selama 8 

menit sambil dikocok, lalu ditambahkan Na2CO3 7% sebanyak 4 ml dan 

divortex selama 1 menit. Selanjutnya larutan dianalisis menggunakan 

spektrofomoter UV-VIS dengan panjang gelombang 760 nm. Larutan 

blanko yang digunakan yaitu metanol. Setelah itu, hasil yang didapatkan 

dimasukkan kedalam kurva standar asam galat. Konsentrasi fenolik dalam 

sampel dihitung melalui plot kalibrasi, sedangkan kadar fenolik dihitung 

menggunakan rumus berikut: 

Kadar fenolik total = 
Konsentrasi (

mg

L
)x Volume sampel (L)

Berat sampel (g)
 

3.6 Analisis Data 

Data yang didapatkan adalah data kuantitatif dan kualitatif. Data kualitatif yaitu 

pengamatan morfologi kalus berupa warna dan tekstur kalus yang disajikan secara 

deskriptif. Sedangkan data kuantitatif yaitu perhitungan berat basah, berat kering, 

dan kadar metabolit (flavonoid dan fenolik). Data kuantitatif tersebut dianalisis 

secara statistik menggunakan uji ANOVA (Analysis of Variance) ketika data 

terdistribusi normal. Apabila hasilnya nanti terdapat perbedaan (Ho ditolak) maka 

dilanjutkan dengan uji Post Hoc Test untuk mengetahui perbedaan yang signifikan 
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antar kelompok perlakuan. Sebaliknya, apabila data tidak terdistribusi normal, 

maka menggunakan uji non parametrik Kruskal Wallis. Apabila hasilnya nanti 

terdapat perbedaan (Ho ditolak) maka dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk 

mengetahui perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Pengaruh Pemberian Variasi Elisitor CuSO4.5H2O Terhadap Pertumbuhan 

Kalus Tanaman Insulin (Tithonia diversifolia) 

4.1.1 Warna Kalus 

Pada beberapa perlakuan pemberian variasi elisitor CuSO4.5H2O 

menunjukkan adanya reaksi yang beragan terhadap kalus tanaman insulin 

(Tithonia diversifolia). Reaksi yang beragam tersebut dapat dilihat dari 

warna kalus setelah disubkultur dan diinkubasi selama 15 hari pada gambar 

4.1 berikut.  

   

  
Gambar 4.2 Warna Kalus Pada Media CuSO4.5H2O Setelah 15 Hari 

Subkultur. (A) Kontrol, (B) CuSO4.5H2O 1 ppm, (C) CuSO4.5H2O 3 

ppm, (D) CuSO4.5H2O 5 ppm, (E) CuSO4.5H2O 7 ppm 

(Sumber Pribadi, 2023) 

 

Variasi warna kalus yang dihasilkan dari berbagai konsentrasi elisitor 

dapat dilihat pada tabel 4.1 dibawah ini: 

A B C 

D E 
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Tabel 4.1 Hasil Warna Kalus Insulin yang Berusia 15 Hari 

Perlakuan Ulangan Kalus Warna Kalus 

0 ppm 

A A1 Putih Kehijauan 

A2 Putih Kehijauan 

B B1 Hijau Kemerahan 

B2 Hijau Kemerahan 

C C1 Hijau Kemerahan 

C2 Hijau Kemerahan 

D D1 Putih Kehijauan 

D2 Putih Kehijauan 

E E1 Hijau Kemerahan 

E2 Hijau Kemerahan 

1 ppm 

A A1 Putih Kekuningan 

A2 Putih Kekuningan 

B B1 Kuning Kecoklatan 

B2 Kuning Kecoklatan 

C C1 Kuning Kecoklatan 

C2 Kuning Kecoklatan 

D D1 Putih Kekuningan 

D2 Putih Kekuningan 

E E1 Kuning Kecoklatan 

E2 Kuning Kecoklatan 

3 ppm 

A A1 Kuning Kecoklatan 

A2 Kuning Kecoklatan 

B B1 Kuning Kecoklatan 

B2 Kuning Kecoklatan 
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5 ppm 

A A1 Kuning Kecoklatan 

A2 Kuning Kecoklatan 

B B1 Kuning Kecoklatan 

B2 Kuning Kecoklatan 

C C1 Kuning Kecoklatan 

C2 Kuning Kecoklatan 

D D1 Putih Kekuningan 

D2 Putih Kekuningan 

E E1 Kuning Kecoklatan 

E2 Kuning Kecoklatan 

7 ppm 

A A1 Kuning Kecoklatan 

A2 Kuning Kecoklatan 

B B1 Kuning Kecoklatan 

B2 Kuning Kecoklatan 

C C1 Kuning Kecoklatan 

C2 Kuning Kecoklatan 

D D1 Kuning Kecoklatan 

D2 Kuning Kecoklatan 

E E1 Kuning Kecoklatan 

E2 Kuning Kecoklatan 

 

Pada kultur jaringan tanaman bentuk respon organogenesis 

terindikasikan dengan adanya perubahan warna pada kalus. Pelukaan yang 

terjadi mengakibatkan adanya proliferasi pada kalus dan akan membentuk 

jaringan parenkim yang bersifat meristematik dan berdiferensiasi ke bentuk 

yang lebih spesifik ketika kalus berproliferasi secara terus-menerus 

(Fatmawati et al., 2010). Berdasarkan gambar 4.1 dan tabel 4.1 diatas 
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terlihat bahwa warna kalus yang dihasilkan dengan pemberian variasi 

elisitor CuSO4.5H2O terdapat perbedaan. 

Perbedaan warna kalus yang terjadi pada setiap perlakuan dapat terjadi 

karena pada setiap kalus mengalami perbedaan perkembangan. Selain itu, 

adanya pigmentasi; intensitas cahaya; dan sumber eksplan juga 

berpengaruh terhadap warna kalus (Laila & Savitri, 2014). Pigmentasi pada 

permukaan kalus dapat terjadi merata secara keselurahan ataupun hanya 

sebagian, hal ini dapat dilihat pada warna dari satu kalus yaitu putih, hijau, 

coklat, putih kehijauan, putih kecoklatan (Mardini, 2015). 

Warna kalus pada media kontrol atau tanpa penambahan CuSO4.5H2O 

berwarna hijau keputihan dengan sedikit warna ungu pada ujung kalus 

setelah 15 hari inkubasi. Kalus yang berwarna putih merupakan jaringan 

embrionik yang belum mengandung kloroplas, tetapi mempunyai 

kandungan butir pati yang merupakan polisakarida simpanan pada 

tumbuhan (Junairiah et al., 2018).  Selain itu, warna kalus yang putih atau 

terang dapat menunjukkan bahwa kalus dalam kondisi baik (Andaryani, 

2010). 

Kalus yang berwarna hijau menunjukkan adanya klorofil dalam 

jaringan, semakin banyak kandungan klorofil pada kalus, maka warna 

kalus semakin hijau (Fatmawati et al., 2010). Selain itu, Peningkatan 

sitokinin yang tinggi juga menyebabkan kalus berwarna hijau. Sitokinin 

yang ditambahkan dalam media mampu menghambat perombakan butir-
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butir klorofil karena sitokinin dapat mengaktifkan proses metabolisme dan 

sintesis protein (Andaryani, 2010). 

Pengamatan warna kalus hari ke-15 pada media CuSO4.5H2O dengan 

konsentrasi 1 ppm berwarna putih kekuningan, kemudian pada media 

CuSO4.5H2O dengan konsentrasi 3 ppm berwarna putih kecoklatan, 

kemudian pada media CuSO4.5H2O dengan konsentrasi 5 ppm berwarna 

putih kecoklatan, dan pada media CuSO4.5H2O dengan konsentrasi 7 ppm 

berwarna kuning kecoklatan. 

Berdasarkan uraian diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian 

CuSO4.5H2O dengan variasi konsentrasi dapat berpengaruh terhadap 

warna kalus yaitu semakin tinggi konsentrasi CuSO4.5H2O maka warna 

kalus akan semakin pekat atau kecoklatan. Hal ini sesuai dengan penelitian 

Jannah (2016) yang menghasilkan warna kalus yang semakin pekat dari 

konsentrasi terendah sampai konsentrasi tertinggi Cu2+ yaitu hijau 

kekuningan, hijau kecolatan, dan coklat. 

