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ABSTRAK 

PENGARUH SUKROSA TERHADAP PERTUMBUHAN DAN PRODUKSI 

FLAVONOID DAN FENOLIK TOTAL KULTUR KALUS TANAMAN PAITAN 

(Tithonia diversifolia) 

Tithonia diversifolia atau tanaman Paitan merupakan tanaman obat yang mempunyai 

aktivitas farmakologis seperti anti-inflamasi, antioksidan, dan antibakteri. Aktivitas 

tersebut berkaitan dengan kandungan fenolik dan flavonoid yang terdapat pada 

Tithonia diversifolia. Kultur jaringan menjadi salah satu alternatif dalam produksi 

metabolit sekunder dengan menambahkan konsentrasi sukrosa. Tujuan penelitian ini 

untuk mengetahui pengaruh sukrosa terhadap pertumbuhan dan produksi flavonoid dan 

fenolik total kultur kalus tanaman Tithonia diversifolia. Penelitian ini menggunakan 

metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan yang dilakukan 5 kali 

ulangan. Eksplan yang digunakan yaitu bagian daun muda. Eksplan ditanam pada 

media MS, sukrosa 30 g/L, dan tambahan sukrosa dengan konsentrasi 30 g/L, 40 g/L, 

50 g/L, 60 g/L,70 g/L, 80g/L. Setelah 15 hari, dilakukan pemanenan dan pengamatan 

morfologi kalus, berat segar dan berat kering kalus, serta analisis kadar fenolik dan 

flavonoid dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Data hasil biomassa 

segar kalus,  biomassa kering kalus dan kadar fenolik total dianalisis menggunakan uji 

One Way Anova, uji Kruskal Wallis dan uji Mann-Whitney. Hasil kadar flavonoid total 

dianalisis dengan uji One Way Anova dan uji Duncan, sedangkan data morfologi 

dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus yang dihasilkan 

berwarna hijauan, coklatan kegelapan seperti ungu dan merah dengan tekstur remah, 

intermediet dan kompak. Berat segar kalus didapatkan sebesar sebesar 2.88 ± 0.27 gr 

dan berat kering sebesar 0.257 ± 0.037 gr pada pemberian konsentrasi sukrosa 50 g/L. 

Pemberian konsentrasi sukrosa pada media produksi berpengaruh terhadap kadar 

fenolik dan flavonoid total ekstrak kalus tanaman Paitan, dimana kadar fenolik total 

tertinggi pada perlakuan pemberian sukrosa pada konsentrasi 50 g/L yaitu sebesar 6.56 

± 0.15 mg GAE/gr. Sedangkan kadar flavonoid total tertinggi pada perlakuan 

pemberian sukrosa pada konsentrasi 80 g/L yaitu 2.07 ± 0.07 mg QE/gr. 

Kata Kunci: Sukrosa, Biomassa segar, Biomassa kering, fenolik, flavonoid 
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF SUCROSE ON THE GROWTH AND PRODUCTION OF 

FLAVONOIDS AND TOTAL PHENOLIC CALLUS CULTURE OF PAITAN 

(Tithonia diversifolia) Plants 

Tithonia diversifolia or the Paitan plant is a medicinal plant that has pharmacological 

activities such as anti-inflammatory, antioxidant and antibacterial. This activity is 

related to the phenolic and flavonoid content found in Tithonia diversifolia. Tissue 

culture is an alternative in the production of secondary metabolites by adding sucrose 

concentrations. The purpose of this study was to determine the effect of sucrose on the 

growth and production of flavonoids and total phenolic callus culture of Tithonia 

diversifolia plants. This study used a completely randomized design (CRD) method 

with 6 treatments which were repeated 5 times. The explants used are the young leaves. 

The explants were grown in MS medium, 30 g/L sucrose, and additional sucrose at 

concentrations of 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L, 60 g/L, 70 g/L, 80 g/L. After 15 days, 

harvesting and observation of callus morphology, fresh weight and dry weight of 

callus, as well as analysis of phenolic and flavonoid levels were carried out using a 

UV-Vis spectrophotometer. The yield data of fresh callus biomass, dry callus biomass 

and total phenolic content were analyzed using the One Way Anova test, Kruskal 

Wallis test and Mann-Whitney test. The results of total flavonoid levels were analyzed 

by One Way Anova test and Duncan's test, while morphological data were analyzed 

descriptively. The results showed that the callus produced was green in color, dark 

brown like purple and red with crumb, intermediate and compact textures. Fresh weight 

of callus was obtained at 2.88 ± 0.27 gr and dry weight at 0.257 ± 0.037 g at 50 g/L 

sucrose concentration. The concentration of sucrose in the production media affected 

the total phenolic and flavonoid levels of the callus extract of the Paitan plant, where 

the highest total phenolic content was in the treatment of sucrose administration at a 

concentration of 50 g/L, which was 6.56 ± 0.15 mg GAE/gr. While the highest total 

flavonoid content was in the treatment of sucrose at a concentration of 80 g/L, namely 

2.07 ± 0.07 mg QE/gr. 

Keywords: Sucrose, fresh biomass, dry biomass, phenolic, flavonoids 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara dengan hutan tropis yang luas dengan dua musim 

dalam setahun (Indrajaya et al., 2022). Besarnya luas hutan di Indonesia membuat 

Indonesia memiliki banyak keanekaragaman tumbuhan, salah satunya yaitu 

tanaman herbalss yang tersebar di pulau-pulau besar seperti Sumatera, Jawa, dan 

Kalimantan, Sulawesi dan Maluku (Cahyaningsih et al., 2021). Sejak dahulu 

nenek moyang masyarakat di Indonesia telah menggunakan tanaman sebagai obat-

obatan karena mereka beranggapan bahwa tanaman merupakan bahan alami yang 

tidak menimbulkan efek samping dibandingkan dengan obat-obatan sintesis yang 

telah banyak beredar. Allah Subhanahu wata’ala telah menciptakan alam semesta 

ini beserta isinya penuh keteraturan dan ketetapan. Semua yang diciptakan 

bukanlah secara kebetulan, melainkan dengan benar.  Segala ciptaan-Nya yang ada 

didunia ini memiliki manfaat dan tujuan, sebagaimana contohnya tanaman yang 

banyak dimanfaatkan oleh manusia sebagai bahan pangan, perabotan rumah 

tangga dan obat-obatan. 

Firman Allah Subhanahu wata’ala dalam surah Ad-dukhan 44: 38-39: 

عِبِيْنَ  
ٰ
رْضَ وَمَا بَيْنَهُمَا ل

َ
ا
ْ
مٰوٰتِ وَال قْنَا السَّ

َ
ا  ٣٨وَمَا خَل

َ
ثَرَهُمْ ل

ْ
ك
َ
كِنَّ ا

ٰ
ِ وَل

حَق 
ْ
ا بِال

َّ
قْنٰهُمَآ اِل

َ
مَا خَل

مُوْنَ 
َ
مُوْنَ  ٣٩يَعْل

َ
ا يَعْل

َ
ثَرَهُمْ ل

ْ
ك
َ
كِنَّ ا

ٰ
ِ وَل

حَق 
ْ
ا بِال

َّ
قْنٰهُمَآ اِل

َ
  ٣٩مَا خَل

Artinya: Tidaklah Kami ciptakan langit, bumi, dan apa yang ada di antara 

keduanya secara main-main. Tidaklah Kami ciptakan keduanya, kecuali dengan 

hak. Akan tetapi, kebanyakan dari mereka tidak mengetahui. 
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Firman Allah Subhanahu wata’ala dalam surah Asy-syuaraa 26: 7: 

ِ زَوجٍْ 
 
ل
ُ
ْۢبَتْنَا فِيْهَا مِنْ ك نْ

َ
مْ ا

َ
رْضِ ك

َ
ا
ْ
ى ال

َ
مْ يَرَوْا اِل

َ
وَل
َ
رِيْمٍ ا

َ
 ٧ك

Artinya: Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami telah 

menumbuhkan di sana segala jenis (tanaman) yang tumbuh baik? 

 

Menurut tafsir Ibnu Katsir, Allah Ta’ala mengingatkan kebesaran kekuasaan-

Nya dan keagungan kemampuan-Nya. Dialah yang Maha Perkasa, Maha Agung 

lagi Maha Kuasa yang telah menciptakan bumi dan menumbuhkan di dalamnya 

tumbuh–tumbuhan yang baik berupa tanaman–tanaman, buah-buahan dan juga 

hewan. Sehingga Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah menciptakan tumbuhan 

yang baik–baik untuk dimanfaatkan salah satunya dimanfaatkan sebagai tumbuhan 

obat. Salah satu tumbuhan yang dapat dimanfaatkan adalah daun paitan (Tithonia 

diversifolia) (Abdullah, 2003).  

Tithonia diversifolia merupakan tanaman liar invasif yang berasal dari negara 

Meksiko dan Amerika tengah yang disebarkan di daerah tropis dan sub tropis salah 

satunya di Indonesia (Kokou et al., 2021). T. diversifolia merupakan tumbuhan 

perdu yang masuk kedalam keluarga Asteraceae yang tumbuh secara agresif 

dengan kemampuan hidup di berbagai kondisi tanah sehingga mudah dijumpai di 

berbagai daerah seperti di tepi jalan, sawah dan di tepi sungai (Agbede et al., 

2013).  

Tanaman T. diversifolia memiliki khasiat bagi masyarakat sebagai obat-

obatan herbal tradisional. T. diversifolia dikenal sebagai tanaman perdu yang 

memiliki khasiat sebagai obat herbal Abses di Venezuela,  obat malaria hematoma 

dan nyeri otot di Meksiko, obat luka dan infeksi kulit di India, untuk obat diabetes 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

3 
 

 

di Taiwan, obat malaria dan sebagai penangkal gigitan ular di Kenya dan obat 

malaria di Nigeria (Omokhua et al., 2018). Berdasarkan hasil penelitian, T. 

diversifolia  memiliki aktivitas dari sifat farmakologis seperti antioksidan, anti-

diabetes, anti-malaria, anti-diare, anti-inflamasi dan anti-bakteri (Gama et al., 

2014; Afolayan et al., 2016; Ojo et al., 2018; (Solfaine et al., 2021). Zhao et al., 

(2012) menyatakan bahwa T. diversifolia dapat meningkatkan sensitivitas insulin 

dan meningkatkan kemampuan insulin. Ekstrak dari T. diversifolia juga dapat 

menghambat penyakit diabetes dengan menurunkan kadar gula darah (glukosa) 

pada penderita diabetes (Solfaine et al., 2021). 

Sifat farmakologis yang dimiliki pada tanaman T. diversifolia berhubungan 

dengan kandungan metabolit sekunder. Metabolit sekunder merupakan senyawa 

kimia turunan dari proses metabolisme tumbuhan, metabolit sekunder dibutuhkan 

tanaman untuk perlindungan tanaman dari gangguan dari luar namun tidak terlibat 

dengan perkembangan dan pertumbuhan tanaman (Zachariah and Leela, 2018). 

Tanaman T. diversifolia dikenal sebagai tanaman yang menghasilkan senyawa 

kimia (metabolit sekunder) seperti alkaloid, saponin, tannin, flavonoid dan fenolik 

(Ojo et al., 2018; Omolola, 2019). Senyawa metabolit sekunder seperti 

isoflavonoid, terpen, alkaloid dan poliasitilen dapat berperan sebagai pertahanan 

tanaman dari hewan herbivora, dimana senyawa tersebut dapat membuat tanaman 

menghasilkan rasa pahit dan racun yang langsung muncul ketika tanaman tersebut 

dimakan oleh hewan herbivora (Bottger et al,. 2018). 

Kandungan senyawa metabolit sekunder pada ekstrak daun T. diversifolia 

telah banyak diukur diberbagai penelitian, seperti pada penelitian yang dilakukan 
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oleh (Barboza et al., 2018) dengan ditemukannya flavonoid sebanyak  (3.220 ± 

1.085) mg QE/g dan fenolik sebanyak (22.185 ± 0.201) mg GAE/g 1ml ekstrak 

daun kering T. diversifolia. Senyawa fenolik merupakan senyawa yang terkenal 

dengan antioksidannya dan sifat antimikrobanya. Senyawa fenolik bertanggung 

jawab untuk aktivitas pencegahan terhadap penyakit menular dan degeneratif, 

peradangan dan alergi melalui antioksidan serta antimikroba. Flavonoid adalah 

salah satu kelas senyawa fenolik. Dengan demikian, flavonoid memiliki banyak 

sifat obat dan fisiologis yang menguntungkan dan terbukti menunjukkan sifat 

antioksidan, anti-inflamasi, anti mutagenik dan anti-karsinogenik. Senyawa 

tersebut juga dikenal sebagai modulator fungsi enzim seluler utama dan 

penghambat potensial xantin oksidase, siklo-oksigenase, lipoksigenase dan 

fosfoinositida 3-kinase (Ang et al., 2019).. 

Kebutuhan metabolit sekunder dalam bidang industri sangatlah tinggi, hal ini 

dikarenakan metabolit sekunder yang banyak dimanfaatkan sebagai aromatik, 

bumbu masakan, pewarna makanan, parfum hingga obat-obatan yang membuat 

kebutuhan metabolit sekunder tanaman sangat dibutuhkan oleh industri-industri 

saat ini (John-Dewole, 2013). Senyawa fenolik dan flavonoid merupakan 

metabolit sekunder yang sering digunakan untuk keperluan industri farmasi 

sebagai obat-obatan dan industri lainnya. Senyawa fenolik memiliki manfaat 

dalam bidang industri, seperti pada industri makanan yang menggunakan 

antioksidan fenolik rumput laut telah diterapkan sebagai peningkat stabilitas 

oksidatif dan untuk meningkatkan kualitas intrinsik dan nilai gizi makanan. 

Ekstrak senyawa fenolik yaitu florotanin, juga dimanfaatkan dalam bidang 
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kosmetik, seperti produk perawatan kulit dan anti penuaan (Leandro et al., 2020). 

Senyawa flavonoid alami dan turunannya juga dimanfaatkan dalam bidang industri 

yakni sebagai sumber molekul bioaktif yang bermanfaat untuk bahan baku obat-

obatan herbal. Flavonoid dalam bidang industri juga berperan dalam berbagai 

aplikasi dalam industri makanan. Beberapa senyawa flavonoid telah banyak 

digunakan sebagai bahan pemanis atau pewarna makanan dan campuran bahan 

kimia ( Tiwari, 2015; Brodowska, 2017). 

Berdasarkan data ekspor dari tahun 2012 hingga 2022 yang diterbitkan oleh 

Badan Pusat Statistik, menunjukkan peningkatan grafik dalam bidang ekspor 

tanaman obat, aromatic dan rempah-rempah, dimana semua tanaman tersebut 

memiliki metabolit sekunder yang akan dimanfaatkan dalam bidang industri saat 

ini. Jumlah ekspor dari Indonesia ke negara tujuan mencapai 250.348,8ton pada 

tahun 2012 dan 294.688,1ton pada tahun 2021. Kebutuhan metabolit sekunder 

sebagai produk kesehatan juga meningkat semenjak adanya pandemi COVID-19, 

dimana masyarakat lebih memilih tanaman herbal atau produk herbal sebagai 

peningkat imun tubuh dan obat (Luković dan Nićiforović, 2021). Hal tersebut 

membuat kebutuhan senyawa metabolit sekunder tersebut menjadi lebih tinggi, 

oleh karena itu berbagai cara dilakukan untuk memperbanyak tanaman T. 

diversifolia dengan berbagai metode budidaya untuk mendapatkan senyawa 

fenolik dan flavonoid yang menjadi bahan baku produk farmasi. 

Tithonia diversifolia dapat berkembang biak dengan biji (generatif) maupun 

stek batang (vegetatif). Perbanyakan T. diversifolia yang lebih sering dilakukan 

oleh masyarakat yaitu dengan metode stek batang karena mudah dan pertumbuhan 
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tanaman lebih cepat (Galindo et al., 2017). Namun metode stek batang dan biji 

memiliki kelemahan yaitu pertumbuhan tanaman tersebut bergantung terhadap 

lingkungannya seperti musim, suhu dan itentitas cahaya. Selain itu metode ini 

memiliki masa panen yang lebih lama jika dibandingkan dengan kebutuhan 

metabolit sekunder yang sangat tinggi bagi industri. Kebutuhan industri terhadap 

metabolit sekunder juga dipengaruhi oleh sistem budidaya sesuai standar dan 

keadaan lingkungan seperti tanah, nutrisi, iklim, hama dan penyakit. Sehingga 

salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk meningkatan biomassa dan produksi 

metabolit sekunder yaitu ddengan cara kultur in vitro (Isah et al., 2017).  