Perubahan warna yang terjadi tersebut disebabkan karena adanya 

subsitusi antara CuSO4.5H2O dengan media. Komposisi media juga 

termasuk faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim yang mempengaruhi 

pertumbuhan (Ulva et al., 2019). Tembaga (Cu) merupakan mikronutrien 

yang keberadaannya berperan penting bagi tanaman karena dapat berfungsi 

sebagai penyusun enzim, pembentukan klorofil, serta berperan dalam 

pembentukan metabolisme karbohidrat dan protein dalam proses 

pertumbuhan tanaman (Supriyantini et al., 2018). 
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Pemberian CuSO4.5H2O diduga dapat menyebabkan kalus mengalami 

perubahan warna karena adanya cekaman. Cekaman yang diberikan oleh 

media terhadap kalus menyebabkan kalus akan berubah warna menjadi 

lebih tua daripada kalus segar. Ketika warna kalus pada suatu media 

menjadi lebih tua, menandakan bahwa terjadi aktifitas biosintesis metabolit 

sekunder lebih tinggi dan lebih besar (Syabana et al., 2017). Pencoklatan 

pada kalus tersebut disebut dengan istilah browning. Browning merupakan 

perubahan warna yang terjadi pada eksplan menjadi warna coklat 

(kecoklatan) dan merupakan tanda terjadinya kemunduran fisiologois 

eksplan (Madmudah, 2017). Pencoklatan pada kalus juga mengindikasikan 

penurunan pertumbuhan pada sel-sel kalus, dimana sel-sel tersebut 

mempunyai aktivitas pembelahan yang rendah sehingga daya 

regenerasinya berkurang (Ulva et al., 2019). 

Penyebab browning pada kalus biasanya terjadi karena adanya 

metabolisme senyawa fenol yang bersifat berlebih yang sering terangsang 

akibat proses sterilisasi eksplan (Indah & Ermavitalini, 2013). Intensitas 

warna coklat berhubungan positif dengan hiperaktivitas enzim oksidatif, 

sedangkan peningkatan aktivitas enzim tersebut berkaitan dengan reaksi 

pertahanan jaringan dari stress oksidatif (Laila & Savitri, 2014). Oleh 

karena hal tersebut, maka dapat diasumsikan bahwa pencoklatan yang 

terjadi pada kalus ini disebabkan stres yang dialami oleh kalus karena 

adanya cekaman elisitor CuSO4.5H2O. Hal ini sebanding dengan penelitian 

Ariningsih (2003) yang menghasilkan warna kalus cenderung coklat 
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bahkan kehitaman pada perlakuan dengan penambahan ion Cu2+. Adanya 

akumulasi fenol yang cukup besar pada kalus akibat absorbansi Cu 

menyebabkan kondisi kalus tersebut menjadi coklat. Hal ini berhubungan 

dengan peran Cu sebagai kofator untuk enzim polifenol oksidase yang 

memicu perubahan fenol menjadi kuinon (Prawiranta et al., 1995; 

Ariningsih et al., 2003). 

Proses pencoklatan pada kalus tersebut masih termasuk peristiwa 

alamiah atau perubahan adaptif bagian tanaman akibat adanya pengupasan 

dan pemotongan (Indah & Ermavitalini, 2013). Walaupun kalus 

mengalami perubahan warna menjadi kecoklatan tetapi sel-sel kalus tidak 

mengalami kematian, hal ini dibuktkan dengan bertambahnya ukuran 

volume sel kalus. 

4.1.2 Tekstur Kalus 

Indikator lain untuk mengamati pertumbuhan kalus selain dari warna 

dapat juga diamati dari tekstur kalusnya. Kualitas kalus dapat ditentukan 

dengan melihat salah satu tandanya yaitu berdasarkan tipe atau tekstur 

kalus yang dihasilkan. Tekstur kalus dapat dibedakan atas kalus yang 

bertekstur remah (friable), kalus yang bertekstur kompak (non friable), dan 

kalus intermediet atau perpaduan kalus remah dan kompak (Maulidia & 

Fanata, 2019). Berdasarkan hasil penelitian didapat tekstur kalus yang 

disajikan pada tabel 4.2 dibawah ini. 
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Tabel 4.2 Hasil Tekstur Kalus Insulin 

Konsentrasi 

CuSO4.5H2O 

Tekstur Kalus 

Awal Akhir 

A Kompak Remah 

B Kompak Kompak 

C Kompak Kompak 

D Kompak Kompak 

E Kompak Kompak 

Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm         

  CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

Berdasarkan tabel 4.2 diatas diketahui bahwa terdapat perbedaan tekstur 

kalus pada perlakuan kontrol dan perlakuan elisitor. Pada perlakuan kontrol 

tekstur kalus yang dihasilkan setelah 15 hari subkultur yaitu menghasilkan 

kalus dari tekstur kompak menjadi kalus tekstur remah. Kalus remah 

merupakan kalus yang tersusun atas sel-sel tubular dimana susunan sel-

selnya renggang, tidak teratur, dan mudah rapuh. Perubahan tekstur kalus 

tersebut diduga disebabkan karena susunan media. Media pada perlakuan 

kontrol mengandung zat pengatur tumbuhauksin (NAA) dan sitokinin 

(BAP) serta tidak ada penambahan elisitor didalamnya. 

Zat pengatur tumbuh auksin yang berupa NAA dapat merangsang 

terbentuknya kalus menjadi remah. Anjani et al. (2022) melaporkan bahwa 

ZPT NAA akan menstimulasi pemanjangan sel dengan cara penambahan 

plastisitas dinding sel menjadi longgar, sehingga air dapat masuk kedalam 

dinding sel dengan cara osmosis dan sel mengalami pemanjangan, oleh 

karenanya tekstur kalus menjadi remah.  
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Keberadan sitokinin (BAP) dalam media kultur juga berpengaruh 

terhadap tekstur kalus. Syahid et al. (2010) menyatakan bahwa adanya 

sitokinin dapat memacu pembelahan sel dalam proses sitokinensis pada 

saat sintesis RNA, dan protein yang akan memacu aktivitas auksin dalam 

pembelahan sel membentuk kalus. Hal tersebut sebanding dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Tia et al. (2019) yang mengasilkan kalus 

tanaman krisan (Chrysanthemum morifolium) bertekstur remah dengan 

penggunaan zat pengatur tumbuh NAA dan BAP. 

Selain karena adanya aktivitas zat pengatur tumbuh, perubahan tektur 

kalus tersebut juga disebabkan karena dilakukan subkultur atau 

pemindahan kalus pada media baru. Pada penelitian ini, kalus perlakuan 

kontrol disubkultur dengan media yang sama pada saat inisiasi. Mahadi et 

al. (2016) menyebutkan bahwa subkultur yang dilakukan secara berulang 

dapat menghasilkan kalus dengan tekstur remah.  

Kalus yang remah juga belum mengalami lignifikasi sehingga banyak 

mengandung air, serta antara kumpulan sel yang satu dengan yang lain 

relatif mudah untuk dipisahkan. Satria et al. (2019) menyatakan bahwa 

kalus remah merupakan kalus yang dikategorikan baik karena 

memudahkan dalam pemisahan menjadi sel-sel tunggal, dan akan 

meningkatkan aerasi oksigen antar sel. Adanya struktur tersebut dapat 

menjadi cara untuk perbanyakan jumlah kalus melalui suspensi yang lebih 

mudah. 
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Tekstur kalus pada perlakuan elisitor baik pada konsentrasi 1 ppm, 3 

ppm, 5 ppm, dan 7 ppm sama-sama bertekstur kalus kompak setelah 15 

hari subkultur (gambar 4.2 A-E). Kalus kompak merupakan kalus yang 

memiliki struktur sel yang rapat, padat, dan sulit untuk dipisah-pisahkan. 

Tekstur kalus kompak juga memiliki vakuola yang besar dalam sel-selnya, 

serta memiliki dinding polisakarida yang lebih besar (Satria et al., 2019). 

Ariati et al. (2012) menyatakan bahwa kalus yang bertekstur kompak 

memiliki ukuran sel yang kecil dengan sitoplasma yang padat, inti sel 

besar, dan memiliki banyak pati gandum (karbohidrat). 

Tekstur kalus kompak yang terbentuk pada perlakuan elisitor baik pada 

konsentrasi 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, dan 7 ppm diduga disebabkan karena 

adanya zat pengatur tumbuh. Efek sitokinin dan auksin pada kalus akan 

mempengaruhi potensial air didalam sel sehingga tekstur kalus menjadi 

kompak (Jannah et al., 2016). Purwaningsih et al. (2007) menyatakan 

bahwa kalus yang bertekstur kompak disebabkan karena adanya transport 

sitokinin yang membawa air dan zat hara dari bagian basal ke apeks melalui 

pembuluh pengangkut dan mempengaruhi potensi osmotik dalam sel. 

Kemudian akan terjadi tekana turgor akibat penambahan gula dalam media 

yang akan mengalir melalui pembuluh floem. Tekanan tersebut disebabkan 

oleh adanya perbedaan konsentrasi larutan, sehingga air dan zat hara 

tersebut akan masuk kedalam sel melalui cara osmosis. Hal tersebut yang 

menyebabkan kalus menjadi kompak karena dinding-dinding sel semakin 

kaku. 
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Kekompakan tekstur kalus juga diduga karena pemberian elisitor 

CuSO4.5H2O pada media. Fitriani et al. (2012) melaporkan bahwa kalus 

yang bertekstur kompak disebabkan karena terjadinya peristiwa lignifikasi. 

Lignifikasi merupakan proses pengerasan dinding sel pada tumbuhan yang 

disebabkan karena penumpukan lignin. Peristiwa lignifiaksi tersebut 

dimulai ketika tumbuhan mulai mengalami penuaan dan didukung karena 

kandungan unsur tembaga. Cu merupakan mikronutrient yang dibutuhkan 

oleh tanaman karena mempunyai transporter khusus sehingga mudah 

diserap oleh tanaman. Penyerapan tersebut dilakukan secara simplas dan 

apoplas sehingga banyak akumulasi Cu pada jaringan pengangkut yang 

kemudian menyebabkan terjadinya lignifikasi (Mubarokah, 2015). 

   

  
Gambar 4.2 Tekstur Kalus Pada Media CuSO4.5H2O Setelah 15 Hari Subkultur. 

(A) Kontrol, (B) CuSO4.5H2O 1 ppm, (C) CuSO4.5H2O 3 ppm, (D) CuSO4.5H2O 

5 ppm, (E) CuSO4.5H2O 7 ppm 

(Sumber Pribadi, 2023) 
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4.1.3 Berat Segar Kalus 

Salah satu parameter yang digunakan untuk mengetahui adanya 

pertumbuhan massa sel melalui proses pembelahan dan pembesaran sel 

yaitu dengan mengetahui berat segar kalus (Asmono & Sari, 2016). Kalus 

tanaman insulin yang diperoleh dari tahap inisiasi disubkultur pada media 

perlakuan elisitor dengan berat yang sama pada setiap konsentrasi yaitu 0,1 

gram menggunakan neraca digital. Hal ini dilakukan dengan tujuan untuk 

mengetahui perubahan volume sel pada setiap perlakuan dengan pemberian 

elisitor CuSO4.5H2O. 

Berat segar kalus tanaman insulin tersebut diperoleh dengan 

menimbang kalus yang telah tumbuh pada media perlakuan setelah 

dilakukan subkultur dan masa inkubasi selama 15 hari. Data hasil rata-rata 

berat segar kalus dapat dilihat pada tabel 4.3 dibawah ini: 

Tabel 4.3 Hasil Berat Segar Kalus 

Perlakuan 
Rata-Rata ± Standar 

Deviasi (g) 

Nilai Uji Kruskal 

Wallis 

A 1,4439 ± 0,4093 

0,000 < 0,05 

B 0,3191 ± 0,2171 

C 0,1893 ± 0,0638 

D 0,1867 ± 0,0484 

E 0,1428 ± 0,0163 
       Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm 

     CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

 

Berdasarkan tabel 4.3 diatas diketahui bahwa rata-rata berat segar kalus 

insulin mengalami penurunan mulai dari konsentrasi terendah hingga 

konsentrasi tertinggi, walaupun demikian nilai berat segar yang diperoleh 
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pada semua perlakuan bertambah dari inokulum awal yaitu 0,1 gram. Pada 

perlakuan 0 ppm didapatkan berat segar sebesar 1,4439 gram, perlakuan 1 

ppm sebesar 0,3191 gram, perlakuan 3 ppm sebesar 0,1893 gram, 

perlakuan 5 ppm sebesar 0,1867 gram, dan perlakuan 7 ppm sebesar 0,1428 

gram. 

Data berat segar kalus tanaman insulin kemudian duiji secara statistik 

dan diperoleh hasil melalui uji normalitas bahwa data berat segar kalus 

tidak terdistribusi normal karena nilai signifikasi yang diperoleh kurang 

dari alfa yaitu (0,00 < 0,05). Karena data tersebut tidak terdistribusi normal 

maka dilanjutkan pada uji non parametrik yaitu uji Kruskall Wallis dan 

diperoleh nilai Asymp. Sig sebesar 0,00 yang berarti terdapat perbedaan 

berat segar kalus tanaman insulin karena nilai  p value  yang diperoleh 

kurang dari alfa (0,00 < 0,05), sehingga dilanjutkan dengan uji Mann-

Whitney untuk mengetahu perbedaan berat segar kalus yang signifikan. 

Hasil uji Mann-Whitney dapan dilihat pada tabel 4.4 dibawah ini: 

Tabel 4.4 Hasil Uji Mann-Whitney Berat Segar Kalus 

Perlakuan A B C D E 

A  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 

B   0,226 0,131 0,023* 

C    0,821 0,070 

D     0,151 

E      
               Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm         

CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O, 

*=Perbedaan signifikan antar kelompok berat segar kalus 

 

Berdasarkan tabel 4.4 diatas diketahui bahwa kelompok yang 

mengalami perbedaan yang signifikan yaitu kelompok kontrol dengan 1 
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ppm, kontrol dengan 3 ppm, kontrol dengan 5 ppm, dan kontrol dengan 7 

ppm dengan nilai Asym. Sig pada semua kelompok kurang dari aplha yaitu 

(0,000 < 0,05). Tidak hanya itu saja, pada perlakuan 1 ppm juga mengalami 

perbedaan yang signifikan dengan perlakuan 7 ppm dengan nilai Asym. Sig 

kurang dari alpha yaitu (0,023 < 0,05). Perbedaan signifikan yang terjadi 

tersebut diduga terjadi karena antar kelompok kontrol dengan kelompok 

lainnya terdapat perbedaan dalam susunan medianya, dimana pada kontrol 

tidak ada penambahan elisitor CuSO4.5H2O, sedangkan pada perlakuan 

lainnya terdapat penambahan elisitor dengan konsentrasi yang berbeda-

beda. 

Pada proses subkultur kalus, kelompok kontrol masih berada pada 

media yang sama seperti saat inisiasi, sedangkan pada kelompok lainnya 

berada pada media yang susunanya berbeda sehingga kalus masih berada 

dalam proses adaptasih media baru. Sutini et al. (2008) menyatakan bahwa 

ketika kalus beradaptasih dengan media baru maka pertumbuhan kalus 

tersebut akan menurun, dan pada saat itu sedang berlangsung fase lag 

menuju fase linier pertumbuhan sel, dimana pada fase ini pertumbuhan 

kalus mengalami perlambatan karena pembentukan metabolit sekunder 

mulai terjadi. 

Selain itu, pada perlakuan 1 ppm dan 7 ppm juga mengalami perbedaan 

yang signifikan juga. Hal tersebut diduga karena perbedaan konsentrasi 

elisitor CuSO4.5H2O yang ditambahka pada media subkultur. Mahmudah 
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(2018) menyatakan bahwa akibat adanya perbedaan susunan media dan 

tingkatan konsentrasi yang diberikan berpengaruh terhadap pertumbuhan 

kalus. Surya (2015) dalam Mahmudah (2018) menambahkan bahwa 

konsentrasi yang diberikan pada media akan menentukan efektifitas 

komponen media pada tanaman, dimana akan menimbulkan aktivitas yang 

berbeda karena konsentrasi yang berbeda tersebut. 

Susunan media yang paling optimal dalam menghasilkan berat segar 

kalus tanaman insulin tertinggi yaitu pada perlakuan kontrol (0 ppm) tanpa 

penambahan elisitor CuSO4.5H2O yang dapat dilihat pada gambar 4.3. 

Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Sutini et al. 

(2008) yang menghasilkan berat segar kalus Cammelia sinensis tertinggi 

pada pemberian elisitor Cu2+ konsentrasi 0 ppm yaitu 0,512 gram 

dibandingkan konsentrasi tinggi lainnya.  

 
Gambar 4.3 Grafik Rata-Rata Berat Segar Kalus 

(Sumber Pribadi, 2023) 
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Berdasarkan gambar 4.3 diatas diketahui bahwa rata-rata berat segar 

kalus tertinggi terjadi pada perlakuan kontrol (0 ppm) tanpa penambahan 

elisitor CuSO4.5H2O yaitu 1,44397 gram, sedangkan rata-rata berat segar 

kalus terendah terjadi pada perlakuan dengan konsentrasi CuSO4.5H2O 

tertinggi (7 ppm) yaitu 0,14282 gram. Hasil rata-rata yang diperoleh 

tersebut menunjukkan bahwa ada tidaknya elisitor CuSO4.5H2O dalam 

media kultur berpengaruh terhadap pertumbuhan kalus. 