Teknik kultur jaringan merupakan salah satu alternatif yang dapat digunakan 

untuk peningkatan biomassa dan metabolit sekunder secara in vitro. Peningkatan 

biomassa dan metabolit sekunder dapat dilakukan dengan pemberian faktor 

cekaman berupa cahaya, suhu dan manipulasi nutrisi media kultur seperti 

pemberian konsentrasi elisitor atau pemberian konsentrasi sukrosa pada media 

kultur (Narayani dan Srivastava, 2017). Keberhasilan untuk meningkatkan 

biomassa dan metabolit sekunder melalui teknik kultur jaringan telah banyak 

dilakukan dalam beberapa penelitian yang telah dilakukan pada tanaman seperti 

Solanum nigrum Linn., Salvia leriifolia Benth. Dan Gynura procumbens Lour. 

(Mujeeb et al., 2017; Modarres et al., 2018; Nurokhman et al., 2018). 

Salah satu peningkatan kadar metabolit sekunder yang dapat dilakukan 

dengan mudah dan efektif yaitu dengan cara penambahan variasi konsentrasi 

sukrosa pada media kultur. Pemberian sukrosa pada media kultur dapat 

mempengaruhi produksi metabolit sekunder pada kalus tanaman. Menurut 
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Mamdouh (2022), pemberian konsentrasi sukrosa pada media kultur dapat 

meningkatkan senyawa flavonoid dan fenolik. Sukrosa memiliki peran ganda yaitu 

sebagai sumber karbon dan pengatur metabolisme dalam pertumbuhan dan 

perkembangan tanaman (Moriyama et al., 2016).  

Sukrosa merupakan sumber karbon yang dibutuhkan oleh tanaman. Sumber 

karbon berfungsi sebagai sumber energi yang dibutuhkan oleh sel untuk dapat 

melakukan pertumbuhan. Sukrosa memerlukan pembelahan pada ikatan 

glycosydic α1-β2 oleh invertase (INV) menjadi heksosa (fruktosa dan glukosa) 

(Zhao et al., 2015). pembelahan pada ikatan sukrosa menjadi heksosa (fruktosa 

dan glukosa) dilakukan oleh enzim CWIN (Cell Wall Intervase) yang berfungsi 

untuk mengkatalis pemecahan irreversibel sukrosa menjadi produk baru yakni 

glukosa dan fruktosa. CWIN juga berperan dalam pleiotropis seperti 

perkembangan bunga, buah, perkecambahan dan respon cekaman sinyal gula yang 

mengakibatkan metabolisme kalus mengalami perubahan signifikan, dimana 

terjadinya penurunan aktifitas sintesis metabolit primer dan kalus lebih banyak 

mensintesis metabolit sekunder sebagai bentuk pertahanan (Liu, Offler and Ruan, 

2016). Glukosa dan fruktosa sebagai hasil hidrolisis sukrosa dapat merangsang 

pembelahan sel pada beberapa jaringan tumbuhan secara langsung (Zhong et al., 

2020). 

Pemberian konsentrasi sukrosa sebagai sumber karbon pada media in vitro 

dapat mempercepat pembelahan sel yang menghasilkan peningkatan berat kalus 

(Yaseen et al., 2013). Pemberian konsentrasi sukrosa yang lebih pekat dalam 

media menyebabkan gerakan air melintasi membran ke arah yang konsentrasinya 
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tinggi. Sel pada eksplan dapat mengalami kehilangan air apabila potensial air di 

luar sel lebih rendah daripada potensial air di dalam sel. Kehilangan tersebut akan 

membuat sel mengalami plasmolisis. Menurut Neto and Otoni (2003) konsentrasi 

gula yang semakin tinggi mengakibatkan turunnya nilai potensial osmotik 

sehingga eksplan menjadi tercekam dan berakibat pada turunnya laju 

pertumbuhan. Cekaman pada eksplan tersebut akan membuat sel memproduksi 

metabolit sekunder sebagai respon cekaman. Konsentrasi sukrosa yang optimal 

akan menghasilkan biomassa kalus terbaik sehingga membuat kalus tidak lagi 

membutuhkan karbon untuk metabolit primer. Penurunan sintesis metabolit primer 

membuat metabolit sekunder lebih aktif disintesis oleh karbon pada media kultur 

(Bottger et al,. 2018).  

Pemberian sukrosa dengan konsentrasi yang berbeda untuk meningkatkan 

biomassa kalus telah banyak dilakukan diberbagai penelitian, seperti pada 

penelitan yang dilakukan oleh Ali et al. (2016) yang menghasilkan konsentrasi 

biomassa kering kalus terbaik sebesar 8,8 g/l pada konsentrasi sukrosa 30 g/l. 

Pemberian sukrosa meningkatkan biomassa kalus juga dilakukan oleh (Elgirban et 

al., 2012) menghasilkan konsentrasi biomassa kering kalus terbaik sebesar 5,2 g/l 

pada konsentrasi sukrosa 50 g/l. Berdasarkan kedua penelitian tersebut 

menunjukkan semakin meningkatnya pemberian sukrosa didalam media yang 

berfungsi sebagai sumber karbon bagi pertumbuhan kalus akan memberikan 

peningkatan pertumbuhan kalus sampai pada batas konsentrasi optimal yang 

diperlukan bagi pertumbuhan kalus (Jan et al., 2020). 
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Pemberian sukrosa dengan varian konsentrasi untuk meningkatkan produksi 

metabolit sekunder telah banyak dilakukan diberbagai penelitian, seperti pada 

penelitan yang dilakukan oleh Fazal et al. (2015) dengan menggunakan varian 

konsentrasi sukrosa pada kalus tanaman Prunella vulgaris L. dengan hasil analisis 

yang senyawa fenolik terbaik sebesar 12,3 mg/g pada konsentrasi sukrosa 20 g/l 

dan senyawa flavonoid terbaik sebesar 2,36 mg/g pada konsentrasi sukrosa 25 g/l. 

Pemberian sukrosa dengan varian konsentrasi untuk meningkatkan produksi 

metabolit sekunder juga dilakukan oleh Julianti et al. (2021) pada kalus tanaman 

Solanum lycopersicum syn. Lycopersicum esculentum. dengan hasil analisis 

metabolit yang menghasilkan senyawa flavonoid terbaik sebesar 1,19±0,09 pada 

konsentrasi sukrosa 40 g/l. 

Penggunaan sukrosa sebagai penghasil senyawa fenolik dan flavonoid telah 

banyak digunakan diberbagai jenis tanaman, seperti pada tanaman Lycium 

schweinfurthii (Mamdouh, 2022) dan pada tanaman Fagonia indica sebagai 

penghasil senyawa fenolik (Khan et al., 2018) Namun, penggunaan konsentrasi 

sukrosa yang optimal pada tanaman T. diversifolia sebagai pertumbuhan biomassa 

kalus dan penghasil metabolit sekunder berjenis fenolik dan flavonoid masih 

belum pernah dipelajari. Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dilakukan 

pemberian sukrosa untuk menginduksi kalus dan produksi senyawa fenolik dan 

flavonoid pada tanaman T. diversifolia. 
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1.2 Rumusan Masalah 

a. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi sukrosa terhadap pertumbuhan kalus 

tanaman paitan (T. diversifolia)? 

b. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi sukrosa terhadap senyawa fenolik dan 

flavonoid tanaman paitan (T. diversifolia)? 

1.3 Tujuan 

a. Mengetahui pengaruh variasi konsentrasi sukrosa terhadap pertumbuhan kalus 

tanaman paitan (T. diversifolia). 

b. Mengetahui pengaruh variasi konsentrasi sukrosa terhadap produksi senyawa 

fenolik dan flavonoid tanaman paitan (T. diversifolia). 

1.4 Manfaat 

a. Bidang Pendidikan  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai referensi tambahan 

dalam bidang ajar maupun referensi untuk penelitian-penelitian selanjutnya 

mengenai pengaruh variasi konsentrasi sukrosa terhadap pertumbuhan 

biomassa kalus dan produksi flavonoid dan fenolik total pada kultur kalus daun 

tanaman insulin (T. diversifolia). 

b. 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. 
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1.5 Batasan Penelitian  

a. Variasi konsentrasi sukrosa yang digunakan terdiri atas 6 perlakuan, 

diantaranya 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/L pada media perlakuan kalus tanaman 

paitan (T. diversifolia). 

b. ZPT yang digunakan untuk menginduksi kalus yaitu NAA dengan konsentrasi 

2 ppm dan BAP dengan konsentrasi 0,5 ppm. 

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

fenolik 

1.6 Hipotesis 

a. Terdapat pengaruh pemberian variasi konsentrasi sukrosa terhadap 

pertumbuhan biomassa kalus tanaman insulin (T. diversifolia). 

b. Terdapat pengaruh pemberian variasi konsentrasi sukrosa terhadap peningkatan 

flavonoid dan fenolik total pada kultur kalus daun tanaman insulin (T. 

diversifolia). 
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

2.1 Paitan (Tithonia diversifolia) 

Tumbuhan paitan atau kembang bulan (Tithonia diversifolia) merupakan 

tumbuhan semak abadi atau tahunan yang berasal dari negara Meksiko yang 

tersebar di berbagai negara di benua seperti Afrika, Australia, dan Asia. Tumbuhan 

paitan (T. diversifolia) merupakan spesies invasif yang menjadi gulma dengan 

pertumbuhan agresif sehingga sangat mudah dijumpai di berbagai daerah di 

Indonesia salah satunya di pulau Jawa. Persebaran tumbuhan paitan (T. 

diversifolia) dipengaruhi oleh kemampuan hidup di berbagai kondisi tanah (Nurika 

et al., 2019). Paitan termasuk dalam keluarga bunga matahari (Asteraceae) yang 

dapat dilihat pada gambar 2.1. 

 

Gambar 2.1 Tanaman Paitan (Tithonia diversifolia) (Omolola, 2019). 

Adapun klasifikasi tumbuhan paitan menurut (T. diversifolia) (Amanatie, 2015): 

Kingdom   : Plantae 

Division   : Spermatophyta 

Sub division : Angiospermae 

Class     : Dicotyledoneae 
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Ordo     : Asterales 

Family    : Asteraceae 

Genus   : Tithonia  

Spesies   : Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Glay 

Tumbuhan paitan (T. diversifolia) adalah perdu yang dapat tumbuh hingga 

setinggi 1,2-2,5 meter (Azwana et al., 2019). Tumbuhan paitan (T. diversifolia) 

memiliki ciri Batang tegak, bulat, berkayu hijau. Daunnya tunggal, berseling 

dengan ujung runcing, pertulangan menyirip dan berwarna hijau.  Bunga 

merupakan bunga majemuk, berbulu halus dan berwarna kuning. Akarnya berupa 

akar tunggang berwarna putih kotor (Lestari, 2016). 

Tumbuhan paitan (T. diversifolia) banyak ditemukan pada tepi jalan raya, 

tepi kebun, lereng-lereng bukit dan dekat perairan/sungai yang memiliki suhu 

lembab. Tanaman paitan dapat tumbuh pada 550-1950 m di atas permukaan laut 

dengan suhu berkisar 15-31°C dengan curah hujan 100-2000 mm 

(Desyrakhmawati et al., 2015). Senyawa aktif yang dikandung T. diversifolia yang 

tumbuh di daerah dataran rendah lebih banyak dibandingkan dengan T. diversifolia 

yang tumbuh di daerah dataran tinggi. Faktor-faktor yang mempengaruhi 

banyaknya senyawa aktif yang dikandung oleh T. diversifolia adalah faktor habitat 

tempat tumbuh seperti iklim, tanah dan lain-lain, hal ini sesuai dengan penelitian 

Puspita sari et al., (2013) bahwa dataran rendah secara umum memiliki kondisi 

tanah subur dengan ketersediaan air cukup serta memiliki intensitas cahaya dan 

suhu udara yang cukup tinggi dengan curah hujan. Hal ini yang mengakibatkan 

tumbuhan pada dataran rendah memiliki kandungan senyawa yang lebih tinggi 

daripada tumbuhan pada dataran tinggi. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

14 
 

 

Tithonia diversifolia dapat berkembang biak dengan biji (generatif) maupun 

stek batang (vegetatif), namun perbanyakan T. diversifolia lebih sering dilakukan 

oleh masyarakat melalui stek batang karena mudah dan pertumbuhan tanaman 

lebih cepat (Galindo et al., 2017). Perbanyakan T. diversifolia dengan metode stek 

batang dilakukan karena T. diversifolia hanya mampu menghasilkan sekitar 8 .000 

hingga 160.000 biji/m2 setiap tahunnya dengan tingkat perkecambahan berkisar 

antara 18-56%. Jika dibandingkan dengan besarnya pemanfaatan T. diversifolia 

yang mencapai produksi biomassa yang banyak (±275 t/ha/thn produksi segar atau 

55 t/ha/thn produksi BK), maka perbanyakan T. diversifolia lebih efektif fengan 

menggunakan stek batang (Sirait and Simanihuruk, 2021). 

Tumbuhan paitan (T. diversifolia) memiliki kandungan metabolit yang 

beragam jenisnya. Menurut Rinawati et al., (2019) bahwa pada daun T. diversifolia 

mengandung senyawa metabolit sekunder berjenis tannin, flavonoid dan fenolik. 

Senyawa metabolit berjenis alkaloid, saponin, saponin glikosida, tanin, balsam, 

glikosida jantung dan minyak volatile juga ditemukan pada ekstrak T. diversifolia 

(John-Dewole, 2013). 

Tumbuhan paitan (T. diversifolia) telah lama dimanfaatkan sebagai tanaman 

obat-obatan oleh masyarakat di Indonesia, seperti sebagai obat diare, malaria dan 

diabetes (Wahyuningsih et al., 2015). Tumbuhan paitan (T. diversifolia) 

dimanfaatkan sebagai pupuk organik dibidang pertanian sayur-sayran seperti 

brokoli (Rahardian et al., 2017). Tumbuhan paitan (T. diversifolia) juga berperan 

sebagai pestisida dibidang pertanian sayuran seperti sawi untuk mortalitas larva 

Crocidolomia binotalis sehingga tingkat kerusakan tanaman sayuran seperti sawi 
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dapat diminalisir. Peranan daun tumbuhan paitan (T. diversifolia) sebagai pestisida 

dipengaruhi oleh kandungan senyawa metabolit sekunder yang dikandungnya 

(Dwi, 2017). 

Firman Allah Subhanahu wata’ala dalam surah Luqman 31:10 

قَ 
َ
مٰوٰتِ  خَل قٰى تَرَوْنَهَا عَمَدٍ  بِغَيْرِ  السَّ

ْ
ل
َ
رْضِ  فِى وَا

َ
ا
ْ
نْ  رَوَاسِيَ  ال

َ
مْ  تَمِيْدَ  ا

ُ
ِ  مِنْ  فِيْهَا وَبَثَّ  بِك

 
ل
ُ
نَا دَابَّۤةٍ   ك

ْ
نْزَل
َ
 وَا

مَاۤءِ  مِنَ  ْۢبَتْنَا مَاءًۤ  السَّ نْ
َ
ِ  مِنْ  فِيْهَا فَا

 
ل
ُ
رِيْمٍ  زَوجٍْ  ك

َ
  ١٠ ك

Artinya:  Dia menciptakan langit tanpa tiang (seperti) yang kamu lihat dan 

meletakkan di bumi gunung-gunung (yang kukuh) agar ia tidak 

mengguncangkanmu serta menyebarkan padanya (bumi) segala jenis makhluk 

bergerak. Kami (juga) menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami menumbuhkan 

padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik. 

Menurut Tafsir Ibnu Katsir, Kata tumbuhan yang baik juga dapat diartikan 

sebagai baik karena memiliki warna yang indah dan manfaat yang banyak. Allah 

menciptakan tumbuhan yang baik agar dimanfaatkan oleh manusia sebagai 

makanan atau sebagai obat-obatan untuk menyembuhkan atau dapat juga disebut 

sebagai obat herbal (Abdullah, 2003). 

2.2 Kultur Jaringan 

Kultur jaringan merupakan teknik perkembang biakan tanaman secara 

vegetatif yang dilakukan dengan cara mengisolasi sel, jaringan dan organ pada 

medium buatan yang kaya akan nutrisi secara aseptik sehingga bagian tanaman 

tersebut dapat tumbuh menjadi tanaman utuh (Sahetapy, 2015).  

Sel tanaman yang diisolasi sebagai bahan awal kultur in vitro disebut dengan 

eksplan. Seluruh organ tanaman dapat digunakan sebagai eksplan pada kultur 

jaringan, namun umumnya eksplan yang digunakan pada kultur jaringan 
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merupakan eksplan yang masih muda (primordia), hal ini dikarenakan eksplan 

yang masih muda memiliki sifat meristematis dan sudah mengalami proses 

diferensiasi (Erawati et al., 2018). Pemilihan eksplan yang masih muda 

dipengaruhi oleh cepatnya proses pertumbuhan kalus pada media kultur jaringan. 

Pertumbuhan kalus juga dipengaruhi oleh media yang kaya akan nutrisi dengan 

tambahan ZPT yang optimal pada kultur in vitro (Fauzy et al., 2016). 

Kultur jaringan memiliki kelebihan dibandingkan dengan teknik perbanyakan 

tanaman lainnya yakni dapat menghasilkan bibit yang sehat dan seragam dalam 

jumlah besar dalam kurun waktu yang relatif singkat, perbanyakannya tidak 

membutuhkan tempat yang luas, dapat dilakukan sepanjang tahun yang tidak 

bergantung pada musim, sehingga ketersediaan bibit terjamin (Pebra et al., 2014). 

Kultur jaringan juga dapat dimanfaatkan sebagai alternatif produksi metabolit 

sekunder, dimana peningkatan metabolit sekunder pada eksplan tanaman herbal 

dapat bermanfaat dibidang farmasi sebagai obat-obatan (Laila, 2014). 

2.3 Induksi Kalus 

Induksi kalus merupakan tahap awal dari teknik kultur in vitro yang bertujuan 

untuk menghasilkan dan memperbanyak sel kalus secara massal. Induki kalus 

merupakan tahapan teknik kultur jaringan dengan tujuan memacu pembelahan sel 

eksplan seperti daun dan sebagainya dengan menggunakan zat pengatur tumbuh 

hingga terbentuk massa sel.pada media kultur in vitro (Indah and Ermavitalini, 

2013).  Induksi kalus sangat bergantung pada ZPT (zat pengatur tumbuh) media in 

vitro. Umumnya ZPT yang banyak digunakan untuk induksi kalus adalah 
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kombinasi auksin dan sitokinin. Pemberian ZPT ini berperan dalam mengatur 

pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Manurung et al., 2018). 

Kalus merupakan suatu kumpulan sel amorphous yang terjadi akibat dari sel-

sel jaringan yang membelah diri secara terus menerus (Latief et al., 2018). 

Munculnya kalus terjadi karena adanya penebalan eksplan pada bagian potongan 

dan di daerah yang mengalami pelukaan. Penebalan tersebut merupakan respons 

dari eksplan terhadap zat pengatur tumbuh yang diuji. Kalus umumnya muncul 

pada bagian sayatan helai daun (tepi daun), lalu disusul pada bagian tengah daun. 

Kalus terbentuk ditandai dengan membengkaknya permukaan eksplan dan 

terbentuknya tonjolan-tonjolan putih yang berjejal pada permukaan eksplan 

(Rasud et al., 2020). Kalus merupakan bahan awal untuk pembuatan kultur 

suspensi sel atau subkultur untuk tujuan produksi metabolit sekunder. Kalus 

dengan tekstur remah merupakan kalus yang cocok seabagai bahan awal subkultur 

untuk produksi metabolit sekunder (Mahadi et al., 2016). 

 
Gambar 2.2 Kalus eksplan daun Tempuyung (Sonchus arvensis) (Rahayu and Suharyanto, 2020). Bar = 1cm 

Warna kalus merupakan salah satu indikator pada induksi kalus. Pada proses 

induksi kalus sering kali terjadi hambatan berupa pencoklatan (browning) (Ananda 

Lutfiah, 2022). Pencoklatan (browning) pada kalus merupakan hal yang bersifat 
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alamiah yang menandakan kemunduran fisiologis kalus (Fauzy, Mansyur and 

Husni, 2016). Pencoklatan pada kalus dapat membuat kalus menjadi mati akibat 

berhentinya proses pembelahan sel pada kalus tersebut. Pencoklatan pada kalus 

terjadi akibat adanya pengaruh fisik seperti pengupasan, pemotongan atau 

pelukaan. Selain menandakan terjadinya sintesis senyawa fenol, pencoklatan pada 

kalus diduga terjadi akibat bertambahnya umur sel atau jaringan kalus dan 

terlambatnya proses subkultur, sehingga eksplan menghasilkan senyawa fenol 

yang tinggi dan menjadi toksik bagi eksplan serta menyebabkan perubahan warna 

kalus menjadi coklat (Anwar and Isda, 2021). 

2.4 Metabolit Sekunder 

Metabolit sekunder merupakan senyawa organik yang disintesis oleh 

tumbuhan sebagai respon terhadap cekaman atau gangguan dari luar baik oleh 

hama maupun hewan pemangsa (Mainawati dkk, 2019). Metabolit sekunder 

merupakan senyawa kimia turunan dari proses metabolisme tumbuhan, metabolit 

sekunder dibutuhkan tanaman untuk perlindungan tanaman dari gangguan dari luar 

namun tidak terlibat dengan perkembangan dan pertumbuhan tanaman (Zachariah 

& Leela, n.d., 2018). Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa yang dapat 

ditemukan diberbagai jenis tanaman. Metabolit sekunder tanaman memiliki 

berbagai manfaat bagi manusia, seperti sebagai obat-obatan, bumbu masakan, 

bahan kosmetik, bibit parfum dan lain sebagainya (Silalahi, 2019).  

Metabolit sekunder digolongkan sebagai molekul besar atas fenolik, alkaloid, 

flavonoid, terpenoid, steroid dan saponin (Saifudin, 2014). Klasifikasi metabolit 

sekunder dilakukan berdasarkan struktur kimianya, komposisi, jalur biosintesis 
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dan kelarutannya sebagai pelarut (Tiwari, 2015). Metabolit sekunder merupakan 

senyawa yang tidak terlibat langsung dalam pertumbuhan, perkembangan, atau 

reproduksi makhluk hidup. Namun, senyawa ini biasa digunakan untuk 

perkembangbiakan dan pertahanan tanaman karena umumnya senyawa metabolit 

sekunder bersifat racun bagi hewan (Kusbiantoro, 2018). Senyawa metabolit 

sekunder seperti isoflavonoid, terpen, alkaloid dan poliasitilen dapat berperan 

sebagai pertahanan tanaman dari hewan herbivora, dimana senyawa tersebut dapat 

membuat tanaman menghasilkan rasa pahit dan racun yang langsung muncul 

ketika tanaman tersebut dimakan oleh hewan herbivora (Angelika Bottger et al., 

2018). 

Produksi metabolit sekunder secara in vitro dapat dilakukan pemberian faktor 

cekaman berupa cahaya, suhu, kekeringan, pelukaan dan manipulasi media kultur 

seperti pemberian konsentrasi elisitor atau pemberian konsentrasi sukrosa pada 

media kultur  (Narayani and Srivastava, 2017; Rudin, 2020) . 

2.4.1 Fenolik 

Fenolik merupakan metabolit sekunder terbesar dalam tumbuhan. 

Senyawa fenol dalam tumbuhan dapat berupa fenol, asam fenolat, tannin, 

lignin dan flavonoid. Tiga kelompok fenolik yang paling penting adalah 

flavonoid, asam fenolat, dan polifenol. Fenolik adalah gugus hidroksil (-OH) 

yang mengandung golongan senyawa kimia dimana (-OH) berikatan 

langsung dengan gugus hidrokarbon aromatic (Kurmukov, 2013). 

Fenolik tumbuhan merupakan kelompok yang secara kimiawi 

heterogen, hampir 10.000 berupa senyawa tunggal. Senyawa fenolik 
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biasanya dikaitkan dengan respon pertahanan pada tumbuhan. Namun 

senyawa fenolik juga berperan penting dalam proses-proses lain, misalnya 

atraktan zat untuk mempercepat polinasi, warna untuk kamuflase dan 

pertahanan terhadap herbivor, dan aktivitas antibakteri dan antifungi (Edreva 

et al., 2008; Pereira et al., 2009). Senyawa fenolik terdiri dari berbagai 

kelompok flavonoid sederhana, asam-asam fenolat, flavonoid kompleks, dan 

antosianin (Pereira et al., 2009). 

Senyawa fenolik merupakan senyawa metabolit sekunder yang cukup 

luas pemanfaatnya saat ini. Kemampuannya sebagai senyawa aktif 

memberikan suatu peran yang besar terhadap kepentingan manusia. Salah 

satunya sebagai antioksidan untuk pencegahan dan pengobatan penyakit 

degeneratif, kanker, penuaan dini dan gangguan sistem imun tubuh pada 

manusia (Ahmad et al., 2015). Struktur kimia dari beberapa senyawa fenolik 

yang sering ditemukan pada tumbuhan tertera pada Gambar 2.5. 

 

Gambar 2.3 Senyawa yang sering ditemukan pada tumbuhan (Lin et al., 2016) 
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Biosintesis senyawa fenolik dapat melalui asam sikimat. Jalur asam sikimat 

digunakan dalam sintesis kelompok tanin yang dapat terhidrolisis dan 

senyawa-senyawa berbasis asam amino fenilalanin, misalnya lignin (Lin et 

al., 2016). 

 

Gambar 2.4 Biosintesis Senyawa Fenolik (Lin et al., 2016) 

2.4.2 Flavonoid 

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang masuk dalam 

kelompok senyawa fenol terbesar dan banyak tersebar di alam, khususnya di 

tanaman hijau yang mengandung banyak klorofil. Bagian tumbuhan yang 

sering terdapat senyawa flavonoid ialah bagian dari akar, kulit batang, 

bunga, buah dan biji (Ikalinus et al., 2015). Flavonoid di alam sering 

dijumpai dalam bentuk glikosida. Terdapat sekitar 10 jenis flavonoid yaitu 
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antosianin, proantosianidin, khalkon, auron, flavanon, flavonol, flavon, 

glikoflavon, biflavon dan isoflavon. Flavonoid memiliki struktur kimia 

dengan susunan C6-C3-C6 (Susi, 2019). Struktur dari flavonoid dapat dilihat 

pada gambar 2.3 

 

Gambar 2.5 Struktur Flavonoid (Susi, 2019) 

Susunan senyawa C6-C3-C6 3 (berdasarkan posisi ikatan cincin) 

menghasilkan turunan senyawa flavonoid yaitu flavonoid, isoflavonoid dan 

neoflavonoid (Susi, 2019). Struktur kimia senyawa tersebut tertera pada 

Gambar 2.4  

 

Gambar 2.6 Struktur 1) flavonoid; 2) isoflavonoid; 3) neoflavonoid (Susi, 2019) 

Flavonoid memiliki menfaat sebagai antioksidan, antikanker dan agen 

detoksifikasi (Kurmukov, 2013). Flavonoid juga memainkan peran penting 

dalam melindungi sistem biologis terhadap efek berbahaya dari proses 

oksidatif pada tanaman. 

Flavonoid juga termasuk substansi berbagai warna. Antosianin 

merupakan kelompok flavonoid berwarna yang paling tersebar, bertanggung 

jawab untuk sebagian besar warna merah, merah muda, ungu, dan biru pada 
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bunga dan buah (Priska et al., 2018). Pemeriksaan senyawa flavonoid dapat 

dilakukan menggunakan pereaksi Wilstater atau Sianidin. Hasil ekstrak 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah dengan HCl pekat 

kemudian ditambahkan pita logam magnesium (Mg). Perubahan warna 

larutan menjadi warna merah, oranye atau hijau menunjukkan adanya 

senyawa flavonoid (Endarini, 2016). 

Biosintesis senyawa flavonoid terjadi melalui 2 jalur, yaitu jalur asam 

sikimat dan jalur asam malonat Jalur asam sikimat digunakan dalam sintesis 

kelompok tanin yang dapat terhidrolisis dan senyawa-senyawa berbasis 

asam amino fenilalanin, misalnya lignin. Asam malonat memanfaatkan 

asetil-koA sebagai bahan utama. Meskipun bukan merupakan jalur utama, 

namun senyawa intermediet dibutuhkan dalam sintesis berbagai MS dengan 

penggabungan produk senyawa intermediet dari jalur asam sikimat, 

misalnya dalam pembentukan kelompok flavonoid atau tanin yang tidak 

mudah terhidrolisis (Cheynier et al., 2013). 

 

Gambar 2.7 Biosintesis Senyawa Flavonoid (Cheynier et al., 2013) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

24 
 

 

2.5 Sukrosa 

Sukrosa atau gula tebu adalah disakarida dari glukosa dan fruktosa. Sukrosa 

dibentuk oleh banyak tanaman, tetapi tidak terdapat pada hewan tingkat tinggi. 

Hewan tidak dapat menyerap sukrosa seperti pada tanaman, tetapi dapat menyerap 

molekul tersebut dengan bantuan enzim sukrosa. Sukrosa merupakan produk 

fotosintesis antara yang utama. Pada banyak tanaman sukrosa merupakan bentuk 

utama dalam transport gula dari daun ke bagian lain tanaman melalui sistem 

vaskular. Sukrosa merupakan disakarida yang paling manis diantara ketiga jenis 

disakarida yang umum dijumpai dalam bentuk gula pasir dan dapat larut di dalam 

air, alkohol maupun eter serta biasanya ditemukan dalam bentuk kristal 

(Heriansyah, 2019). sukrosa adalah gabungan dari glukosa dan fruktosa dengan 

rumus molekul C12H11O22. Struktur kimia senyawa tersebut tertera pada Gambar 

2.6. 

 

Gambar 2.8 Struktur kimia sukrosa (Murcia et al., 2017) 

Sukrosa merupakan sumber karbon yang dibutuhkan oleh tanaman. Sumber 

karbon berfungsi sebagai sumber energi yang dibutuhkan oleh sel untuk dapat 

melakukan pertumbuhan. Sukrosa memerlukan pembelahan pada ikatan 
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glycosydic α1-β2 oleh invertase (INV) menjadi heksosa (fruktosa dan glukosa) 

(Zhao et al., 2015). Pada kultur in vitro, sukrosa dimanfaatkan sebagai sumber 

energi dan karbon dalam pertumbuhan kalus. Sukrosa juga dapat menjadi faktor 

cekaman untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder pada kalus tanaman 

(Julianti et al. 2021). 

2.6 Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan kandungan kimia dari suatu 

bahan yang dapat larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan 

pelarut cair (Tambun et al., 2017). Simplisia yang diekstrak umumnya memiliki 

senyawa aktif yang dapat larut dan senyawa yang tidak dapat larut seperti serat, 

karbohidrat, dan protein. Beberapa jenis senyawa aktif yang ada di dalam simplisia 

yaitu alkaloid, flavonoid, minyak atsiri, dan lain-lain (sariyem et. al., 2015). 

Struktur kimia yang besrbeda-beda akan mempengaruhi kelarutan serta stabilitas 

senyawa aktif yang ada dalam simplisia terhadap pemanasan, udara, cahaya, logam 

berat dan derajat keasaman. Dengan diketahuinya senyawa aktif dalam suatu 

simplisia, maka pemilihan pelarut dan cara ekstraksi dapat dilakukan dengan cepat 

dan tepat (Paramita et al., 2022).  

Ekstraksi bahan alam bertujuan untuk menarik komponen kimia yang terdapat 

dalam suatu bahan alam yang didasarkan pada prinsip perpindahan massa 

komponen zat ke dalam pelarut dimulai dari lapisan antar muka kemudian 

berdifusi masuk ke dalam pelarut (Meigaria et. al., 2016). Pelarut yang baik adalah 

pelarut yang dapat melarutkan zat aktif dari ekstrak serta membebaskan ekstrak 

dari senyawa lain yang tidak diinginkan. Pelarut yang diperbolehkan yaitu air, 
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etanol, campuran etanol air, metanol, kloroform, eter, dan heksan (Yosephine et. 

al., 2011). 

2.7 Uji Kadar Fenolik Total 

Uji kandungan Fenolik dapat dilakukan dengan uji warna ciri spectrum UV. 

Identifikasi yang biasa digunakan secara luas yaitu pengukuran spektrum serapan 

dengan menggunakan spektrofotometer. Pengukuran kadar fenolik dengan 

spektrofotometer UV-VIS ini tidak akan merusak senyawa fenolik dan dapat 

digunakan lagi untuk uji yang lain. 

Spektrofotometri merupakan salah satu alat yang digunakan sebagai alternatif 

untuk menganalisa berapa jauh energi yang diserap oleh absorbansi yang sudah 

terisolasi pada panjang gelombang. Sinar yang dihasilkan dari spektrum dan 

panjang gelombang tertentu dinamakan dengan spektrofotometer (Putri, 2017). 