Pada perlakuan kontrol, medianya tersusun atas zat pengatur tumbuh 

NAA 4 ppm + BAP 1,5 ppm sama seperti media perlakuan lainnya, hanya 

saja tanpa ada penambahan elisitor CuSO4.5H2O. Adanya zat pengatur 

tumbuh tersebut diduga menjadi penyebab bertambahnya berat kalus 

insulin. Azmi & Handrianti (2018) menyatakan bahwa pemberian zat 

pengatur tumbuh auksin (NAA) dan sitokinin (BAP) pada perbandingan 

yang tepat dapat menginisiasi pembelahan sel dan meningkatkan 

pertumbuhan serta pembesaran sel. Auksin dapat berpengaruh terhadap 

pertumbuhan kalus karena dapat menginduksi sekresi ion H+ keluar 

melalui dinding sel, dinding sel selanjutnya mengalami pengasaman dan 

menyebabkan K+ diambil sehingga mengurangi potensial air dalam sel 

yang menyebabkan air mudah masuk ke dalam sel sehingga sel membesar 

(Maftuchah & Joko, 1998). Sedangkan sitokini berperan dalam 

pembelahan dan sintesis protein, dimana sitokinin menyebabkan sel 
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berpoliferasi yang mengakibatkan kalus mengalami penambahan berat 

(Wattimena, 1991). 

Pada perlakuan dengan konsentrasi CuSO4.5H2O tertinggi (7 ppm) 

mengasilkan rata-rata berat segar kalus terendah diduga disebabkan karena 

kalus berada dalam fase pembentukan metabolit sekunder. Sutini et al. 

(2008) menyatakan bahwa lambatnya pertumbuhan kalus disebabkan 

karena masih berada di fase lag menuju fase linier pertumbuhan sel, dimana 

pada fase ini pembentukan metabolit sekunder pada kalus. 

Tidak hanya pada konsentrasi 7 ppm saja berat segar kalus lebih kecil 

daripada kontrol, tetapi pada perlakuan 1 ppm, 3 ppm, dan 5 ppm berat 

segar kalus mengalami penurunan dengan rata-rata berat segar kalus 

berurutan yaitu 0,31911 gram, 0,18939 gram, dan 0,18679 gram. Hasil 

rata-rata berat segar kalus tersebut menunjukkan bahwa semakin 

meningkatnya konsentrasi CuSO4.5H2O yang ditambahkan pada media, 

maka semakin menurun pula berat segar kalus. Penelitian serupa juga 

terjadi pada penelitian Zarad et al. (2021) dimana pada konsentrasi CuSO4 

dari terendah sampai tertinggi mengalami penurunan yaitu konsentrasi 2 

mg/l (1,29 gram), 5 mg/l (1,16 gram), dan konsentrasi 10 mg/l (1,07 gram). 

Menurunnya berat segar kalus pada setiap konsentrasi diduga 

disebabkan karena pemberian CuSO4.5H2O yang melebihi batas normal. 

George & Klerk (2008) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa 

konsentrasi tembaga yang tinggi dapat menjadi racun bagi sel tanaman. 
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Supriyantini et al. (2018) menambahkan bahwa semakin tinggi konsentrasi 

tembaga yang diberikan pada suatu media, maka pertumbuhan sel akan 

semakin rendah. 

Selain hal tersebut diatas, berat segar kalus juga dipengaruhi oleh 

tekstur kalus. Pada penelitian ini kalus pada perlakuan kontrol bertekstur 

remah, sedangkan perlakuan lainnya dengan penambahan elisitor 

bertekstur kompak. Tekstur kalus remah memiliki kandungan air yang 

cukup tinggi, dan mengalami pembelahan sel yang lebih cepat daripada 

kalus bertekstur kompak, hal itu terjadi karena kalus kompak mengalami 

lignifikasi sehingga bertekstur keras (Silvina et al., 2021). Pembelahan sel 

yang terjadi tersebut berhubungan dengan pertumbuhan kalus yaitu 

semakin cepat pembelahan sel maka pembesaran kalus juga akan 

meningkat (Jannah et al, 2021). 

Walaupun pada kelompok dengan penambahan elisitor CuSO4.5H2O 

berat segar kalus lebih rendah daripada kelompok kontrol, tetapi berat segar 

kalus insulin tersebut bertambah sejak awal subkultur yaitu dengan berat 

0,1 gram, terbukti pada perlakuan 1, 3, 5, dan 7 ppm rata-rata nilai berat 

segar kslus tersebut melebihi 0,1 gram. Oleh karena itu, dapat dikatakan 

bahwa adanya elisitor CuSO4.5H2O juga berpengaruh terhadap 

meningkatnya berat segar kalus dari awal subkultur. Peristiwa ini setara 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Sutini et al. (2008) dimana berat 

segar kalus Camellia sinensis mengalami penambahan sejak awal 
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subkultur sebanyak 0,5 gram menjadi 0,503 gram pada konsentrasi  Cu 1 

ppm, 0,501 gram pada konsentrasi 5 ppm, dan 0,506 gram pada konsentrasi 

10 ppm. 

Bertambahnya berat segar kalus tersebut membuktikan bahwa 

pemberian elisitor tembaga (Cu) pada medium perlakuan menunjukkan 

adanya pembelahan sel. Hal ini berkaitan dengan peran Cu sebagai katalis 

dalam tubuh tumbuhan, penyusun enzim (polifenol, oksidase, dan asam 

aksorbat oksidase), serta penyusun plastosianin yang maerupakan bagian 

terpenting dalam sistem transpor elektron pada fotosintesis, sehingga 

proses fotosintesis meningkat diikuti dengan meningkatnya pembelahan 

sel (Jannah et al., 22016). 

4.1.4 Berat Kering Kalus 

Pertumbuhan kalus selain dipengaruhi oleh berat segar kalus juga 

dipengaruhi oleh berat kering kalus. Berat kering kalus diperoleh dengan 

cara menimbang kalus yang telah dikeringkan menggunakan oven selama 

24 jam pada suhu 50oC hingga tidak ada kandungan air didalamnya. Kalus 

dikeringkan dengan tujuan agar aktivitas metabolisme yang ada didalam 

sampel terhenti. Berat kering kalus ini, berbeda dengan berat segar kalus 

yang masih dipengaruhi oleh aktivitas metabolisme yang menyebbakan 

kesulitan dalam pengukuran berat yang konstan (Sitompul & Guritno, 

1995; 2021). Data hasil rata-rata berat kering kalus dapat dilihat pada tabel 

4.5 dibawah ini. 
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Tabel 4.5 Hasil Berat Kering Kalus 

Perlakuan 
Rata-Rata ± Standar 

Deviasi (g) 
Nilai Uji Anova 

A 0,0574 ± 0,0148 

0,001< 0,05 

B 0,0215 ± 0,0122 

C 0,0204 ± 0,0076 

D 0,0203 ± 0,0052 

E 0,0181 ± 0,0021 
       Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm  

               CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

Berdasarkan tabel 4.5 diatas diketahui bahwa rata-rata berat kering 

kalus insulin pada perlakuan 0 ppm didapatkan berat kering sebesar 0,0574 

gram, perlakuan 1 ppm sebesar 0,0215 gram, perlakuan 3 ppm sebesar 

0,0204 gram, perlakuan 5 ppm sebesar 0,0203 gram, dan perlakuan 7 ppm 

sebesar 0,181 gram. 

Data berat kering kalus tanaman insulin kemudian duiji secara statistik 

dan diperoleh hasil melalui uji normalitas bahwa data berat kering kalus 

terdistribusi normal karena nilai signifikasi yang diperoleh dari semua 

perlakuan melebihi dari nilai alpha (0,05), sehingga dilanjutkan pada uji 

Anova. Berdasarkan uji Anova nilai sig yang diperoleh kurang dari alpha 

yaitu (0,001 < 0,05), artinya terdapat perbedaan rata-rata berat kering kalus 

antar kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan lainnya. Oleh karena 

itu harus dilanjutkan pada uji Post Hoc untuk mengetahui kelompok mana 

saja yang mengalami perbedaan yang signifikan. Hasil uji Post Hoc dapant 

dilihat pada tabel 4.6 dibawah ini: 
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Tabel 4.6 Hasil Uji Post Hoc Berat Kering Kalus 

Perlakuan Rata-Rata ± Standar Deviasi P value Anova 

A 0,0574 ± 0,0148abcd  

B 0,0215 ± 0,0122a  

C 0,0204 ± 0,0076b 0,0001 

D 0,0203 ± 0,0052c  

E 0,0181 ± 0,0021d  
              Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm         

CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O, 

abcd= Perbedaan signifikan antar kelompok berat kering kalus 

 

 

Berdasarkan tabel diatas diketahui bahwa kelompok yang mengalami 

perbedaan yang signifikan yaitu kelompok kontrol dengan 1 ppm, kontrol 

dengan 3 ppm, kontrol dengan 5 ppm, dan kontrol dengan 7 ppm dengan 

nilai Asym. Sig pada semua kelompok kurang dari aplha yaitu (0,000 < 

0,05). Perbedaan yang signifikan tersebut diduga karena dipengaruhi oleh 

berat kering kalus yang dihasilkan pada kultur kalus tanaman insulin, dan 

jenis media kultur. Setiawati et at. (2021) dalam penelitiannya menyatakan 

bahwa berat kering kalus dipengaruhi oleh kecepatan sel-sel membelah 

diri, memperbanyak diri dan kemudian sel mengalami pembesaran. 