Analisis kualitatif flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Spektrum serapan ultra violet dan serapan tampak 

merupakan cara tunggal yang paling bermanfaat untuk mengidentifikasi struktur 

flavonoid. Flavonoid menunjukkan pita serapan kuat pada UV-Vis. Metode 

tersebut juga dapat digunakan untuk melakukan uji secara kuantitatif untuk 

menentukan jumlah fenolik yang terdapat dalam ekstrak dilakukan dengan 

mengukur nilai absorbansinya (Satria et al., 2022). 

Pada spektrofotometri Uv-Vis, cahaya yang digunakan memiliki kisaran 

panjang gelombang (180–380) nm untuk sinar ultraviolet dan (380–780) nm untuk 

sinar tampak (visible) (Putri, 2017). Larutan standar yang digunakan untuk uji 

kadar fenolik yaitu asam galat (Dewantara et al., 2021). Panjang gelombang Gallic 
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Acid Equivalent pada setiap sampel yang dihasilkan umumnya berbeda, namun 

Susanti dan Bachmid (2016) menyatakan panjang gelombang maksimal yang 

digunakan untuk pengujian kadar fenolik dengan larutan asam galat mencapai 760 

nm. 

Adapun hal-hal yang harus diperhatikan dalam spektrofotometri menurut 

(Putri, 2017) agar hasil yang dihasilkan lebih maksimal adalah:  

a. Pada saat pengenceran alat alat pengenceran harus betul-betul bersih tanpa 

adanya zat pengotor. 

b. Dalam penggunaan alat-alat harus betul-betul steril. 

c. Jumlah zat yang dipakai harus sesuai dengan yang telah ditentukan. 

d. Dalam penggunaan spektrofotometri uv, sampel harus jernih dan tidak keru. 

Dalam penggunaan spektrofotometri uv-vis, sampel harus berwarna. 

2.8 Uji Kadar Flavonoid Total 

Uji kandungan flavonoid dapat dilakukan dengan uji warna ciri spectrum UV. 

Identifikasi yang biasa digunakan secara luas yaitu pengukuran spektrum serapan 

dengan menggunakan spektrofotometer. Pengukuran kadar flavonoid dengan 

spektrofotometer UV-VIS ini tidak akan merusak senyawa flavonoid dan dapat 

digunakan lagi untuk uji yang lain. 

Spektrofotometri merupakan salah satu alat yang digunakan sebagai alternatif 

untuk menganalisa berapa jauh energi yang diserap oleh absorbansi yang sudah 

terisolasi pada panjang gelombang. Sinar yang dihasilkan dari spektrum dan 

panjang gelombang tertentu dinamakan dengan spektrofotometer (Putri, 2017). 
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Analisis kualitatif flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Spektrum serapan ultra violet dan serapan tampak 

merupakan cara tunggal yang paling bermanfaat untuk mengidentifikasi struktur 

flavonoid. Flavonoid menunjukkan pita serapan kuat pada UV-Vis. Metode 

tersebut juga dapat digunakan untuk melakukan uji secara kuantitatif untuk 

menentukan jumlah flavonoid yang terdapat dalam ekstrak dilakukan dengan 

mengukur nilai absorbansinya (Satria et al., 2022). 

Pada spektrofotometri Uv-Vis, cahaya yang digunakan memiliki kisaran 

panjang gelombang (180–380) nm untuk sinar ultraviolet dan (380–780) nm untuk 

sinar tampak (visible) (Putri, 2017). Larutan standar yang digunakan untuk uji 

kadar flavonoid yaitu kuersetin (Riwanti et al., 2018). Panjang gelombang 

kuersetin pada setiap sampel yang dihasilkan umumnya berbeda, namun Aminah 

et al. (2017) menyatakan panjang gelombang maksimal yang digunakan untuk 

pengujian kadar flavonoid dengan larutan standar kuersetin mencapai 510 nm. 

Adapun hal-hal yang harus diperhatikan dalam spektrofotometri menurut 

(Putri, 2017) agar hasil yang dihasilkan lebih maksimal adalah:  

e. Pada saat pengenceran alat alat pengenceran harus betul-betul bersih tanpa 

adanya zat pengotor. 

f. Dalam penggunaan alat-alat harus betul-betul steril. 

g. Jumlah zat yang dipakai harus sesuai dengan yang telah ditentukan. 

h. Dalam penggunaan spektrofotometri uv, sampel harus jernih dan tidak keru. 

i. Dalam penggunaan spektrofotometri uv-vis, sampel harus berwarna.
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan metode 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu faktor perlakuan, yaitu penambahan 

sukrosa dengan 6 taraf konsentrasi (30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/L) dengan 4 

ulangan. Penentuan konsentrasi perlakuan ini berdasarkan pada penelitian yang 

telah dilakukan oleh Fazal et al. (2015), Mamdouh (2022) dan Julianti et al. 

(2021).  Untuk pengulangan sampel rumus yang digunakan adalah rumus Federer 

(Indratama dan Yenita, 2019).  

Rumus Federer : (n-1) (t-1) ≥ 15

(n-1) (t-1) ≥ 15 

(n-1) (6-1) ≥ 15 

(n-1) (5) ≥ 15 

(n-1) ≥ 3 

n ≥ 4  

Keterangan:   

n = Total pengulangan 

t = Perlakuan dalam 1x pengulangan

Setiap pengulangan terdiri dari 2 eksplan daun Tithonia diversifolia, sehingga total 

percobaan atau total eksplan yaitu sebanyak 60 eksplan. 

Rancangan penelitian dapat dilihat pada tabel 3.1 berikut: 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

30 
 

 

Tabel 3.1 Rancangan Penelitian 

Ulangan 
Perlakuan  

A B C D E F 

1 A1 B1 C1 D1 E1 F1 

2 A2 B2 C2 D2 E2 F2 

3 A3 B3 C3 D3 E3 F3 

4 A4 B4 C4 D4 E4 F4 

5 A5 B5 C5 D5 E5 F5 

 Keterangan  

A : Konsentrasi sukrosa 30 g/l 

B : Konsentrasi sukrosa 40 g/l 

C : Konsentrasi sukrosa 50 g/l 

D : Konsentrasi sukrosa 60 g/l 

E : Konsentrasi sukrosa 70 g/l 

F : Konsentrasi sukrosa 80 g/l 

3.2 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2023 hingga Juli 2023 yang 

bertempat di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Universitas Islam Negeri 

Sunan Ampel Surabaya. Adapun jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada 

tabel 3.2 dibawah ini: 

Tabel 3.2 Jadwal pelaksanaan penelitian 

No Kegiatan 
Bulan (2022) Bulan 2023 

4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 

1 Pembuata proposal                           
  

2 Seminar proposal                
 

3 Persiapan                    
 

4 Aklimatisasi tanaman                    
 

5 Pembuatan media                   
 

6 Sterilisasi                   
 

7 Penanaman eksplan                  
 

8 Subkultur kalus                  
 

9 Pengamatan                  
 

10 Analisis data                    

11 Penulisan skripsi 
           

        

12 Sidang skripsi                               
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3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat-alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah botol kultur, gelas 

beaker (Merck Iwaki), gelas ukur (Merck Iwaki), erlenmeyer (Merck 

Duran), pengaduk, cawan petri (Merck Iwaki), tabung reaksi (Merck Iwaki), 

corong kaca, tabung cuvet (Merck Genesis), pinset (Merck Marwa), scalpel 

(Merck Marwa), gunting, hotplate (Merck Jisico), bunsen, korek api, 

autoklaf (Merck Hirayama), laminar air flow (LAF) (Merck Robust), 

spektrofotometer UV-Vis (Merck Genesis), oven (Merck Memmert), neraca 

analitik (Merck Ohaus), spatula, pipet, cawan porselin, penyemprot alkohol, 

bolpoin, pensil. 

3.3.2 Bahan 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksplan daun paitan 

(T. diversifolia), kalus daun paitan, media Murashigeand Skoog (MS) 

(Merck Pytotech), zpt NAA, zpt BAP, sukrosa (Gulaku), agar (Merck 

Swallow), aquades, HCl, NaOh, kertas pH (Merck MQuant Kat Nr 

1.09535.0001), Pisau scapel, Tissue, Alkohol 70%, Spirtus, Bayclin 

aluminium foil (Merck Klinpak), plastikwrap (Merck Klinpak), kertas label,. 

3.4 Variabel Penelitian 

Variabel yang digunakan pada penelitian ini antara lain:  

a. Variabel bebas, berupa penambahan konsentrasi enam sukrosa pada media 

subkultur kalus T. diversifolia. 
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b. Variabel terikat, meliputi biomassa segar kalus, biomassa kering kalus dan 

kandungan metabolit sekunder berupa fenolik dan flavonoid kalus tanaman T. 

diversifolia. 

c. Variabel kontrol, meliputi ukuran eksplan, dan jenis eksplan, media kultur, pH 

media, suhu, dan intensitas cahaya. 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan  

a. Tahap Identifikasi dan Aklimatisasi T. diversifolia. 

Pada tahap ini, bibit T. diversifolia yang didapatkan dari toko bunga 

nursery green dikabupaten Mojokerto diidentifikasi terlebih dahulu 

dengan menggunakan aplikasi PlantNet, kemudian ciri-ciri tanaman 

meliputi daun dan batang dicocokkan dengan refrensi artikel ilmiah 

(Amanatie, 2015). Tanaman T. diversifolia yang telah diidentifikasi 

kemudian diaklimatisasi selama 1 bulan pada lingkungan yang 

mendapatkan sinar matahari namun tidak terkena air hujan yang 

bertujuan untuk melindungi tanaman dari penyakit. 

b. Tahap Sterilisasi Alat dan Ruang Kerja 

Pada tahap ini, dilakukan sterilisasi alat dan bahan yang digunakan 

dalam penelitian ini seperti aquades, botol kultur, cawan petri, scalpel, 

gunting, dan pinset. Sebelum disterilisasi dengan autoklaf, alat-alat 

tersebut dicuci terlebih dahulu dengan sabun cuci dan dibilas dengan air 

bersih kemudian dikeringkan. Setelah kering, botol kultur ditutup 

menggunakan aluminium foil, membungkus cawan petri, pinset, 
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scalpel, gunting dengan kertas yang kemudian dimasukkan ke dalam 

plastik. Setelah semua terbungkus, alat-alat tersebut dimasukkan ke 

dalam autoklaf dan disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

Sterilisasi ruang kerja juga harus dilakukan dengan cara 

membersihkan meja labolatorium dan lantai ruangan dengan 

desinfektan. Selain itu, Laminar Air Flow (LAF) sebagai tempat 

penanaman eksplan juga harus disterilkan menggunakan tissu yang 

sudah dibahasi alkohol 70% kemudian diratakan ke meja dan dinding 

kaca LAF. Setelah itu semua alat yang sudah disterilkan dengan autoklaf 

dimasukkan ke dalam LAF dengan membersihkannya terlebih dahulu 

menggunakan alkohol 70%. Kemudian lampu UV dinyalakan dan 

dibiarkan selama 30 menit. Setelah itu, lampu UV dimatikan dan diganti 

dengan menyalakan lampu LED dan blower pada Laminar Air Flow 

(LAF). 

c. Tahap Pembuatan Media 

1) Media Inisiasi 

Media Inisiasi Sukrosa sebanyak 30 g/L, MS, dan ZPT (NAA 4 

ppm + BAP 0,5 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 NaOH 1N setetes demi 
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setetes untuk menaikkan pH. Setelah itu, agar sebanyak 7 g/L 

dimasukkan kedalam larutan tersebut lalu dipanaskan hingga 

mendidih. Selanjutnya media yang sudah dipanaskan dimasukkan 

kedalam botol kultur sebanyak 25 ml kemudian ditutup dengan 

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

botol yang berisi media disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. 

2) Media Produksi 

Sukrosa 30 g/L, MS, ZPT (NAA 4 ppm + BAP 0,5 ppm), dan 

sukrosa dengan konsentrasi 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 dimasukkan 

kedalam erlenmeyer dengan ditambahkan aquades samapai volume 

500 ml 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 NaOH 1N setetes demi setetes untuk menaikkan 

pH. Setelah itu, agar sebanyak 8 g/L dimasukkan kedalam larutan 

tersebut lalu dipanaskan hingga mendidih. Selanjutnya media yang 

sudah dipanaskan dimasukkan kedalam botol kultur sebanyak 25 ml 

kemudian ditutup dengan aluminium foil dan plastik wrap, serta 

diberi label. Terakhir yaitu botol yang berisi media disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm 

selama 15 menit. 
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d. Persiapan Bahan Tanaman 

Tanaman T. diversifolia yang telah diidentifikasi berdasarkan ciri 

morfologinya dengan jurnal “Leaflet Tanaman Pestisida T. diversifolia 

(Hemsley) A. Gray” (Amanatie, 2015). Kemudian tanaman 

diaklimatisasi supaya dapat beradaptasi dan mengurangi tingkat stres 

tanaman pada kondisi lingkungan tanaman yang baru (Borowitzka, 

2018). 

3.5.2 Induksi Pembentukan Kalus  

a. Tahap Sterilisasi Eksplan 

Eksplan yang digunakan yaitu bagian daun muda (daun urutan 

kedua sampai keempat dari bagian pucuk) tanaman T. diversifolia. 

Sterilisasi eksplan dilakukan dengan cara membersihkan eksplan 

dengan merendam eksplan menggunakan detergen selama 5 menit 

kemudian dibilas dengan air mengalir hingga bersih. Selanjutnya 

dilakukan perendaman menggunakan clorox 10% selama 15 menit. 

Kemudian eksplan dibilas dengan akuades steril sebanyak 3 kali setiap 

10 menit. Eksplan yang siap ditanamn dimasukkan kedalam Laminar 

Air Flow (LAF) untuk tahap streilisasi ke 2 dengan menggunakan sinar 

UV pada Laminar Air Flow (LAF). Setelah itu eksplan siap untuk 

ditanam. 

b. Tahap Penanaman Eksplan 

Penanaman eksplan dilakukan di Laminar Air Flow (LAF). 

Penanaman eksplan dilakukan dengan memotong sekeliling daun 
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dengan ukuran 1x1 cm. Sebelum ditanam, mulut botol dipanaskan 

dengan api bunsen untuk mencegah terjadinya kontaminsi. Kemudian 

eksplan ditanam dalam media dengan pinset steril yang sebelumnya 

sudah dipaaskan dengan api bunsen untuk memusnahkan spora dan 

jamur yang menempel pada pinset. Selanjutnya, botol ditutup dengan 

aluminium foil dan dilapisi dengan plastik wrap. Semua botol diinkubasi 

dalam ruang kultur serta diamati setiap hari selama 1 bulan. 

c. Tahap Pemeliharaan Kalus 

Eksplan yang sudah ditanam kemudian di inkubasi dalam ruang 

kultur steril pada suhu 24-25°C dengan pencahayaan 24 jam gelap untuk 

menghasilkan kalus selama 28 hari (Ali and Abbasi, 2014). Botol-botol 

kultur kemudian disemprot alkohol 70% selama 3 hari sekali untuk 

menjaga kebersihan ruang kultur dan mencegah terjadinya kontaminasi 

(Fitri et al., 2012). 

3.5.3 Penanaman Kalus Pada Media Perbanyakan 

a. Tahap Penanaman Kalus Pada Media Perbanyakan 

Kalus yang diperoleh dari media inisiasi setelah berumur 28 hari 

dipindah ke media dengan konsentrasi yang sama seperti media inisiasi 

kalus. Pemindahan kalus dilakukan secara aseptic dalam Laminar Air 

Flow (LAF) dengan menggunakan pinset yang telah disterilkan. Setelah 

kalus dimasukkan, botol kultur ditutup rapat dengan aluminium foil, 

kemudian diinkubasi dalam ruang kultur selama 28 hari. 
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b. Tahap Pemeliharaan Kalus 

Eksplan yang sudah ditanam kemudian di inkubasi dalam ruang 

kultur steril pada suhu 24-25°C dengan pencahayaan 24 jam gelap untuk 

menghasilkan kalus selama 28 hari. Botol-botol kultur kemudian 

disemprot alkohol 70% selama 3 hari sekali untuk menjaga kebersihan 

ruang kultur dan mencegah terjadinya kontaminasi (Fitri et al., 2012). 

3.5.4 Penanaman Kalus Pada Media Produksi 

a. Tahap Penanaman Kalus Pada Media Produksi 

Kalus yang diperoleh dari media perbanyakan setelah berumur 28 

hari dengan berat 0,5gr dipindah ke media produksi dengan perlakuan 

dari berbagai variasi konsentrasi sukrosa 30, 40, 50, 60, 70 dan 80 g/l. 