Sedangkan kecepatan sel-sel itu sendiri dipengaruhi oleh jenis tumbuhan, 

susunan media pertumbuhan, ketersediaan unsur hara mikro atau makro, 

karbohidrat, adanya bahan tambahan seperti elisitor, serta faktor lain 

seperti cahaya, suhu, dan pH media (Gunawan, 1994). 

Sama halnya seperti berat segar kalus, susunan media yang paling 

optimal dalam menghasilkan berat kering kalus tanaman insulin tertinggi 
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yaitu pada perlakuan kontrol (0 ppm) tanpa penambahan elisitor 

CuSO4.5H2O yang dapat dilihat pada gambar 4.4.  

Gambar 4.4 Grafik Rata-Rata Berat Kering Kalus 

(Sumber Pribadi, 2023) 

 

Berdasarkan gambar 4.4 diatas diketahui bahwa rata-rata berat kering 

kalus tertinggi terjadi pada perlakuan kontrol (0 ppm) tanpa penambahan 

elisitor CuSO4.5H2O yaitu 0,0574 gram, sedangkan rata-rata berat segar 

kalus terendah terjadi pada perlakuan dengan konsentrasi CuSO4.5H2O 

tertinggi (7 ppm) yaitu 0,01818 gram. Berat kering dan berat basah kalus 

dalam penelitian ini memiliki korelasi. Nilai rata-rata berat segar kalus 

yang tertinggi juga menghasilkan rata-rata berat kering kalus yang tinggi 

pula. Begitupun sebaliknya, Nilai rata-rata berat segar kalus yang terendah 

juga menghasilkan rata-rata berat kering kalus yang rendah pula. 

Hal tersebut selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Jannah et al. 

(2016) yang menghasilkan berat segar dan berat kering kalus saling 

berkolerasi, dimana tertinggi yaitu 1,0124 gram dari berat segar, dan 
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0,7682 gram dari berat kering. Sedangkan terendah yaitu 0,1944 gram dari 

berat segar, dan 0,7388 gram dari berat kering. Hardiyanto et al. (2004) 

juga menambahkan bahwa berat segar dan berat kering kalus merupakan 2 

faktor yang berhubungan/berkorelasi positif.  

4.2 Pengaruh Pemberian Variasi Elisitor CuSO4.5H2O Terhadap Produksi 

Flavonoid dan Fenolik Total 

4.2.1 Flavonoid 

Salah satu jenis metabolit sekunder yang ditemukan pada tanaman 

insulin adalah flavonoid. Flavonoid termasuk senyawa fenol yamg 

keberadaan ditemukan paling besar di alam yang memiliki kemampuan 

sebagai antioksidan dan mempunyai bioaktifitas sebagai obat 

(Tehubijuluw et al., 2018). Flavonol merupakan salah satu jenis flavonoid 

yang paling banyak ditemukan pada tumbuhan. Flavonol sendiri terdiri dari 

kuersetin, kaemferol, dan mirisetin. Kuersetin merupakan komponen 

terbanyak yang ditemukan pada suatu tanaman (Vifta et al., 2021).  

Pada penelitian ini untuk mengetahui kandungan flavonoid pada 

tanaman insulin dilakukan ekstraksi pada kalus yang didapat dengan 

menggunakan metode maserasi. Maserasi merupakan salah satu metode 

ekstraksi yang dilakukan dengan cara merendam sampel menggunakan 

pelarut pada temperatur ruangan. Sampel tumbuhan akan mengalami 

pemecahan dinding sel dan membran sel ketika proses perendaman 

berlangsung akibat perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel, 
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sehingga metabolit sekunder yang ada didalam sitoplasma dapat terlarut 

dalam pelarut (Handayani & Nurcahyanti, 2015). 

Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi tersebut yaitu pelarut 

metanol. Penggunakan metanol sebagai pelarut dalam penelitian ini yaitu 

karena metanol merupakan pelarut yang mampu melarutkan senyawa baik 

yang bersifar polar ataupun non polar, seperti flavonoid, alkaloid, steroid, 

dan saponin sehingga dapat menarik lebih senyawa kimia dalam tanaman 

(Surahmaida & Umarudin (2019). Ekstrak yang didapat pada proses 

maserasi selanjutnya dipartisis menggunakan n-heksana. n-heksana 

merupakan senyawa yang bersifat non polar sehingga dapat menarik 

senyawa-senyawa yang juga bersifat non polar, sebab flavonoid yang akan 

diuji merupakan senyawa polar (Rahayu et al., 2015). Selain dipartisi 

dengan n-heksana, ekstrak juga selanjutnya dipartisi dengan menggunakan 

etil asetat dengan tujuan untuk menyari senyawa flavonoid, karena etil 

asetat merupakan penyari yang dapat menyari senyawa-senyawa yang 

mempunyai aktivitas antibakteri seperti flavonoid dan fenolik dalam 

konsentrasi yang besar (Indarto et al., 2019). 

Senyawa flavonoid pada kalus tanaman insulin diukur dengan 

menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan alasan karena flavonoid 

mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi sehingga menunjukkan 

pita serapan kuat pada daerah spektrum sinar ultraviolet dan spektrum sinar 

tampak (Aminah et al., 2017). Larutan standar yang digunakan dalam 

penelitian yaitu larutan standar kuersetin dengan beberapa deret 
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konsentrasi. Penggunakan kuersetin sebagai larutan standar yaitu karena 

kuersetin mempunyai karakteristik yang sama dengan flavonoid, 

penyebarannya pada tanaman merupakan yang paling luas, kuersetin dan 

glikosidanya berada dalam jumlah sekitar 60-70% dari flavonoid, serta 

kuersetin juga merupakan salah satu senyawa golongan flavonoid yang 

dapat bereaksi dengan AlCl3 membentuk kompleks (Vifta et al., 2021; 

Silvia et al., 2022). 

Berdasarkan hasil spektrofotometer UV-Vis diperoleh nilai absorbansi 

larutan standar kuersetin pada masing-masing konsentrasi, dan didapatkan 

kurva kalibrasi dari perolehan nilai absorbansi tersebut (gambar 4.5). 

Perbandingan antara konsentrasi dengan nilai absorban disebut dengan 

kurva kalibrasi. Nilai absorban akan semakin besar ketika konsentrasi 

larutan juga semakin besar (Pratiwi et al., 2020). 

  

Gambar 4.5 Kurva Larutan Standar Kuersetin Pada Panjang Gelombang 514 nm 

(Sumber Pribadi, 2023) 

 

Berdasarkan gambar 4.5 diketahui bahwa kurva kalibrasi pada panjang 

gelombang 514 nm memiliki persamaan regresi untuk absorbansi kuersetin 
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pada deret konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 pmm yaitu Y = 0,007X + 

0,345. Konsentrasi senyawa kuersetin pada kalus dapat diketahui melalui 

persamaan tersebut dengan memasukkan nilai absorbansi sampel pada 

variabel y, sehingga didapatkan nilai x yang merupakan jumlah konsentrasi 

kuersetin dalam ekstrak kalus tanaman insulin. Kadar konsentrasi 

flavonoid kalus tanaman insulin dapat dilihat pada tabel 4.7 berikut: 

Tabel 4.7 Kadar Konsentrasi Flavonoid Kultur Kalus Insulin 

Konsentrasi 

CuSO4.5H2O (ppm) 

Konsentrasi 

Flavonoid (mg/L) 

Rata-Rata Konsentrasi 

Flavonoid (mg/L) 

A 
117,714 

104,857 
92 

B 
142,571 

139,428 
136,285 

C 
56,285 

55,642 
55 

D 
31,714 

46,214 
60,714 

E 
42 

42,428 
42,857 

Daun tanaman induk 
136,428 

135,642 
134,857 

Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm         

  CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

Berdasarkan tabel 4.7 diatas dapat diketahui bahwa rata-rata konsentrasi 

flavonoid kalus tanaman insulin pada perlakuan 0 ppm (tidak ada 

penambahan elisitor) yaitu sebesar 104,857 mg/L, perlakuan 1 ppm yaitu 

139,428 mg/L, perlakuan 3 ppm yaitu 55,642 mg/L, perlakuan 5 ppm yaitu 

46,214 mg/L, dan perlakuan 7 ppm yaitu 42,428 mg/L. Berdasarkan nilai 

yang diperoleh tersebut dapat dikatakan bahwa penambahan elisitor 

CuSO4.5H2O dapat meningkatkan kandungan flavonoid pada tanaman, hal 
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tersebut terbukti pada perlakuan 1 ppm dimana nilai yang diperoleh lebih 

besar daripada perlakuan kontrol maupun pada daun segar tanaman induk 

yaitu 104,857 mg/L pada perlakuan kontrol, dan 135,642 mg/L pada 

tanaman induknya. Hal ini sesuai dengan penelitian Faizah (2018), dimana 

kandungan flavonoid pada kultur akar tanaman sambung nyawa lebih 

tinggi yaitu 4,9906 mg/L dibandingan dengan perlakuan kontrol yaitu 

0,3763 mg/L. Berdasarkan uraian tersebut dapat dikatakan bahwa proses 

kultur jaringan dengan penambahan elisitor Cu dapat meningkatkan 

kandungan metabolit sekunder dibandingkan dengan daun segar dan 

perlakuan kontrol. 

Keberadaan Cu berperan dalam meningkatkan metabolit sekunder 

karena Cu berperan sebagai elisitor. Elisitor dapat mengaktifkan gen dalam 

tumbuhan yang akan mengkode enzim yang diperlukan untuk sintesis 

fitoaleksin dan meningkatkan berbagai metabolit sekunder dan enzim lain. 

Selain itu, penambahan elisitor pada kultur kalus dan kultur sel dapat 

menginduksi senyawa metabolit sekunder yang bukan fitoaleksin 

(Habibah, 2009). Penggunaan elisitor Cu untuk memproduksi metabolit 

sekunder juga diduga berhubungan dengan DNA yang terdapat pada inti 

sel tumbuhan dengan cara masuknya elisitor kedalam sel melalui reseptor 

yang terdapat pada membran sel yang kemudian dihantarkan kedalam 

sistem messenger intracellular melalui aktivasi fosfolipase dalam sel 

kemudian elisitor dapat mengubah ekspresi gen yang dapat mengaktifkan 

trnaskripsi gen-gen untuk biosintesa metabolit sekunder (Sholikhah, 2014). 
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Tembaga (Cu) juga merupakan salah satu logam berat yang esensial 

bagi pertumbuhan tanaman tetapi dapat juga menjadi cekaman abiotik yang 

menginduksi pembentukan spesies oksigen relatif (ROS). Pada tanaman, 

produksi ROS dapat menyebabkan tanaman mengaktifkan mekanisme 

pertahanan tanaman seperti memproduksi flavonoid sebagai antioksidan 

(Ferreyra & Casati, 2012). Penambahan elisitor Cu dilaporkan dapat 

meningkatkan metabolt sekunder seperti katekin pada kalus teh 

(Cammellia sinensis L.) (Retnaningati et al., 2019), asam fenolat pada 

kultur pucuk Artemisia annua (Darki et al., 2019), bacoside dalam kultur 

pucuk Bacopa monnieri (Sharma et al., 2015), serta stigmaserol dan 

sitosterol dalam kultur kalus purwoceng (Pimpinella alpine Molk.) (Sahin 

et al., 2017). 

Berbeda halnya dengan penambahan elisitor pada konsentrasi tinggi 

yaitu 3, 5, dan 7 ppm menghasilkan rata-rata metabolit sekunder yang 

cukup rendah yaitu 55,642 mg/L, 46,214 mg/L, dan 42,428 mg/L secara 

berurutan dibandingkan dengan perlakuan kontrol yaitu 104,857 mg/L. 

Berdasarkan hasil tersebut dapat dikatakan bahwa semakin meningkatnya 

konsentrasi elisitor yang ditambahkan kedalam media kultur maka 

senyawa flavonoid yang dihasilkan semakin menurun. Penurunan tersebut 

diduga terjadi karena konsentrasi elisitor pada media kultur melebihi batas 

optimum. Retnaningati et al. (2021) menyatakan bahwa terhambatnya 

produksi senyawa metabolit terjadi seiring dengan menurunnya produksi 

biomassa yang akan berefek pada menurunnya induksi enzim 
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phenylalanine ammonia lyase (PAL) karena elisitor yang diberikan terlalu 

banyak. Selain itu, turunnya kandungan flavonoid total pada kalus tanaman 

insulin juga disebabkan karena adanya akumulasi CuSO4 sehingga 

menciptakan kondisi stress tanaman. Tembaga (Cu) merupakan 

mikronutrient yang penting untuk perkembangan tanaman dan menjadi 

kofaktor enzim dalam berbagai proses fisiologis (Chung et al., 2019). 

Tetapi Cu dalam konsentrasi yang tinggi memberikan efek toksik bagi 

tanaman (Nilamasari & Rachmadiarti, 2019). Menurunnya kadar flavonoid 

akibat pemberian konsentrasi tinggi CuSO4  selaras dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Faizah (2018) yang menghasilkan kadar flavonoid rendah 

yaitu 0,7068 mg/L pada pemberian konsentrasi tinggi CuSO4 dibandingkan 

pada konsentrasi rendah yaitu 4,9906 mg/L. 

Sedangkan pada perlakuan kontrol, lebih tingginya kadar flavonoid 

total dibandingkan pada perlakuan konsentrasi tinggi diduga disebabkan 

karena pengaruh zat pengatur tumbuh. ZPT yang digunakan pada semua 

perlakuan sama yaitu NAA 4 ppm + BAP 1,5 ppm, hanya saja pada 

perlakuan kontrol tidak ditambahkan elisitor (0 ppm). Interaksi antara 

NAA dan BAP dapat mempengaruhi produksi metabolit sekunder karena 

zat pengatur tumbuh tersebut melalui kerja enzim dapat menyebabkan 

perubahan fisiologi dan biokimia. Zat pengatur tumbuh berperan dalam 

pengikatan membran protein yang berperan dalam aktivitas enzim. Hasil 

pengikatan tersebut akan mengaktifkan enzim dan mengubah substrat 

menjadi beberapa produk baru. Produk-produk tersebut mengakibatkan 
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terjadinya reaksi-reaksi sekunder seperti pembentukan metabolit sekunder 

(Wardani et al., 2004; Mahmudah, 2021). 

Apabila dibandingan dengan kadar flavonoid pada daun tanaman induk, 

perlakuan kontrol dan perlakuan dengan konsentrasi CuSO4.5H2O yang 

tinggi (3, 5, 7 ppm) kadar total flavonoidnya lebih rendah. Kejadian 

tersebut sebanding dengan penelitian yang dilakukan oleh Faizah (2018) 

yang menghasilkan kadar flavonoid total tertinggi pada akar tanaman 

induknya yaitu sebesar 84002 mg/L dibandingkan dengan perlakuan 

kontrol dan penambahan elisitor CuSO4.5H2O. 

Hal tersebut diduga terjadi karena kurang tepatnya waktu dan lama 

penambahan elisitor. Menurut Pandiangan (2011) menyatakan bahwa 

penggunaan elisitor untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder 

secara optimal dipengaruhi oleh konsentrasi elisitor, waktu penambahan 

elisitor, dan pertumbuhan sel dalam kultur. Penambahan elisitor dalam 

kultur jaringan hingga mencapai dosis tertentu mampu mempengaruhi 

akumulasi senyawa metabolit sekunder. Hal ini disebabkan karena elisitor 

dapat berfungsi sebagai pemicu terhadap aktivitas enzim, dan membran sel 

sehingga berpengaruh terhadap metabolisme, hasil metabolisme, dan 

pertumbuhan sel. Sehingga perlu diketahui waktu dan lama penambahan 

elisitor yang optimal untuk mengetahui produksi fenolik yang optimum 

pada kultur kalus insulin. 
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4.2.2 Fenolik 

Senyawa metabolit sekunder pada tanaman insulin selain dari jenis 

flavonoid terdapat juga senyawa fenolik. Fenolik merupakan senyawa yang 

memiliki gugu hidroksil dan paling banyak terdapat pada tanaman 

khususnya tanaman yang memiliki senyawa aromatik yang memiliki 

karateristik struktur benzen dan hidroksil (Diniyah & Lee, 2020; Hakim, 

2020). Golongan senyawa fenolik yang terkandung pada daun T. 

diversifolia yaitu fenol dan polifenol (Odeyemi et al., 2014; Solfaine et al., 

2021). Fenolik juga merupakan senyawa metabolit sekunder bioaktif yang 

memiliki kemampuan sebagai antioksidan, antikarsinogenik, antimikroba, 

dan sebagainya (Diniyah & Lee, 2020). 