Pemindahan kalus dilakukan secara aseptic dalam Laminar Air Flow 

(LAF) dengan menggunakan pinset yang telah disterilkan. Setelah kalus 

dimasukkan, botol kultur ditutup rapat dengan aluminium foil, 

kemudian diinkubasi dalam ruang kultur selama 15 hari. 

b. Tahap Pemeliharaan Kalus 

Eksplan yang sudah ditanam kemudian di inkubasi dalam ruang 

kultur steril pada suhu 24-25°C dengan pencahayaan 24 jam gelap untuk 

menghasilkan kalus selama 15 hari (Ali dan Abbasi, 2014). Botol-botol 

kultur kemudian disemprot alkohol 70% selama 3 hari sekali untuk 

menjaga kebersihan ruang kultur dan mencegah terjadinya kontaminasi 

(Fitri et al., 2012). 
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c. Tahap Pengamatan Kalus 

1) Pengamatan Kalus 

Pengamatan dilakukan setiap hari dengan mengamati 

pembentukan kalus, jika beberapa kalus terkontaminasi maka botol 

kultur dipindahkan dan dibersihkan. Pengamatan kalus dilakukan 15 

hari yang dimulai dari pemindahan kalus kedalam media produksi 

kalus yang telah diberi 6 variasi konsentrasi sukrosa. 

2) Morfologi Kalus Akhir 

Pengamatan morfologi kalus meliputi warna dan tekstur kalus 

yang dilakukan pada akhir pengamatan. Penentuan warna kalus 

ditetapkan berdasarkan keterangan warna kalus yaitu hijau, hijau 

keputihan, putih kekuningan, kuning kecoklatan, coklat, dan 

sebagainya. Sedangkan penentuan tekstur kalus ditetapkan 

berdasarkan keterangan kompak atau remah. 

3) Penentuan Biomassa Kalus Akhir 

Menentukan biomassa segar kalus dengan cara menimbang 

kalus setelah akhir pengamatan (selama 15 hari). Setelah itu 

dilakukan penimbangan berat kering kalus yang sebelumya telah 

dioven selama 48 jam dengan suhu 40ºC. Setelah itu dilakukan 

penimbangan biomassa kering kalus menggunakan neraca analitik. 

Kemudian biomassa basah dan kering kalus dicatat. 
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4) Ekstraksi 

Kalus tanaman insulin pada semua perlakuan dikeringkan 

dengan menggunakan oven selama 24 hingga 48 jam dengan suhu 

50°C. Setelah kering, kalus dihaluskan menggunakan mortar dan alu 

hingga menjadi serbuk. Sebanyak 0,05 gr serbuk diekstraksi 

menggunakan metode maserasi yaitu dengan cara merendam serbuk 

kedalam 5 ml metanol selama 24 jam. Proses ini dilakukan sebanyak 

2x agar senyawa dapat larut sempurna lalu disaring. Kemudian 

ekstrak yang terlarut dalam metanol dipekatkan selama 4 hari. 

Setelah itu ekstrak metanol dipartisi menggunakan n-heksana dengan 

perbandingan 1:1 (7,5 ml). Lalu akan terbentuk 2 lapisan, lapisan atas 

diambil dan disimpan ditempat yang bersih. Sedangkan lapisan 

bawah dipartisi menggunakan etil asetat dengan perbandingan 1:1 

(7,5 ml) untuk mengekstrak senyawa metabolit sekunder. Kemudian 

ekstrak etil asetat diambil sebanyak 3 ml dan dipekatkan pada suhu 

ruang hingga menempel pada dinding botol selama 2 hari, lalu 

ekstrak dapat digunakan untuk analisis kadar fenolik dan flavonoid. 

5) Pembuatan Larutan Standar Asam Galat 

Pembuatan larutan induk dilakukan dengan cara menimbang 

asam galat sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam metanol p.a 

sebanyak 100 ml, sehingga dihasilkan larutan kuersetin 100 ppm. 

Kemudian dilakukan pengenceran berseri dengan mengambil 1; 2; 3; 

4; dan 5 ml pada larutan induk dan ditambah metanol p.a hingga 
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mencapai 10 ml sehingga didapatkan konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 

50 ppm. 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. 

6) Pembuatan Larutan Standar Kuersetin 

Pembuatan larutan induk dilakukan dengan cara menimbang 

kuersetin sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam metanol p.a 

sebanyak 100 ml, sehingga dihasilkan larutan kuersetin 100 ppm. 

Kemudian dilakukan pengenceran berseri dengan mengambil 1; 2; 3; 

4; dan 5 ml pada larutan induk dan ditambah metanol p.a 10 ml 

sehingga didapatkan konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm. 

Selanjutnya msing-masing konsentrasi diambil 5 ml, kemudian 

ditambahkan 75 µL larutan NaNo2 5% ditunggu selama 6 menit, 

Kemudian ditambahkan 150 µL AlCl3 10% secara perlahan dan 

ditunggu 5 menit, terakhir ditambahkan 0,5 ml NaOH 1 N. 

Selanjutnya larutan dianalisis menggunakan spektrofomoter UV-VIS 

dengan panjang gelombang 514 nm. Larutan blanko yang digunakan 

yaitu metanol. 
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7) Pembuatan Kurva Baku 

Pembuatan kurva baku asam galat dilakukan dengan cara 

menghubungkan konsentrasi larutan standar dengan nilai absorbansi 

yang didapatkan dari pengukuran spektrofotometer UV-VIS. 

Selanjutnya nilai yang diperoleh diplotkan sehingga terbentuk 

persamaan y = bx + a, dimana x adalah konsentrasi, y adalah luas 

area, a adalah intersept (perpotongan dengan garis sumbu y), dan b 

adalah slope (kemiringan garis regresi). Kelinieran kurva dihitung 

dengan koefisien korelasi (r). 

8) Analisis Kadar Fenolik 

Ekstrak etil asetat yang telah dipekatkan selama 3 hari, kemudian 

ditambahkan metanol sebanyak 0,5 ml pada semua perlakuan. 

Kemudian ditambahkan pereaksi folin ciocalteu 0,25 ml didiamkan 

selama 8 menit sambil dikocok, lalu ditambahkan Na2CO3 7% 

sebanyak 2 ml dan divortex selama 1 menit. Selanjutnya larutan 

dianalisis menggunakan spektrofomoter UV-VIS dengan panjang 

gelombang 760 nm (Chandra, et al., 2014). 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 (Kate, 2014) : 

Kadar fenolik total = 
Konsentrasi (

mg

L
)x Volume ekstrak (L)

Berat ekstrak (g)
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9) Analisis Kadar Flavonoid 

Ekstrak etil asetat yang telah dipekatkan selama 3 hari, kemudian 

ditambahkan metanol sebanyak 0,25 ml pada semua perlakuan, 37,5 

µL larutan NaNo2 5% ditunggu selama 6 menit, Kemudian 

ditambahkan 150 µL AlCl3 10% secara perlahan dan ditunggu 5 

menit, selanjutnya ditambahkan 0,25 ml NaOH 1 N dan terakhir 

ditambahkan aquades hingga volume menjadi 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 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 ekstrak (L)

Berat ekstrak (g)
 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh adalah data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif 

meliputi morfologi kalus yang berupa warna dan tekstur kalus dianalisis secara 

deskriptif. Data kuantitatif meliputi biomassa segar kalus, biomassa kering kalus 

dan kadar metabolit sekunder (fenolik dan flavonoid) yang dianalisis statistik 

menggunakan uji Homogenitas dan Normalitas. Apabila data terdistribusi normal 

maka dilakukan uji ANOVA (Analysis of Variance) satu arah (One Way Anova), 

kemudian dilakukan uji Post Hoc jika terdapat perbedaan. Namun, jika data tidak 
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terdistribusi normal dan homogen maka dilakukan Uji Kruskal-Walis. Apabila 

terdapat perbedaan data perlakuan pada Uji Kruskal Walis dilakukan uji lanjutan 

dengan Uji Man-Whiteney.
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Pengaruh Variasi Konsentrasi Sukrosa Terhadap Pertumbuhan Kalus 

Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

4.1.1 Pengaruh Variasi Konsentrasi Sukrosa Terhadap Warrna dan Tekstur 

Kalus Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

Berdasarkan hasil dari pemberian variasi konsentrasi sukrosa pada 

media produksi kalus tanaman T. diversifolia yang berusia 6 minggu setelah 

subkultur ke-2 menujukkan adanya respon yang bervariasi terhadap kalus 

tanaman T. diversifolia. Respon tersebut dapat diamati secara morfologi 

berupa warna dan tekstur kalus yang dapat dilihat pada gambar 4.1 dan tabel 

4.1 dibawah ini. 

 
Gambar 4.1 Kalus T. diversifolia hari ke-15 pada media subkultur 

produksi variasi konsentrasi sukrosa A= 30 g/L, B= 40 g/L, C= 50 g/L, 

D= 60 g/L, E= 70 g/L, F= 80g/L 
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Tabel 4.1 Pengaruh pemberian sukrosa terhadap  warna dan tekstur Kalus 

Konsentrasi (g/l) Pengulangan Warna Tekstur 

30 g/L  1 Hijau Remah 

 2 Hijau Intermediet 

 3 Putih Sedikit Kecoklatan Remah 

 4 Putih Sedikit Kecoklatan Remah 

 5 Putih Sedikit Kecoklatan Remah 

40 g/l  1 Hijau Kecoklatan Remah 

 2 Hijau Kecoklatan Remah 

 3 Coklat Keunguan Intermediet 

 4 Hijau Keunguan Remah 

 5 Hijau Keunguan Remah 

50 g/L  1 Kuning Kehijauan Remah 

 2 Kuning Kecoklatan Intermediet 

 3 kuning Keunguan Remah 

 4 kuning Remah 

 5 Coklat Intermediet 

60 g/L  1 kuning Keunguan Remah 

 2 Ungu Sedikit Kehijauan Intermediet 

 3 Kuning Kemerahan Intermediet 

 4 Coklat Keunguan Remah 

 5 kuning Keunguan Remah 

70 g/L  1 Kuning Keunguan Remah 

 2 Coklat Intermediet 

 3 Hijau keunguan Remah 

 4 Coklat Keunguan Intermediet 

 5 Coklat Keunguan Intermediet 

80 g/L  1 Hijau Kecoklatan Remah 

 2 Coklat sedikit Merah Muda Kompak 

 3 Coklat Keunguan Intermediet 

 4 Coklatan keputihan Kompak 

 5 Coklat Intermediet 

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Terbentuknya kalus disebabkan adanya rangsang luka. Rangsang 

tersebut menyebabkan kesetimbangan pada dinding sel berubah arah, 

sebagian protoplas mengalir ke luar sehingga mulai terbentuk kalus. Kalus 
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terbentuk pada bagian eksplan yang terluka (potongan). Pemberian 

konsentrasi sukrosa membuat kalus yang terbentuk merata pada semua 

permukaan eksplan. Hal ini diduga karena pada media dengan penambahan 

sukrosa, sumber karbon dan energi didapatkan lebih banyak sehingga proses 

pembelahan sel- sel eksplan dan pembentukkan kalus maksimal. 

Berdasarkan gambar 4.1 dan tabel 4.1, diketahui pada perlakuan 30 g/L 

dan 40 g/L menghasilkan kalus yang didominasi warna hijau. Namun kalus 

pada media dengan pemberian sukrosa 60 g/L hingga 80 g/L menunjukkan 

warna kalus yang cenderung berwarna kuning dan coklat yang disertai 

dengan warna gelap dibagian tepi kalus. Warna kalus yang berbeda pada 

setiap perlakuan menunjukkan bahwa kalus merespons perlakuan 

konsentrasi sukrosa yang diberikan. Warna kalus dapat menjadi indikator 

aktivitas pembelahan sel yang masih aktif terjadi atau telah mati (Rahmah et 

al., 2020). Kalus pada perlakuan 30 g/L dan penambahan sukrosa 40 g/L 

memiliki warna hijau yang menunjukkan adanya kandungan klorofil dan 

merupakan kalus berkualitas baik yang aktif membelah (Yunita et al., 2021). 

Kalus pada perlakuan sukrosa 30 g/L dan 40 g/L cenderung berwarna 

kuning dan kecoklatan. Warna kuning pada kalus menunjukkan sel masih 

aktif membelah dan warna coklat muda menunjukkan bahwa sel aktif 

berdiferensiasi (Simbolon, 2017). Sedangkan kalus pada perlakuan sukrosa 

40 g/L dan 50 g/L menunjukkan warna coklat dengan bagian tepi kalus yang 

gelap seperti kuning atau kemerahan, hal tersebut menunjukkan terjadinya 
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browning dan  laju pembelahan sel yang rendah (Fitriani et al. , 2016). 

Browning juga terjadi pada bagian tepi kalus perlakuan sukrosa 50 g/L dan 

60 g/L. Browning pada tepi kalus disebabkan oleh sel-sel bagian tepi kalus 

yang lebih cepat merespons perlakuan sukrosa yang diberikan, akibat 

permukaan sel yang berinteraksi secara langsung dengan media, dimana 

media merupakan sumber nutrisi, mineral dan oksigen yang lebih baik bagi 

sel kalus (Nasution, 2019). 

Peningkatan konsentrasi sukrosa pada medium menunjukkan adanya 

respon berupa perbedaan warna pada kalus. Dimana peningkatan konsentrasi 

sukrosa pada media menyebabkan perbedaan tekanan osmotik intraseluler 

dan ekstraseluler yang memicu terjadinya permeabilisasi membran vakuolar 

(tonoplas). Hal tersebut menyebabkan senyawa fenolik dalam vakuola 

mengalir menuju sitosol. Interaksi antara senyawa fenolik dengan enzim 

polifenol oksidase (PPO), serta oksigen akan memicu oksidasi fenolik 

membentuk senyawa quinon. Quinon adalah senyawa yang sangat reaktif 

dan mudah bereaksi secara spontan dan non-spesifik dalam mempolimerisasi 

protein atau komponen seluler lain dan membentuk pigmentasi gelap (Li et 

al., 2016). Browning pada kalus dapat menyebabkan penurunan laju 

pertumbuhan, penurunan kemampuan regeneratif dan bahkan kematian sel 

(Xie et al., 2022).  

Kalus yang dihasilkan pada penelitian ini memiliki warna coklat dengan 

warna yang lebih gelap seiring pertambahan konsentrasi sukrosa yang 

diberikan. Hal tersebut selaras dengan penelitian Wahyuni et al., (2020), di 
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mana kalus Justica gendarusa menunjukkan munculnya pencoklatan atau 

browning pada kalus, seiring peningkatan konsentrasi sukrosa. Pencoklatan 

juga ditemukan pada kalus Glycyrrhiza inflata pada variasi konsentrasi 

sukrosa Li et al., (2016). Pemberian konsentrasi sukrosa yang lebih tinggi 

pada penelitian Fitriani et al., (2016) juga membentuk pigmentasi kecoklatan 

pada media kalus Colocasia esculenta var. antiquorum. Selain itu, 

perubahan warna kalus menjadi kecoklatan dapat disebabkan oleh degradasi 

klorofil. Penggunaan sukrosa pada medium akan memenuhi kebutuhan gula 

dalam sel, sehingga aktivitas fotosintesis akan menurun dan berakibat pada 

terhambatnya pembentukan klorofil penelitian (Fitriani et al., 2016) . 

Berdasarkan tabel 4.1, diketahui pada perlakuan 30 dan 40 g/L 

menghasilkan kalus bertekstur remah (friable). Sedangkan kalus pada media 

dengan perlakuan sukrosa 50 g/L hingga 70 g/L menunjukkan kalus yang 

memiliki tekstur remah dan intermediet. Namun kalus dengan perlakuan 

sukrosa 80 g/L menunjukkan tekstur kalus yang cenderung intermediet dan 

kompak. Tekstur kalus yang berbeda pada setiap perlakuan menunjukkan 

bahwa kalus merespons perlakuan konsentrasi sukrosa yang diberikan. 

Tekstur kalus dapat menjadi indikator aktivitas pembelahan sel yang masih 

aktif terjadi atau telah mati (Rahmah et al., 2020). 

Tekstur yang rapuh terbentuk akibat pertumbuhan sel-sel dengan ukuran 

yang lebih kecil. Selain itu, tekstur kalus yang rapuh juga disebabkan karena 

tingginya kadar air pada sel kalus, kondisi sel kalus dengan ketersediaan air 

yang cukup membuat dinding sel kalus belum mengalami lignifikasi atau 
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pengerasan dinding sel. Sedangkan pada kondisi kalus yang tercekam akibat 

kekeringan, dinding sel kalus akan mengalami lignifikasi, kondisi ini 

bertujuan untuk menguatkan dinding sel dan permeabilitas, sehingga dapat 

membantu proses pengangkutan air dalam sel kalus (Yunita et al., 2021). 