Pada penelitian ini untuk mengetahui kandungan fenolik pada tanaman 

insulin dilakukan hal yang sama seperti pada uji flavonoid yaitu 

mengekstraksi kalus yang didapat dengan menggunakan metode maserasi. 

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang dilakukan dengan 

cara merendam sampel menggunakan pelarut pada temperatur ruangan. 

Sampel tumbuhan akan mengalami pemecahan dinding sel dan membran 

sel ketika proses perendaman berlangsung akibat perbedaan tekanan antara 

didalam dan diluar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada didalam 

sitoplasma dapat terlarut dalam pelarut (Handayani & Nurcahyanti, 2015). 

Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi tersebut yaitu pelarut 

metanol. Penggunakan metanol sebagai pelarut dalam penelitian ini yaitu 

karena metanol merupakan pelarut yang mampu melarutkan senyawa baik 
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yang bersifar polar ataupun non polar, seperti fenolik, flavonoid, alkaloid, 

steroid, dan saponin sehingga dapat menarik lebih senyawa kimia dalam 

tanaman (Surahmaida & Umarudin (2019). Ekstrak yang didapat pada 

proses maserasi selanjutnya dipartisis menggunakan n-heksana. n-heksana 

merupakan senyawa yang bersifat non polar sehingga dapat menarik 

senyawa-senyawa yang juga bersifat non polar, sebab fenolik yang akan 

diuji merupakan senyawa polar (Rahayu et al., 2015). Selain dipartisi 

dengan n-heksana, ekstrak juga selanjutnya dipartisi dengan menggunakan 

etil asetat dengan tujuan untuk menyari senyawa fenolik, karena etil asetat 

merupakan penyari yang dapat menyari senyawa-senyawa yang 

mempunyai aktivitas antibakteri seperti flavonoid dan fenolik dalam 

konsentrasi yang besar (Indarto et al., 2019). 

Senyawa fenolik pada kalus tanaman insulin diukur dengan 

menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan alasan karena 

fenolikmengandung sistem aromatik yang terkonjugasi sehingga 

menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum sinar ultraviolet dan 

spektrum sinar tampak (Aminah et al., 2017). Larutan standar yang 

digunakan dalam penelitian yaitu larutan standar asam galat dengan 

beberapa deret konsentrasi. Penggunakan asam galat sebagai larutan 

standar yaitu karena asam galat merupakan senyawa alami dan stabil. 

Menurut Ahmad et al, (2015) asam galat merupakan senyawa turunan dari 

asam hidroksibenzoat yang tergolong asam fenol sederhana dan bersifat 

stabil. 
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Berdasarkan hasil spektrofotometer UV-Vis diperoleh nilai absorbansi 

larutan standar kuersetin pada masing-masing konsentrasi, dan didapatkan 

kurva kalibrasi dari perolehan nilai absorbansi tersebut (gambar 4.6). 

Perbandingan antara konsentrasi dengan nilai absorban disebut dengan 

kurva kalibrasi. Nilai absorban akan semakin besar ketika konsentrasi 

larutan juga semakin besar (Pratiwi et al., 2020). 

 

Gambar 4.6 Kurva Larutan Standar Asam Galat Pada Panjang Gelombang 

760 nm 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

 

Berdasarkan gambar 4.6 diketahui bahwa kurva kalibrasi pada panjang 

gelombang 760 nm memiliki persamaan regresi untuk absorbansi asam 

galat pada deret konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 pmm yaitu Y = 0,024X 

+ 1,208. Konsentrasi senyawa asam galat pada kalus dapat diketahui 

melalui persamaan tersebut dengan memasukkan nilai absorbansi sampel 

pada variabel y, sehingga didapatkan nilai x yang merupakan jumlah 

konsentrasi asam galat dalam ekstrak kalus tanaman insulin. Kadar 
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konsentrasi fenolik kalus tanaman insulin dapat dilihat pada tabel 4.8 

berikut: 

Tabel 4.8 Kadar Konsentrasi Fenolik Kultur Kalus Insulin 

Konsentrasi 

CuSO4.5H2O (ppm) 

Konsentrasi 

Fenolik (mg/ml) 

Rata-Rata Konsentrasi 

Fenolik (mg/L) 

A 
51,583 

48,354 
45,125 

B 
78,125 

77,687 
77,25 

C 
58,041 

54,749 
51,458 

D 
53,666 

53,499 
53,333 

E 
50,791 

50,895 
51 

Daun tanaman induk 
80,625 

79,541 
78,458 

Keterangan: A= 0 ppm CuSO4.5H2O, B= 1 ppm CuSO4.5H2O, C= 3 ppm         

  CuSO4.5H2O, D= 5 ppm CuSO4.5H2O, E= 7 ppm CuSO4.5H2O 

 

Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui bahwa rata-rata konsentrasi 

fenolik kalus tanaman insulin pada perlakuan 0 ppm (tidak ada 

penambahan elisitor) yaitu sebesar 48,354 mg/L, perlakuan 1 ppm yaitu 

77,687 mg/L, perlakuan 3 ppm yaitu 54,749 mg/L, perlakuan 5 ppm yaitu 

53,499 mg/L, dan perlakuan 7 ppm yaitu 50,895 mg/L. Berdasarkan nilai 

yang diperoleh tersebut dapat dikatakan bahwa penambahan elisitor 

CuSO4.5H2O dapat meningkatkan kandungan fenolik pada tanaman, hal 

tersebut terbukti pada semua perlakuan nilai yang diperoleh lebih besar 

daripada perlakuan kontrol. Hal ini sesuai dengan penilitian yang dilakukan 

oleh Zarad et al. (2021) yang mengasilkan kadar fenolik total kultur kalus 

Artemisia annua lebih tinggi pada konsentrasi CuSO4 2 mg/L yaitu 8,75 
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mg/gr daripada perlakuan kontrolnya yaitu 6,66 mg/L. Penggunaan CuSO4 

dalam konsentrasi tinggi untuk analisis kandungan fenolik juga dilakukan 

oleh Darki et al. (2019) yang menghasilkan kadar fenolik total yaitu 2,5 

mg/gr dari perlakuan kontrol 1,7 mg/gr. 

Adanya Tembaga (Cu) dalam hal ini berperan untuk meningkatkan 

metabolit sekunder karena Cu berperan sebagai elisitor. Elisitor dapat 

mengaktifkan gen dalam tumbuhan yang akan mengkode enzim yang 

diperlukan untuk sintesis fitoaleksin dan meningkatkan berbagai metabolit 

sekunder dan enzim lain. Selain itu, penambahan elisitor pada kultur kalus 

dan kultur sel dapat menginduksi senyawa metabolit sekunder yang bukan 

fitoaleksin (Habibah, 2009). Penggunaan elisitor Cu untuk memproduksi 

metabolit sekunder juga diduga berhubungan dengan DNA yang terdapat 

pada inti sel tumbuhan dengan cara masuknya elisitor kedalam sel melalui 

reseptor yang terdapat pada membran sel yang kemudian dihantarkan 

kedalam sistem messenger intracellular melalui aktivasi fosfolipase dalam 

sel kemudian elisitor dapat mengubah ekspresi gen yang dapat 

mengaktifkan trnaskripsi gen-gen untuk biosintesa metabolit sekunder 

(Sholikhah, 2014). 

Selain dipengaruhi oleh elisitor, kadar fenolik total kultur kalus juga 

dipengaruhi oleh tekstur kalus yang dihasilkan. Tekstur kalus yang 

dihasilkan pada penelitian ini yaitu bertekstur kompak pada kalus yang 

ditambahkan elisitor, dan bertekstur remah pada perlakuan kontrol. Kalus 

yang bertekstur kompak tersebut menghasilkan senyawa metabolit 
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sekunder yang lebih tinggi. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan 

Manuhara (2001) yang menyatakan bahwa kalus yang memiliki tekstur 

kompak dan intermediet akan menghasilkan kandungan metabolit 

sekunder yang lebih tinggi daripada kalus yang bertekstur remah. 

Meningkatnya kandungan senyawa metabolit pada kalus kompak tersebut 

disebabkan karena kalus mengalami perhambatan pertumbuhan sebab 

masih berada dalam fase stasioner, sedangkan kalus yang bertekstur remah 

memiliki masa pembelahan sel lebih cepat sehingga produksi metabolit 

sekundernya menurun (Mahmudah, 2018). 