Perlakuan kontrol dan penambahan konsentrasi sukrosa 40 g/L mampu 

untuk membentuk tekstur kalus yang remah. Kalus remah merupakan kalus 

yang paling baik. Kalus remah ialah kalus yang tumbuh terpisah-pisah 

menjadi bagian-bagian yang kecil, mudah lepas dan mengandung banyak air. 

Penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan 40 g/L sukrosa pada medium 

MS berpengaruh terhadap pembentukan kalus dengan tekstur kalus remah. 

Hasil tersebut sejalan dengan penelitian Kherasani et al., (2017) di mana 

pada kultur Zingiber officinale menunjukkan hasil tekstur remah pada 

perlakuan konsentrasi sukrosa total pada media dari 20 g/L hingga 50 g/L. 

Perlakuan sukrosa 40 g/L hingga 80 g/l mampu untuk membentuk 

tekstur intermediet. Kalus intermediet merupakan perpaduan antara kalus 

kompak dan kalus remah. Kalus intermediet merupakan kalus yang 

memasuki fase peralihan akibat adanya tekanan osmotik pada sel (Indah dan 

Ermavitalini, 2013). Sedangkan kalus kompak merupakan kalus mempunyai 

tekstur padat dan keras, yang tersusun dari sel-sel kecil yang sangat rapat. 

Kalus kompak merupakan kalus yang tersusun akibat dinding sel yang 

mengalami lignifikasi. Kalus kompak pada penelitian ini hanya terbentuk 

pada perlakuan 80 g/L. Tekstur yang rapuh terbentuk akibat pertumbuhan 

sel-sel dengan ukuran yang lebih kecil. Selain itu, tekstur kalus yang rapuh 
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juga disebabkan karena tingginya kadar air pada sel kalus, kondisi sel kalus 

dengan ketersediaan air yang cukup membuat dinding sel kalus belum 

mengalami lignifikasi atau pengerasan dinding sel. Sedangkan pada kondisi 

kalus yang tercekam akibat kekeringan, dinding sel kalus akan mengalami 

lignifikasi, kondisi ini bertujuan untuk menguatkan dinding sel dan 

permeabilitas, sehingga dapat membantu proses pengangkutan air dalam sel 

kalus (Yunita et al., 2021). Menurut Fitri et al. (2012) Tekstur kompak pada 

kalus disebabkan karena terjadinya peristiwa lignifikasi. Lignifikasi 

merupakan proses pengerasan dinding sel pada tumbuhan yang disebabkan 

karena penumpukan lignin, dimana lignin merupakan senyawa metabolit 

sekunder turunan dari senyawa fenolik yang disintesis karena pengaruh 

cekaman osmotik karena pemberian konsentrasi sukrosa yang tinggi pada 

media. 

Tekstur kalus dapat digunakan untuk menilai kualitas kalus. Tekstur 

kalus yang kompak baik karena mengakumulasi metabolit sekunder lebih 

banyak. Metabolit sekunder hanya dihasilkan oleh tumbuhan tertentu, 

sehingga tekstur kalus ini dipengaruhi oleh jenis eksplan yang digunakan 

(Fitriana et al., 2019). Berdasarkan hasil tabel 4.1 tektur kalus yang 

dihasilkan berupa remah, intermediet dan kompak dikarenakan cekaman 

yang berupa perbedaan pemberian kosentrasi sukrosa pada media produksi 

(Sukma et al., 2020).  
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4.1.2 Pengaruh Variasi Konsentrasi Sukrosa Terhadap Biomassa Kalus 

Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

Biomassa segar dan biomassa kering merupakan parameter pertumbuhan 

kalus yang diukur selama masa perlakuan 15 hari. Pertumbuhan ditunjukkan 

dari peningkatan biomassa segar pada kalus secara fisiologis yang 

mengandung air dan karbohidrat (Sari et al., 2018). Peningkatan biomassa 

segar diperoleh dari pengukuran biomassa segar kalus pada akhir masa 

perlakuan atau subkultur hari ke-15. Selain itu, pengukuran biomassa kering 

juga dilakukan pada akhir masa perlakuan. Berat kering diperoleh dengan cara 

mengeringkan kalus didalam oven sehingga menguapkan kandungan air pada 

kalus dan dilakukan pengukuran hingga diperoleh berat konstan.  

A. Biomassa Segar Kalus 

Biomassa segar kalus menjadi salah satu indikator untuk mengetahui 

adanya pertumbuhan masa sel melalui proses pembelahan dan pembesaran 

sel (Tonk et al., 2016). Biomassa segar kalus Paitan (T. diversifolia) pada 

penelitian ini didapatkan dengan menimbang kalus yang telah tumbuh 

setelah masa inkubasi selama 15 hari. Data hasil dari rata-rata biomassa 

segar kalus dapat dilihat pada tabel 4.2 

Tabel 4.2 Hasil Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Biomassa segar kalus 

Konsentrasi (g/l) Rata-rata Berat Segar ± Standar deviasi (gr) Sig. 

30 g/L 1.58 ± 0.08   
 

 

0.000 
 

40 g/L 2.10 ± 0.09 

50 g/L 2.88 ± 0.27 

60 g/L 2.54 ± 0.14 

70 g/L 2.26 ± 0.06 

80 g/L 1.96 ± 0.06 

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 
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Berdasarkan nilai yang tertera pada tabel 4.2 diketahui bahwa nilai 

signifikasi p (0,00) < α (0,05) yang menunjukkan bahwa perlakuan 

penambahan konsentrasi sukrosa yang nyata terhadap kadar fenolik total 

pada kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Selanjutnya perlu dilakukan uji 

Mann-Whitney (tabel 4.3) menunjukkan bahwa terdapat pengaruh nyata 

pada kadar fenolik kalus tiap perlakuan karena nilai Asymp. Sig. < 0,05. 

Tabel 4.3 Hasil Uji Mann-Whitney parameter rata-rata berat kering total tanaman 

Paitan (T. diversifolia). 

Perlakuan A B C D E F 

A             

B 0.009*           

C 0.009* 0.009*         

D 0.009* 0.009* 0.036*       

E 0.009* 0.027* 0.009* 0.009*     

F 0.009* 0.036* 0.009* 0.009* 0.009*   

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Keterangan : A= 30 g/L, B= 40 g/L, C= 50 g/L, D= 60 g/L, E= 70 g/L, F= 80g/L 

(*) = Tanda adanya perbedaan yang signifikan pada Uji Mann-Whitney 

(Sig. p < α (0.05)). 
 

Berdasarkan tabel 4.2, terlihat bahwa perlakuan yang menghasilkan 

biomassa segar pada kalus tanaman Paitan (T. diversifoia) paling besar 

adalah perlakuan konsentrasi sukrosa 50 g/L yang memiliki nilai rata-rata 

2.88 gr. Sedangkan yang paling kecil adalah kalus pada perlakuan 30 g/L 

dengan nilai rata-rata 1.58 gr. 

Berdasarkan hasil tabel Uji Mann-Whitney pada tabel 4.3, diketahui 

bahwa terdapat beberapa perbedaan perlakuan yang memiliki perbedaan 

yang signifikan. Seperti perlakuan kontrol (A) yang berbeda nyata dengan 

perlakuan B (Sig. p = 0,009), perlakuan C (Sig. p = 0,009), perlakuan D (Sig. 
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p = 0,009), perlakuan E (Sig. p = 0,009) dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). 

Pada perlakuan B terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan perlakuan C 

(Sig. p = 0,009), perlakuan D (Sig. p = 0,009), perlakuan E (Sig. p = 0,027) 

dan perlakuan F (Sig. p = 0,036). Pada pada perlakuan C terdapat perbedaan 

nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 0,036), perlakuan E (Sig. p = 0,009) dan 

perlakuan F (Sig. p = 0,009). Pada pada perlakuan D terdapat perbedaan 

nyata dengan perlakuan E (Sig. p = 0,009) dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). 

Sedangkan pada perlakuan E terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan F 

(Sig. p = 0,009) Terdapat beberapa kalus yang mampu beradaptasi dengan 

kondisi cekaman sehingga hal ini berpengaruh pada berat kering kalus 

tanaman Paitan (T. diversifoia) dan menyebabkan perbedaan yang nyata 

antar perlakuan. 

Hasil menunjukkan bahwa penambahan konsentrasi sukrosa sebesar 

50 g/L merupakan konsentrasi optimal yang dapat mendukung 

pertumbuhan kalus, sedangkan penambahan konsentrasi sukrosa di atas 50 

g/L menunjukkan penghambatan pertumbuhan pada kalus. Konsentrasi 

sukrosa di atas normal dapat memicu cekaman osmotik (Li et al., 2016). 

Penurunan berat segar kalus dapat terjadi karena adanya perbedaan 

kemampuan sel dalam menyerap dan menyimpan air (Rajput et al., 2016). 

Peningkatan konsentrasi sukrosa dalam medium menyebabkan 

perubahan pergerakan air melintasi membran sel, akibat adanya 

ketidakseimbangan osmolaritas antara cairan dalam sel dengan cairan di 

luar sel. Peningkatan konsentrasi sukrosa pada medium menyebabkan 
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penurunan potensial air pada medium yang dapat menghambat penyerapan 

air dan mineral oleh sel-sel pada kalus, serta memicu keluarnya air dari 

dalam sel, sehingga berpengaruh pada penurunan volume sitoplasma dan 

vakuola sel (Ghimire et al., 2018). Penurunan potensial air medium 

menyebabkan turunnya turgor sel yang dapat menghambat pemanjangan 

dan pembelahan sel. Ketersediaan air dalam sel dapat menghambat proses 

pertumbuhan, karena berkurangnya kandungan air akan berpengaruh 

terhadap tekanan turgor dan menghambat kinerja hormon pertumbuhan, 

seperti auksin dan sitokinin. Konsentrasi sukrosa yang berlebihan 

menghambat pertumbuhan kalus karena stres osmotik dan defisiensi nutrisi 

(Wan et al., 2015).  

Penelitian ini menunjukkan bahwa konsentrasi sukrosa di atas 50 g/L 

pada medium MS berpengaruh terhadap penurunan pertumbuhan kalus, 

yang ditunjukkan oleh biomassa segar kalus yang mengalami penurunan, 

seiring tingginya konsentrasi sukrosa yang diberikan. Hasil tersebut sejalan 

dengan penelitian Elgirban et al., (2012), di mana pada kultur Morinda 

citrifolia L. menunjukkan rerata biomassa segar terbaik pada konsentrasi 

sukrosa 50 g/L sebesar 5,2 gr, namun terjadi penurunan biomassa segar 

pada penambahan konsentrasi sukrosa di atas 50 g/L menjadi 4,5 gr pada 

konsentrasi 70 g/L dan 3,8 gr pada konsentrasi 90 g/L. Kalus Billbergia 

zebrina juga menghasilkan rerata biomassa segar terbaik pada konsentrasi 

sukrosa 50 g/L yaitu sebesar 2,965 gr (Khan et al., 2018). 
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Penurunan pertumbuhan kalus pada perlakuan sukrosa di atas 50 g/L 

dapat disebabkan oleh kandungan sukrosa yang tinggi. Menurut Shofiyani 

et al., (2020) Peningkatan sukrosa berlebih menyebabkan sel jenuh 

sehingga tekanan osmotik dalam media lebih tinggi daripada di dalam sel 

sehingga menurunkan pertumbuhan dan perkembangan sel. Lebih lanjut, 

sel akan mati karena plasmolisis. Sukrosa yang tinggi pada medium dapat 

menghasilkan kalus bertekstur kompak. Sukrosa memiliki peran dalam 

pembentukan dinding sel yang terdiri dari rantai selulosa yang sulit untuk 

diputuskan. Kalus yang terlalu kompak memiliki kemampuan penyerapan 

zat hara atau nutrien yang lebih rendah, sehingga laju pertumbuhan kalus 

kurang optimal (Fitriana et al., 2019).  

B. Biomassa Kering Kalus 

Biomassa kering kalus juga menjadi salah satu indikator untuk 

mengetahui adanya pertumbuhan melalui proses pembelahan dan 

pembesaran sel (Tonk et al., 2016). Berat kering kalus juga menjadi 

parameter yang digunakan sebagai ukuran global tanaman dengan segala 

peristiwa dengan melakukan pengeringan untuk menghilangkan kadar air 

dan menghentikan aktivitas metabolisme sel hingga ditemukan berat yang 

konstan setelah penimbangan yang dilakukan secara berulang. Kalus 

tanaman Paitan (T. diversifolia) pada penelitian ini didapatkan dengan 

mengeringkan kalus pada oven dengan suhu 50 °C selama 48 jam. Data 

hasil dari rata-rata biomassa kalus dapat dilihat pada tabel 4.3 
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Tabel 4.4 Hasil Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Biomassa kering kalus 

Konsentrasi (g/l) Rata-rata ± Standar deviasi (gr) Sig. 

30 g/L 0.118 ± 0.013 

0.000  

40 g/L 0.146 ± 0.013 

50 g/L 0.257 ± 0.037 

60 g/L 0.224 ± 0.009 

70 g/L 0.216 ± 0.007 

80 g/L 0.204 ± 0.049 

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Berdasarkan nilai yang tertera pada tabel 4.4 diketahui bahwa nilai 

signifikasi p (0,00) < α (0,05) yang menunjukkan bahwa perlakuan 

penambahan konsentrasi sukrosa yang nyata terhadap berat kering pada 

kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Selanjutnya perlu dilakukan uji 

Mann-Whitney (tabel 4.5) menunjukkan bahwa terdapat pengaruh nyata 

pada berat kering kalus tiap perlakuan karena nilai Asymp. Sig. < 0,05. 

Tabel 4.5 Hasil Uji Mann-Whitney parameter rata-rata berat kering tanaman Paitan 

(T. diversifolia). 

Berat Kering 

Perlakuan A B C D E F 

A             

B 0.012*           

C 0.009* 0.009*         

D 0.009* 0.009* 0.248       

E 0.009* 0.009* 0.009* 0.009*     

F 0.009* 0.009* 0.009* 0.009* 0.117   

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Keterangan : A= 30 g/L, B= 40 g/L, C= 50 g/L, D= 60 g/L, E= 70 g/L, F= 80g/L 

(*) = Tanda adanya perbedaan yang signifikan pada Uji Mann-Whitney 

(Sig. p < α (0.05)). 

 

Berdasarkan tabel 4.4, terlihat bahwa perlakuan yang menghasilkan 

berat kering pada kalus tanaman Paitan (T. diversifoia) paling besar adalah 

perlakuan konsentrasi sukrosa 50 g/L yang memiliki nilai rata-rata 0.257 g. 
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Sedangkan yang paling kecil adalah kalus pada perlakuan 30 g/L dengan 

nilai rata-rata 0.118 g. 

Berdasarkan hasil tabel Uji Mann-Whitney pada tabel 4.5, diketahui 

bahwa terdapat beberapa perbedaan perlakuan yang memiliki perbedaan 

yang signifikan. Seperti perlakuan kontrol (A) yang berbeda nyata dengan 

perlakuan B (Sig. p = 0,012), perlakuan C (Sig. p = 0,009), perlakuan D (Sig. 

p = 0,009), perlakuan E (Sig. p = 0,009) dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). 

Pada perlakuan B terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 

0,009). Sedangkan pada pada perlakuan C terdapat perbedaan nyata dengan 

perlakuan D (Sig. p = 0,009), perlakuan E (Sig. p = 0,009) dan perlakuan F 

(Sig. p = 0,009). Terdapat beberapa kalus yang mampu beradaptasi dengan 

kondisi cekaman sehingga hal ini berpengaruh pada berat kering kalus 

tanaman Paitan (T. diversifoia) dan menyebabkan perbedaan yang nyata 

antar perlakuan. 

Hasil menunjukkan konsentrasi sukrosa sebesar 50 g/L merupakan 

konsentrasi optimal yang dapat mendukung pertumbuhan kalus, sedangkan 

penambahan konsentrasi sukrosa di atas 60 g/L menunjukkan penghambatan 

pertumbuhan pada kalus. Konsentrasi sukrosa di atas normal dapat memicu 

cekaman osmotik (Li et al., 2016). Peningkatan berat kering kalus terjadi 

seiring dengan meningkatnya berat segar kalus. Namun pada konsentrasi 

diatas 50 g/L terjadi penurunan berat kering atau biomassa, hal tersebut 

terjadi karena konsentrasi sukrosa yang berlebihan dapat menghambat 
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pertumbuhan kalus karena stres osmotik dan defisiensi nutrisi (Wan et al., 

2015). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi sukrosa yang semakin 

tinggi tidak selalu menghasilkan berat kering kalus yang semakin tinggi 

pula. Hal ini disebabkan konsentrasi sukrosa yang terlalu tinggi dalam media 

akan menjadikan media lebih pekat dan menghambat penyerapan air 

maupun garam mineral yang ada (da Silva et al., 2017). Menurut (Zahara et 

al., 2017), sukrosa merupakan sumber karbon penting yang dapat 

mempengaruhi pertumbuhan dan biomassa sel. Sukrosa yang cukup dalam 

media menyebabkan pembelahan, pembesaran dan diferensiasi sel dengan 

berjalan baik. Ketersediaan sukrosa yang optimum dalam media 

memungkinkan terjadinya cukup energi serta bahan-bahan penting untuk 

pertumbuhan. Namun ketersediaan sukrosa yang terlalu besar dalam media 

juga dapat menghampat pertumbuhan sel. Sedangkan sukrosa dengan 

konsentrasi yang lebih rendah dapat mengurangi pertumbuhan kalus, hal ini 

disebabkan karena nutrisi yang tersedia pada media kultur akan lebih cepat 

habis. 

Penelitian ini menunjukkan bahwa konsentrasi sukrosa di atas 50 g/L 

pada medium MS berpengaruh terhadap penurunan pertumbuhan kalus, 

yang ditunjukkan oleh berat kering kalus yang mengalami penurunan, 

seiring tingginya konsentrasi sukrosa yang diberikan. Hasil tersebut sejalan 

dengan penelitian penelitian Ali et al., (2016), di mana pada kultur Artemisia 

absinthium L. menunjukkan berat kering terbaik didapatkan pada perlakuan 
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konsentrasi sukrosa 50 g/L. Kalus Morinda citrifolia L.juga menghasilkan 

rerata biomassa segar terbaik pada konsentrasi sukrosa 50 g/L dan menurun 

pada konsentrasi daiatas 50 g/L (Elgirban, et al., 2012). 

4.2 Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Kadar Senyawa Metabolit 

Sekunder Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

4.2.1. Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Kadar Senyawa Fenolik 

Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

Berdasarkan hasil spektrofotometer UV-Vis didapatkan nilai absorbansi 

larutan standar kuersetin pada masing-masing deret konsentrasi. Dari hasil 

nilai tersebut dilakukan pembuatan kurva kalibrasi (gambar 4.2). Kurva 

kalibrasi adalah perbandingan antara konsentrasi dengan nilai absorban. 

Semakin besar konsentrasinya, maka nilai absorbannya juga semakin besar 

(Pratiwi et al., 2020). Panjang Gelombang yang digunakan dalam uji kadar 

fenolik yaitu 760 nm. 

 
Gambar 4.2 Kurva Larutan Standar Fenolik pada Panjang Gelombang 760 nm 
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Berdasarkan gambar4.2 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 ppm yaitu y = 0,016x – 0,3154. 

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 

kuersetin dalam ekstrak kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Data hasil 

dari rata-rata konsentrasi senyawa fenolik dan rata-rata kadar senyawa 

fenolik total pada kalus tanaman Paitan (T. diversifolia) dapat dilihat pada 

tabel 4.6 

Tabel 4.6 Hasil Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Kadar Fenolik Total 

Konsentrasi 

Sukrosa (g/L) 

Fenolik (mg/ml) Rata-rata Kadar Fenolik 

Total ± Standar deviasi (mg 

GAE/g) 

Sig. 

30 g/L 63.216 3.22 ± 0.11 0 

40 g/L 103.330 5.27 ± 0.10 

50 g/L 128.599 6.56 ± 0.15 

60 g/L 117.433 5.99 ± 0.25 

70 g/L 94.566 4.82 ± 0.07 

80 g/L 80.266 4.29 ± 0.38 

Daun tanaman 

induk   
78.458   

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Berdasarkan nilai yang tertera pada tabel 4.6 diketahui bahwa nilai 

signifikasi p (0,00) < α (0,05) yang menunjukkan bahwa perlakuan 

penambahan konsentrasi sukrosa yang nyata terhadap kadar fenolik total 

pada kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Selanjutnya perlu dilakukan uji 

Mann-Whitney (tabel 4.7) menunjukkan bahwa terdapat pengaruh nyata 

pada kadar fenolik kalus tiap perlakuan karena nilai Asymp. Sig. < 0,05. 
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Tabel 4.7 Hasil Uji Mann-Whitney parameter rata-rata kadar fenolik total tanaman Paitan 

(T. diversifolia). 

Perlakuan A B C D E F 

A             

B 0.009*           

C 0.009* 0.009*         

D 0.009* 0.009* 0.009*       

E 0.009* 0.016* 0.009* 0.009*     

F 0.009* 0.009* 0.009* 0.009* 0.117*   

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Keterangan : A= 30 g/L, B= 40 g/L, C= 50 g/L, D= 60 g/L, E= 70 g/L, F= 80g/L 

(*) = Tanda adanya perbedaan yang signifikan pada Uji Mann-Whitney (Sig. p < α 

(0.05)). 

Berdasarkan tabel 4.6, terlihat bahwa perlakuan yang menghasilkan 

kadar fenolik total pada kalus tanaman Paitan (T. diversifoia) paling besar 

adalah perlakuan konsentrasi sukrosa 50 g/L yang memiliki nilai rata-rata 

6.56 mg GAE/g. Sedangkan kadar fenolik total yang paling kecil adalah 

kalus pada perlakuan 30 g/L dengan nilai rata-rata 3.22 mg GAE/g. 

Berdasarkan hasil tabel Uji Mann-Whitney pada tabel 4.7, diketahui 

bahwa terdapat beberapa perbedaan perlakuan yang memiliki perbedaan 

yang signifikan. Seperti perlakuan kontrol (A) yang berbeda nyata dengan 

perlakuan C (Sig. p = 0,016), perlakuan D (Sig. p = 0,009), perlakuan E (Sig. 

p = 0,009) dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). Pada perlakuan B terdapat 

perbedaan nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 0,009). Pada perlakuan C 

terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 0,009). Pada 

perlakuan D terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan E (Sig. p = 0,009) 

dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). Sedangkan pada perlakuan E terdapat 

perbedaan nyata dengan perlakuan F (Sig. p = 0,117) Terdapat beberapa 

kalus yang mampu beradaptasi dengan kondisi cekaman sehingga hal ini 
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berpengaruh pada kadar fenolik total tanaman Paitan (T. diversifoia) dan 

menyebabkan perbedaan yang nyata antar perlakuan. 

Peningkatan konsentrasi sukrosa di atas 30 g/L (kontrol) bertujuan 

untuk menginduksi cekaman osmotik pada sel-sel kalus. Cekaman 

merupakan salah satu efektor dalam peningkatan produksi metabolit 

sekunder, termasuk senyawa golongan fenolik dan flavonoid. Ketika 

mengalami cekaman, metabolisme primer akan beralih ke metabolisme 

sekunder untuk produksi senyawa metabolit sekunder, sehingga terjadi 

hambatan pertumbuhan sel kalus. Keberadaan metabolit sekunder berperan 

penting dalam pertahanan dan adaptasi terhadap cekaman. Metabolit 

sekunder berperan sebagai antioksidan dan komponen penguat dinding sel 

selama cekaman (Yang et al., 2018).  

Kandungan fenol total tertinggi dihasilkan pada media kultur dengan 

konsentrasi sukrosa 50 g/L. Konsentrasi sukrosa yang ditambahkan ke dalam 

media dapat mempengaruhi kandungan fenolik pada kultur kalus T. 

diversifolia ini. Hal ini berkaitan dengan jalur biosintesis golongan fenolik 

menggunakan sukrosa sebagai senyawa awal dalam jalur biosintesisnya. 

Jalur pembentukan melalui jalur asam shikimat berkaitan langsung dengan 

enzim percabangan antara metabolit primer dan sekunder yang disebut 

enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL). Hal ini sependapat dengan 

Taiz dan Zeiger (2010) bahwa pembentukan metabolit sekunder golongan 

fenolik tidak lepas dari peran enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) 

dimana enzim ini berfungsi sebagai titik kontrol dalam pembentukan 
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metabolit sekunder. Enzim PAL merupakan enzim biosintetik yang 

merupakan kunci pada tahap pertama dalam proses pembentukan berbagai 

senyawa polifenol dan terlibat dalam mekanisme pertahanan. 

Cekaman yang ditimbulkan oleh peningkatan konsentasi sukrosa yakni 

berupa cekaman osmotik, dimana sel akan mengalami kekeringan yang 

dapat menimbulkan plasmolisis pada sel. Semakin tinggi konsentrasi 

sukrosa mengalami penurunan kandungan fenol total disebabkan efek 

inhibisi, dimana sukrosa dengan konsentrasi tinggi tidak lagi mendukung 

pertumbuhan kalus. Penambahan sukrosa berlebih dalam media 

mengakibatkan cekaman osmotik. Sel akan mempertahankan diri dengan 

mekanisme penyetaraan osmotik dan menghasilkan osmolit berupa gula, 

protein atau senyawa lain agar sel tidak mengalami plasmoisis. (Shofiyani et 

al.,  2020). Sehingga pada pemberian sukrosa dengan konsentrasi diatas 50 

g/l pada penelitian ini mengalami penurunan kadar fenolik total pada sel 

kalus. Hasil tersebut sejalan dengan penelitian Ali et al., (2016), di mana 

pada kultur Artemisia absinthium L. menunjukkan produksi kadar fenolik 

total terbaik terjadi pada penambahan konsentrasi sukrosa total 50 g/L yaitu 

sebesar 48,25 ± 0,35 mg/l dan mengalami penurunan pada konsentrasi 70 

g/L menjadi 30,79 ± 0,42 mg/l. 

Penambahan sukrosa dengan konsentrasi diatas 50 g/L dalam media 

mengakibatkan cekaman osmotik yang lebih tinggi. Sehingga sel akan 

mempertahankan diri dengan mekanisme penyetaraan osmotik dan 

menghasilkan osmolit berupa gula, protein atau senyawa lain seperti lignin 
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agar sel tidak mengalami plasmoisis. (Shofiyani et al.,  2020). Menurut Fitri 

et al. (2012) Tekstur kompak pada kalus disebabkan karena terjadinya 

peristiwa lignifikasi. Lignifikasi merupakan proses pengerasan dinding sel 

pada tumbuhan yang disebabkan karena penumpukan lignin, dimana lignin 

merupakan senyawa metabolit sekunder turunan dari senyawa fenolik yang 

disintesis karena pengaruh cekaman osmotik karena pemberian konsentrasi 

sukrosa yang tinggi pada media. Kemunculan browning pada kalus dengan 

intensitas yang semakin meningkat, seiring tingginya konsentrasi sukrosa 

juga menunjukkan bahwa terdapat akumulasi senyawa fenolik selama 

cekaman berlangsung. Senyawa fenolik juga memiliki aktivitas antioksidan 

sebagai mekanisme pertahanan terhadap cekaman (Valifard et al., 2014). 

Berdasarkan tabel 4.6, konsentrasi fenolik kalus T. diversifolia pada 

media produksi 30 g/L sukrosa lebih rendah dari pada konsentrasi fenolik 

pada daun tanaman induk. Rendahnya konsentrasi pada kalus pada media 

produksi diduga dapat disebabkan karena kurang tepatnya waktu dan lama 

dan konsentrasi sukrosa 30 g/L yang kurang optimum untuk mensintesis 

senyawa fenolik (Pandiangan, 2011). 

4.2.2  Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Kadar Senyawa Flavonoid 

Kalus Tanaman Paitan (T. diversifolia) 

Berdasarkan hasil spektrofotometer UV-Vis didapatkan nilai absorbansi 

larutan standar kuersetin pada masing-masing deret konsentrasi. Dari hasil 

nilai tersebut dilakukan pembuatan kurva kalibrasi (gambar 4.3). Kurva 

kalibrasi adalah perbandingan antara konsentrasi dengan nilai absorban. 
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Semakin besar konsentrasinya, maka nilai absorbannya juga semakin besar 

(Pratiwi et al., 2020). Panjang Gelombang yang digunakan dalam uji kadar 

flavonoid yaitu 514 nm. 

 
Gambar4.3 Kurva Larutan Standar Kuersetin pada Panjang Gelombang 514 nm 
 

Berdasarkan gambar 4.3 diketahui bahwa kurva kalibrasi pada panjang 

gelombang 514 nm memiliki persamaan regresi untuk absorbansi kuersetin 

pada deret konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm yaitu y = 0,013x – 0,3549. 

Konsentrasi senyawa kuersetin pada kalus dapat diketahui melalui 

persamaan tersebut dengan memasukkan nilai absorbansi sampel pada 

variabel ysehingga didapatkan nilai x yang merupakan jumlah konsentrasi 

kuersetin dalam ekstrak kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Data hasil 

dari rata-rata kadar senyawa flavonoid total dan konsentrasi flavonoid pada 

kalus tanaman Paitan (T. diversifolia) dapat dilihat pada tabel 4.8 
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Tabel 4.8 Hasil Pengaruh Konsentrasi Sukrosa Terhadap Konsentrasi dan Kadar 

Flavonoid total 

Konsentrasi 

Sukrosa (g/L) 

Fenolik (mg/ml) Rata-rata Kadar 

Fenolik Total ± Standar 

deviasi (mg GAE/g) 

Sig. 

30 g/L 63.216 3.22 ± 0.11 0 

40 g/L 103.330 5.27 ± 0.10 

50 g/L 128.599 6.56 ± 0.15 

60 g/L 117.433 5.99 ± 0.25 

70 g/L 94.566 4.82 ± 0.07 

80 g/L 80.266 4.29 ± 0.38 

Daun tanaman 

induk   
78.458   

 

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 
Berdasarkan nilai yang tertera pada tabel 4.8 diketahui bahwa nilai 

signifikasi p (0,00) < α (0,05) yang menunjukkan bahwa perlakuan 

penambahan konsentrasi sukrosa yang nyata terhadap kadar flavonoid total 

pada kalus tanaman Paitan (T. diversifolia). Selanjutnya perlu dilakukan uji 

Mann-Whitney (tabel 4.9) menunjukkan bahwa terdapat pengaruh nyata 

pada kadar fenolik kalus tiap perlakuan karena nilai Asymp. Sig. < 0,05. 

Tabel 4.9 Hasil Uji Mann-Whitney parameter rata-rata kadar flavonoid total tanaman 

Paitan (T. diversifolia). 

Perlakuan A B C D E F 

A             

B 0.009*           

C 0.009* 0.009*         

D 0.009* 0.009* 0.009*       

E 0.009* 0.009* 0.009* 0.009*     

F 0.009* 0.009* 0.009* 0.009* 0.009*   

Sumber : Dokumen Pribadi, 2023 

Keterangan : A= 30 g/L, B= 40 g/L, C= 50 g/L, D= 60 g/L, E= 70 g/L, F= 80g/L 

(*) = Tanda adanya perbedaan yang signifikan pada Uji Mann-Whitney (Sig. p < α 

(0.05)). 

Berdasarkan tabel 4.8, penelitian pada kalus T. diversifoia dengan 

pemberian konsentrasi sukrosa sebanyak 60 g/L menjadi perlakuan yang 
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menghasilkan kadar flavonoid total paling tinggi yakni 2.07 ± 0.07 mg QE/g. 

Sedangkan kadar flavonoid total terendah dihasilkan pada pemberian 

konsentrasi sukrosa 30 g/L sebesar 0.55 ± 0.03 mg QE/g. 

Berdasarkan hasil tabel Uji Mann-Whitney pada tabel 4.9, diketahui 

bahwa terdapat beberapa perbedaan perlakuan yang memiliki perbedaan 

yang signifikan. Seperti perlakuan kontrol (A) yang berbeda nyata dengan 

perlakuan C (Sig. p = 0,009), perlakuan D (Sig. p = 0,009), perlakuan E (Sig. 

p = 0,009) dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). Pada perlakuan B terdapat 

perbedaan nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 0,009). Pada perlakuan C 

terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan D (Sig. p = 0,016). Pada 

perlakuan D terdapat perbedaan nyata dengan perlakuan E (Sig. p = 0,009) 

dan perlakuan F (Sig. p = 0,009). Sedangkan pada perlakuan E terdapat 

perbedaan nyata dengan perlakuan F (Sig. p = 0,009) Terdapat beberapa 

kalus yang mampu beradaptasi dengan kondisi cekaman sehingga hal ini 

berpengaruh pada kadar fenolik total tanaman Paitan (T. diversifoia) dan 

menyebabkan perbedaan yang nyata antar perlakuan. 