Walaupun pada konsentrasi tinggi CuSO4.5H2O menghasilkan kadar 

fenol yang tinggi dibandingkan dengan kontrol, tetapi kandungan fenolik 

kultur kalus masih lebih rendah dibandingkan dengan daun tanaman induk 

yaitu 79,541 mg/L dari perlakuan dengan konsentrasi fenol tertinggi yaitu 

77,687 mg/L. Hal ini diduga terjadi karena kurang tepatnya waktu dan lama 

penambahan elisitor. Menurut Pandiangan (2011) menyatakan bahwa 

penggunaan elisitor untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder 

secara optimal dipengaruhi oleh konsentrasi elisitor, waktu penambahan 

elisitor, dan pertumbuhan sel dalam kultur. Penambahan elisitor dalam 

kultur jaringan hingga mencapai dosis tertentu mampu mempengaruhi 

akumulasi senyawa metabolit sekunder. Hal ini disebabkan karena elisitor 

dapat berfungsi sebagai pemicu terhadap aktivitas enzim, dan membran sel 

sehingga berpengaruh terhadap metabolisme, hasil metabolisme, dan 

pertumbuhan sel. Sehingga perlu diketahui waktu dan lama penambahan 
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elisitor yang optimal untuk mengetahui produksi fenolik yang optimum 

pada kultur kalus insulin. 

Pada penelitian ini elisitor CuSO4.5H2O yang digunakan terdiri dari 

konsentrasi yang berbeda-beda dan menghasilkan kalus serta senyawa 

metabolit sekunder yang berbeda-beda pula. Sebagaimana firman Allah 

SWT dalam al-Qur’an surah Al-Qamar ayat 49 yang berbunyi:  

 انَّا كُلَّ شَيْءٍ خَلَقْنٰهُ بِقدَرٍَ 

Artinya:” Sesunguhnya Kami menciptakan sesuatu menurut ukuran.” 

Dalam kitab tafsir Jalalain, kalimat بقدر خلقنه” Kami menciptakannya 

menurut ukuran”, yang dimaksud dalam kalimat tersebut yaitu sesuai 

dengan taqdir (As-Suyuthi, 2010). Menurut Al-Sheikh (1994) dalam kitab 

tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Dia (Allah SWT) menetapkan suatu 

ukuran dan memberikan petunjuk terhadap semua makhluk hidup kepada 

ketetapan tersebut. Selain itu, kata قدر memiliki makna ketentuan, dari segi 

bahasa kata tersebut memiliki makna kadar tertentu yang tidak bertambah 

atau berkurang. Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT menetapkan 

segala sesuatu termasuk ketentuan dan sistem yang ditetapkan tidak hanya 

terbatas pada salah satu aspek saja. Sesungguhnya Allah SWT menciptakan 

segala sesuatu untuk memberi potensi yang sesuai dengan ukuran yang 

cukup yang bertujuan untuk mempertahankan satu keseimbangan (Shihab, 

2003). 

Ayat tersebut terdapat keterkaitan dengan penelitian dimana banyaknya 

konsentrasi elisitor yang efektif dalam produksi metabolit sekunder kultur 
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kalus insulin yaitu pada konsentrasi 1 ppm menghasilkan kadar total 

flavonoid dan fenolik tertinggi dibandingkan dengan konsentrasi yang lain. 

Hal tersebut membuktikan bahwa Allah SWT memiliki kekuasaan yang 

luar biasa. Tanaman insulin mampu tumbuh dalam lingkungan yang 

berbeda dari habitat aslinya yaitu kultur jaringan. Eksplan dari tanaman 

insulin dapat tumbuh membentuk kalus pada media yang tepat sehingga 

menghasilkan senyawa metabolit yang tinggi yang memiliki banyak 

manfaat. Berdasarkan hal tersebut kita dapat mengambil pelajaran bahwa 

Allah SWT telah mengatur semuanya sesuai dengan kehendak dan 

kekuasaan-Nya. 

Hasil uji kandungan flavonoid dan fenolik menunjukkan bahwa kalus 

tanaman insulin menghasilkan kadar flavonoid tertinggi yaitu 139,428 

mg/ml, dan kadar fenolik tertinggi 77,687 mg/ml. Kedua senyawa tersebut 

memiliki banyak manfaat dalam kesehatan, misalnya flavonoid memiliki 

manfaat sebagai antibiotik, mencegah keropos tulang, melindungi struktur 

sel, dan meningkatkan efektifitas vitamin C (Ladeska et al., 2019). 

Sedangkan fenolik memiliki manfaat sebagai antioksidan, mencegah 

beberapa gangguan penyakit seperti diabetes, kanker, dan disfungsi otak 

(Gard et al., 2016). Hadits riwayat Imam Muslim dari Jabir bin Abdillah 

bahwa Nabi Muhammad SAW bersabda: 

حَدَّثنََا هَارُونُ بْ نُ مَعْرُوفٍ وَأبَوُ الطَّاهِرِ وَأحَْمَدُ بْنُ عِيسَى قَالوُا حَدَّثنََا ابْنُ وَهْبٍ 

بيَْرِ عَنْ جَابرٍِ  و وَهُوَ ابْنُ الْحَارِثِ عَنْ عَبْدِ رَب ِهِ بْنِ سَعِيدٍ عَنْ أبَِي الزُّ أخَْبرََنِي عَمْر 
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عَنْ رَسُوِ  اللَّهِ صَلَّى اللَّهُ عَليَْهِ وَسَلَّمَ أَ نَّهُ قَاَ  لِكُل ِ داَءٍ دوََاء  فَإذِاَ أصُِيبَ دوََاءُ الدَّاءِ 

 برََأَ بِإذِْنِ اللَّهِ عَزَّ وَجَلَّ 

Artinya: “Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma'ruf dan Abu Ath 

Thahir serta Ahmad bin 'Isa mereka berkata, telah menceritakan kepada 

kami Ibnu Wahb, telah mengabarkan kepadaku 'Amru yaitu Ibnu Al Harits 

dari 'Abdu Rabbih bin Sa'id dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah 

 beliau bersabda, "Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan obat ,صلى الله عليه وسلم

yang tepat untuk suatu penyakit, maka akan sembuhlah penyakit itu dengan 

izin Allah 'Azza wa Jalla.” (HR. Muslim no. 2204). 

Berdasarkan hadits diatas diatas dijelaskan bahwa Allah yang 

menciptakan penyakit dan Allah pula yang menciptakan obat atas penyakit 

tersebut, kemudian Allah menyembuhkan manusia yang sakit tersebut atas 

kehendak-Nya. Setiap yang Allah ciptakan didunia ini pasti ada 

hikmahnya, seperti halnya dengan tumbuhan yang Allah ciptakan memiliki 

banyak manfaat khususnya sebagai obat. Manusia dapat memanfaatkan 

tanaman tersebut sebagai obat, sebagaimana pada penelitian ini digunakan 

tanaman insulin yang memiliki berbagai manfaat untuk digunakan sebagai 

obat tradisional seperti diabetes, malaria, diare, sakit tenggorokan, nyeri 

haid, dan peradangan (Tona, et al., 2000; Chunudom et al., 2019). Sungguh 

Allah SWT berkuasa menciptakan dan menumbuhkan tumbuh-tumbuhan 

dengan sempurna. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa: 

1. Berbagai konsentrasi elisitor CuSO4.5H2O memiliki pengaruh yang signifikan 

pada pertumbuhan kalus. Warna kalus yang dihasilkan bervariasi yaitu putih 

kekuningan, kuning kemerahan, putih kehijauan, dan kuning kecoklatan. 

Kemudian tekstur kalus yang dihasilkan remah dan kompak. Selain itu terdapat 

perbedaan yang signifikan terhadap berat segar dan berat kering kalus, dimana 

nilai rata-rata berat segar dan berat kering kalus tertinggi terdapat pada 

perlakuan 0 ppm yaitu sebesar 0,144397 gram dan 0,0575 gram. 

2. Konsentrasi elisitor CuSO4.5H2O berpengaruh terhadap produksi flavonoid dan 

fenolik kalus tanaman insulin, dimana kadar flavonoid dan fenolik tertinggi 

terdapat pada perlakuan 1 ppm yaitu sebesar 139,428 mg/L dan 77,687 mg/L. 

5.2 Saran 

Dibutuhkan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh elisitor CuSO4.5H2O 

terhadap pertumbuhan kalus dengan menggunakan konsentrasi atau jenis elisitor 

yang berbeda. Pada uji senyawa metabolit, diperlukan analisis untuk mengetahui 

waktu dan lama penambahan elisitor yang optimal untuk menghasilkan kadar 

fenolik yang optimum pada kultur kalus insulin. Selain itu, diperlukan analisis 

mengenai pengaruh elisitor CuSO4.5H2O dalam meningkatkan senyawa metabolit 
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sekunder dengan menggunakan standar senyawa dan metode uji yang berbeda pada 

kalus tanaman insulin (Tithonia diversifolia). 
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