Peningkatan konsentrasi sukrosa bertujuan untuk menginduksi cekaman 

osmotik pada sel-sel kalus. Cekaman merupakan salah satu efektor dalam 

peningkatan produksi metabolit sekunder, termasuk senyawa golongan 

fenolik dan flavonoid. Ketika mengalami cekaman, metabolisme primer 

akan beralih ke metabolisme sekunder untuk produksi senyawa metabolit 

sekunder, sehingga terjadi hambatan pertumbuhan sel kalus. Keberadaan 

metabolit sekunder berperan penting dalam pertahanan dan adaptasi 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

68 
 

 

terhadap cekaman. Metabolit sekunder berperan sebagai antioksidan dan 

komponen penguat dinding sel selama cekaman (Sari et al., 2018).  

Penelitian pada kalus T. diversifoia dengan pemberian sukrosa sebanyak 

60 g/L menjadi perlakuan yang menghasilkan kadar flavonoid total paling 

tinggi. Hal ini karena pemberian konsentrasi sukrosa yang melebihi kadar 

normal diduga dapat menjadi cekaman yang akan berpengaruh pada jalur 

biosintesis metabolit sekunder khususnya flavonoid. Wink (2010) 

menyatakan bahwa penambahan elisitor seperti sukrosa difungsikan untuk 

merangsang aktivitas enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) yang 

terlibat dalam jalur biosintesis sehingga dapat meningkatkan produksi 

metabolit sekunder. Sukrosa pada media kultur jaringan selain sebagai 

sumber karbon juga berfungsi sebagai regulator osmotik. Perubahan 

konsentrasi sukrosa dapat mengakibatkan berubahnya potensial osmotik 

pada lingkungan kultur. Perlakuan sukrosa 60 g/L menghasilkan kandungan 

flavonoid tertinggi diduga kalus berada pada kondisi stres karena tingginya 

tekanan osmotik. Menurut De Paiva et al. (2003), sukrosa dengan 

konsentrasi yang tinggi dapat menurunkan nilai potensial osmotik sehingga 

kondisi tanaman menjadi tercekam. Kondisi tercekam akan menghasilkan 

respon berupa perubahan biokimia pada sel tanaman, salah satunya adalah 

produksi metabolit sekunder. 

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang masuk dalam kelompok 

fenolik yang terbentuk melalui jalur asam shikimat dan asam malonat, 

dimana bahan utama untuk kedua jalur tersebut adalah hasil glikolisis dari 
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karbohidrat. Hal ini sesuai dengan Held dan Piechulla (2011), bahwa 

pembentukan metabolit sekunder menggunakan tiga komponen hasil 

glikolisis yaitu glukosa 6-fosfat, fosfoenol piruvat, dan piruvat. Ketiganya 

memiliki peran masing-masing dalam pembentukan metabolit sekunder 

fenolat khususnya flavonoid. Sukrosa selain sebagai sumber karbon dan 

energi dalam pembentukan metabolit sekunder juga berfungsi mengatur 

sinyal yang mempengaruhi ekspresi gen dalam proses pembentukan 

metabolit sekunder. Konsentrasi sukrosa yang ditambahkan ke dalam media 

dapat mempengaruhi kandungan flavonoid pada kultur kalus T. diversifolia 

ini. Hal ini berkaitan dengan jalur biosintesis flavonoid yang termasuk 

golongan fenol, yang menggunakan sukrosa sebagai senyawa awal dalam 

jalur biosintesisnya. Jalur pembentukan melalui jalur asam shikimat 

berkaitan langsung dengan enzim percabangan antara metabolit primer dan 

sekunder yang disebut enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) (Julianti 

et al., 2021). Hal ini sependapat dengan Taiz dan Zeiger (2010) bahwa 

pembentukan metabolit sekunder golongan fenolik tidak lepas dari peran 

enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) dimana enzim ini berfungsi 

sebagai titik kontrol dalam pembentukan metabolit sekunder. Enzim PAL 

merupakan enzim biosintetik yang merupakan kunci pada tahap pertama 

dalam proses pembentukan berbagai senyawa polifenol dan terlibat dalam 

mekanisme pertahanan. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi sukrosa 60 

g/L pada media menghasilkan kandungan flavonoid tertinggi. Hal ini 
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disebabkan karena pada sukrosa 60 g/L merupakan konsentrasi yang optimal 

untuk aktivasi enzim PAL, sehingga menghasilkan produksi flavonoid yang 

lebih rendah. Sedangkan sukrosa dengan konsentrasi diatas 60 g/L adalah 

perlakuan yang dapat menurunkan aktivasi enzim PAL. Oleh karena itu, 

pemberian sukrosa eksogen dalam media dengan konsentrasi 30 g/L hingga 

60 g/L merupakan konsentrasi terbaik untuk produksi flavonoid. Hasil 

tersebut sejalan dengan penelitian Ali et al., (2016), di mana pada kultur 

Artemisia absinthium L. menunjukkan produksi kadar flavonoid total terbaik 

terjadi pada penambahan konsentrasi sukrosa total 70 g/L yaitu sebesar 

12.71 mg/L, namun pada penambahan konsentrasi sukrosa total 90 g/L 

mengalami penurunan kadar flavonoid total yakni sebesar 5.06 mg/L. Kalus 

Billbergia zebrina juga menghasilkan rerata kadar flavonoid total terbaik 

pada konsentrasi sukrosa 45 g/L dan menurun pada konsentrasi 60 g/L 

(Martins et al., 2015). 

Berdasarkan tabel 4.8, konsentrasi flavonoid pada kalus T. diversifolia 

lebih rendah dari pada konsentrasi flavonoid pada daun tanaman induk. 

Rendahnya konsentrasi pada kalus pada media produksi diduga dapat 

disebabkan karena kurang tepatnya waktu dan lama penambahan sukrosa. 

Menurut Pandiangan (2011) menyatakan bahwa penggunaan elisitor seperti 

sukrosa untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder secara optimal 

dipengaruhi oleh konsentrasi sukrosa, waktu penambahan sukrosa, dan 

pertumbuhan sel dalam kultur. Penambahan sukrosa dalam kultur jaringan 

hingga mencapai konsentrasi optimal dapat mempengaruhi akumulasi 
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senyawa metabolit sekunder. Hal ini disebabkan karena sukrosa 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 

sukrosa yang optimal untuk mengetahui produksi flavonoid yang optimum 

pada kultur kalus T. diversifolia. 

Peningkatan kadar flavonoid total pada konsentrasi sukrosa 30 g/L 

hingga 60 g/L disebabkan karena senyawa flavonoid dapat berperan sebagai 

inhibitor alfa amilase dan alfa glukosidase yang dapat memperbaiki dan 

mencegah kerusakan sel akibat peristiwa oksidatif oleh radikal bebas. Hal 

ini karena memiliki aktivitas antioksidan dengan cara menangkap atau 

menetralkan radikal bebas terkait dengan gugus OH fenolik (Pratiwi, 2018). 

Flavonoid pada tanaman memiliki peranan sebagai pertahanan sel, 

penguatan bentuk asal sel sehingga sel tanaman tidak mengalami 

plasmolysis ketika terjadi cekaman osmotik (Abdillah, 2015). Namun pada 

penambahan sukrosa dengan konsentrasi diatas 60 g/L dalam media 

mengakibatkan cekaman osmotik yang lebih tinggi. Sehingga sel akan 

mempertahankan diri dengan mekanisme penyetaraan osmotik dan 

menghasilkan osmolit berupa gula, protein atau senyawa lain seperti lignin 

agar sel tidak mengalami plasmoisis. (Shofiyani et al.,  2020). 

Hasil uji kandungan metabolit sekunder menunjukkan bahwa kalus 

tanaman paitan (T. diversifolia) menghasilkan kadar fenolik tertinggi 

sebesar 6.56 ± 0.15 mg GAE/g dan kadar flavonoid total tertinggi sebesar 
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2.07 ± 0.07 mg GAE/g. Fenolik dan flavonoid sendiri memiliki beberapa 

manfaat diantaranya untuk melindungi struktur sel, meningkatkan efektifitas 

vitamin C, antiinflamasi, mencegah keropos tulang, dan sebagai antibiotik 

(Haris, 2011). Hadits riwayat Imam Muslim dari Jabir bin Abdillah bahwa 

Nabi Muhammad SAW. bersabda:  

يبَّ دَوَاء َّ الد اءهَّ بَ رأَََّ بِههذْنهَّ اللّ هَّ عَز َّ وَجَل َّ  لهك ل هَّ دَاء َّ دَوَاء َّ فإَهذَا أ صه
 Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Maka bila obat itu mengenai 

penyakitnya akan sembuh dengan seizin Allah Azza wa Jalla” (H.R. Muslim 

No 4084).  

Berdasarkan hadist diatas menjelaskan bahwa Allah SWT 

menurunkan suatu penyakit kepada makhlukNya dan juga menciptakan obat 

bagi penyakit tersebut. Allah SWT. juga telah memberikan rasa sakit kepada 

manusia dan juga memberikan kesembuhan bagi orang yang sakit atas 

kehendakNya. Salah satu obat yang dapat menyembuhkan penyakit yaitu 

berasal dari tanaman yang dicipitakanNya. Manusia dapat memanfaatkan 

tanaman tersebut sebagai obat, sebagaimana dalam penelitian ini 

menggunakan tanaman paitan (T. diversifolia) yang memiliki berbagai 

manfaat untuk dijadikan sebagai obat tradisional seperti Abses, obat malaria 

hematoma, nyeri otot, obat luka,  infeksi kulit di India, obat diabetes, obat 

malaria dan sebagai penangkal gigitan ular (Omokhua et al., 2018).  

Hasil metaboli sekunder yang baik tidak terlepas dari peran media 

kultur. Media bagi suatu tanaman merupakan kebutuhan utama untuk 

tumbuh yang didalamnya mengandung unsur hara makro maupun mikro. 
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Sedangkan dalam penelitian ini media tanam yang digunakan berupa agar 

yang diberi formulasi nutrisi sesuai dan identik dengan media tanaman 

(tanah) pada umumnya. Allah SWT berfirman dalam surat Al- A’raf ayat 58 

sebagai berikut: 

ذٰلِكَ 
َ
ا نكَِدًا  ك

َّ
ا يَخرْجُُ اِل

َ
ذِيْ خَبُثَ ل

َّ
ٖۚ وَال ه  ِ

بُ يَخرْجُُ نبََاتُهٗ بِاِذْنِ رَب  ِ
ي  دُ الطَّ

َ
بَل
ْ
وَال

رُوْنَ ࣖ 
ُ
يٰتِ لِقَوْمٍ يَّشْك

ٰ
ا
ْ
فُ ال   ٥٨نُصَر ِ

Artinya : Tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur seizin 

Tuhannya. Adapun tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya 

hanya tumbuh merana. Demikianlah Kami jelaskan berulang kali 

tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-orang yang bersyukur. 

Ayat tersebut menjelaskan bahwa segala macam tumbuhan dapat 

tumbuh dengan baik apabila tanahnya subur. Sedangkan tanah yang buruk 

adalah tanah yang tidak subur. Menurut tafsir Ibnu Katsir - tanah yang subur 

yakni tanah yang baik yang mengeluarkan tumbuhan dengan cepat dan 

subur. Sehubungan dengan makna ayat di atas bahwa tanah yang subur 

merupakan tanah mengandung unsur hara makro dan mikro yang cukup. 

Ayat di atas menjelaskan tanah merupakan Dengan seizin Allah SWT 

tanaman tersebut dapat hidup dengan media tanaman atau eksplan dapat 

tumbuh dengan baik apabila berada pada suatu keadaan atau lingkungan 

yang mendukung.  

Dibalik pentingnya media MS dan zat pengatur tumbuh untuk 

pertumbuhan eksplan tanaman ternyata pada kultur jaringan masih ada 

faktor lain yang mempengaruhi pertumbuhan eksplan yakni sumber energi 

tanaman yang berupa sukrosa. Kebutuhan tanaman akan sumber karbon 
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berbeda-beda. Hal ini telah dituliskan dalam Al-Qur’an surah Al-Qamar ayat 

49 sebagi berikut: 

قْنٰهُ بِقَدَرٍ 
َ
 شَيْءٍ خَل

َّ
ل
ُ
  ٤٩اِنَّا ك

Artinya:  Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu sesuai dengan 

ukuran.  

Menurut tafsir Ibnu Katsir dalam ayat di atas dijelaskan bahwa ― Allah 

SWT telah menciptakan segala sesuatu menurut ukurannya. Seperti halnya 

pada penelitian ini, dalam penelitian ini menggunakan 6 macam konsentrasi 

sukrosa yangdikombinasikan agar mendapat suatu komposisi media MS 

yang paling efektif untuk pertumbuhan kalus. Dengan media pertumbuhan 

yang sesuai, kalus tanaman paitan (T. diversifolia) akan dapat tumbuh 

dengan optimal. 

Sebagai seorang khalifah manusia memiliki tugas mengelola alam 

seoptimal mungkin. Selain itu manusia diciptakan untuk menjadi penguasa 

yang mengatur apa yang ada di bumi, seperti tumbuhan, hewan, hutan, air, 

sungai, gunung, laut dan lain sebagainya yang seyogyanya manusia harus 

mampu memanfaatkan segala apa yang ada di bumi ini untuk 

kemaslahatannya. 

Hasil penelitian ini menunjukkan kebesaran dan kekuasaan Allah SWT 

bahwa calon batang yang ditanam pada media yang sesuai akan membentuk 

kalus dan berdeferensiasi membentuk tanaman yang utuh. Dari hasil tersebut 

Allah SWT telah menunjukan tahapan kehidupan sebuah tanaman. Maha 
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Suci Allah atas segala kekuasaan dan kebesaran-Nya, semoga dapat menjadi 

pelajaran bagi kita sebagai khalifah untuk semakin mendekatkan diri kepada 

Allah SWT. 

Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan sempurna. Sehingga 

apabila di pelajari lebih lanjut dapat diketahui bahwa teknik kultur jaringan 

khususnya teknik kultur kalus terdapat kelebihan dan kekurangan. Karena 

teknik kultur kalus tanaman paitan (T. diversifolia) ini merupakan hasil 

pemikiran manusia sehingga terdapat kekurangan. Namun demikian, hasil 

pemikiran ini juga mempunyai manfaat tersendiri yaitu sebagai salah satu 

alternatif untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder pada tanaman 

paitan (T. diversifolia) melalui cekaman biotik yang lebih aman. Ini 

merupakan bentuk anugerah akal yang diberikan oleh Allah SWT kepada 

manusia agar selalu bersyukur atas nikmat dan karunia. 

Diharapkan dari hasil penelitian ini dapat memberikan informasi kepada 

para pelajar, mahasiswa dan peneliti bahwa dengan kultur jaringan dapat 

meningkatkan biomassa dan produksi metabolit sekunder lebih cepat dengan 

hasil yang banyak dan tidak tergantung musim.  
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:  

1. Pemberian konsentrasi sukrosa pada media produksi memiliki pengaruh yang 

signifikan terhadap pertumbuhan kalus. Warna kalus yang dihasilkan hijau, 

coklatan kegelapan seperti ungu dan merah dengan tekstur remah, intermediet 

dan kompak.  Nilai rata-rata berat segar dan biomassa kering kalus tertinggi 

terdapat pada perlakuan pemberian sukrosa pada konsentrasi 50 g/L yaitu 

dengan rata-rata sebesar 2.88 ± 0.27 gr berat segar dan 0.257 ± 0.037 gr berat 

kering. 

2. Pemberian konsentrasi sukrosa pada media produksi berpengaruh terhadap 

kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak kalus tanaman Paitan, kadar fenolik 

total tertinggi pada perlakuan pemberian sukrosa pada konsentrasi 50 g/L yaitu 

sebesar 6.56 ± 0.15 mg GAE/gr. Sedangkan kadar flavonoid total tertinggi pada 

perlakuan pemberian sukrosa pada konsentrasi 60 g/L yaitu sebesar 2.07 ± 

0.07mg QE/gr. 

5.2 Saran 

1. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh penambahan konsentrasi 

sukrosa terhadap pertumbuhan biomassa kalus dan kandungan senyawa fenolik 

dan  flavonoid kalus tanaman Paitan dengan menggunakan konsentrasi sukrosa 

yang lebih bervariasi. 
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2. Diperlukan penelitian dengan menggunakan media kultur cair untuk 

membandingkan pengaruh konsentrasi sukrosa pada produksi metabolit 

sekunder. Analisis mengenai pengaruh konsentrasi sukrosa dalam 

meningkatkan senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan standar 

senyawa dan metode uji yang berbeda pada kalus tanaman Paitan juga perlu 

dilakukan guna mendapatkan hasil yang lebih baik. 
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