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ABSTRACT

The aim of this research was to determine the effect of sucrose concentration
on callus biomass and saponin levels of ginseng java (Talinum paniculatum Gaertn.)
in various culture of predetermined time. The research was conducted by inducing the
callus on MS medium given growth regulator 2,4-D 2 mg/L kinetin and 1 mg/L and
sucrose levels variation different at 15 g /L, 30 g /L (control) , 60 g /L, and 90 g /L.
Callus was grown in a culture that is different in each sucrose treatment. Given
culture time was 4 weeks, 6 weeks and 8 weeks. The parameters that were measured
include fresh weight, dry weight and the levels of saponins. Levels of saponins were
obtained from the calculation of the area of the stain on silica gel GF,s4 plates. The
results of research were tested with MANOVA (Multivariate Analysis of Variance).
From the results of present study are known that the effect of sucrose concentration
on callus biomass and ginseng saponin content of Java (Talinum paniculatum
Gaertn.) at various times of culture. The concentration of sucrose is right for the
getting the best biomass is the giving sucrose 60 g/L at the culture time of 6 weeks
for fresh weight and 60 g/L at 8 weeks for dry weight. While the best saponin levels
produced at sucrose concentration of 90 g/L at 8 weeks of culture.
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Pendahuluan

Ginseng jawa (Talinum paniculatum Gaertn.) diketahui mengandung saponin,
antioksidan, peptida, polisakarida, alkaloid dan poliasetilen. Saponin dikenal sebagai
ginsenosides yaitu komposisi utama bioaktif (Jo et al., 1995; Sticher, 1998; Palazon
et al., 2003). Ginseng jawa berkhasiat untuk mengatasi produksi air susu ibu yang

terlalu sedikit, nafsu makan kurang, bisul, dan afrodisiak (Hariana, 2008). Melihat



banyaknya manfaat yang diperolen dari tanaman ginseng jawa, maka dapat
memperbesar peluang obat tradisional untuk dikembangkan dan disosialisasikan.
Beberapa cara telah dilakukan untuk perbanyakan ginseng jawa yaitu dengan biji,
stek batang maupun umbinya. Namun ketiga cara tersebut memiliki kelemahan antara
lain keberhasilan tumbuh dengan biji sangat tergantung dari faktor fisik dan faktor
biologis biji tersebut.

Dalam hal ini perlu dilakukan alternatif lain untuk melakukan perbanyakan
tanaman ginseng jawa antara lain dengan melakukan teknik kultur jaringan. Teknik
kultur jaringan memiliki prospek yang lebih baik dari pada metode perbanyakan
tanaman secara konvensional. Karena diantara jutaan klon dapat dihasilkan dalam
waktu setahun hanya dari sejumlah kecil material awal. Teknik kultur jaringan juga
menawarkan alternatif bagi spesies yang resisten terhadap sistem perbanyakan
vegetatif konvensional dengan melakukan manipulasi terhadap faktor-faktor
lingkungan dan adanya kemungkinan untuk mempercepat pertukaran bahan tanaman
di tingkat internasional dan juga teknik kultur jaringan tidak mengenal musim
(Zulkarnain, 2011).

Ginseng jawa memiliki banyak kandungan kimia. Salah satunya adalah
saponin. Informasi tentang kandungan saponin kalus tanaman ginseng jawa pada
media padat di Indonesia masih sangat jarang. Untuk itu perlu dilakukan penelitian
tentang pengaruh sukrosa terhadap biomassa dan kadar saponin kalus ginseng jawa

(Talinum paniculatum Gartn.) pada berbagai waktu kultur. Konsentrasi sukrosa yang



baik diharapkan dapat meningkatkan biomassa serta kadar saponin kalus tanaman
ginseng jawa (Talinum paniculatum Gaertn.).
Bahan dan Metode

Bahan-bahan kimia yang digunakan meliputi bahan penyusun media
Murashige dan Skoog (MS), serta zat pengatur tumbuh auksin (IAA, 2,4-D), sitokinin
(kinetin), spirtus, akuades steril, kloroks 10% untuk sterilisasi eksplan, kertas saring,
kertas paying, alumunium foil, tisu, kertas pH (universal indicator paper), HCI 1 N,
KOH 1 N, serta alkohol untuk sterilisasi, etanol, akuades, anisaldehid, asam asetat,
asam sulfat pekat, alkohol 70%. 2-propanol, saponin (Calbiochem), plat silica gel
GFasq.
Penanaman Eksplan Pada Media Padat

Daun ginseng jawa yang digunakan sebagai eksplan adalah daun pada urutan
kedua dan tiga. Sebelum digunakan, daun dicuci dengan menggunakan deterjen lalu
dibilas dengan air mengalir. Tahap penanaman eksplan ini dilakukan di dalam LAF.
Sebelum melakukan penanaman ruang di dalam LAF harus selalu dalam keadaan
steril. Pembersihan LAF dengan menggunakan alkohol 70% yang disemprotkan pada
kain bersih lalu diusapkan pada dinding dalam LAF dan semua bagian dalam LAF.
Setelah semua bagian dalam LAF selesai dibersihkan, langkah selanjutnya adalah
mempersiapkan alat-alat seperti pinset, scalpel, gelas ukur, petridish, dan Erlenmeyer
yang telah steril dan medium MS. Kemudian semua alat serta medium dimasukkan ke

dalam LAF. Sebelum dimasukkan ke dalam LAF, usap semua alat dan botol medium



dengan kain bersih yang telah disemprot dengan alkohol. Setelah itu lampu UV
dalam LAF dinyalakan dan biarkan selama 15-20 menit.

Setelah 15 menit, lampu UV dimatikan dan lampu neon serta blower
dinyalakan, kemudian eksplan yang telah dicuci dengan deterjen dimasukkan ke
dalam LAF. Sebelum digunakan, eksplan disterilisasi menggunakan Clorox. Eksplan
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang berisi Clorox 10% lalu kocok halus selama 7-
10 menit. Setelah itu, ekplan diambil dan dicuci dengan menggunakan aquades steril
sebanyak tiga kali. Eksplan yang telah dicuci dengan aquades steril diambil sengan
menggunakan pinset lalu diletakkan di dalam petridish yang telah dialasi kertas
saring. Eksplan daun dipotong dengan ukuran 1 cm? lalu ditanam ke dalam medium
MS padat. Setelah itu, botol yang telah ditanami eksplan ditutup dengan
menggunakan alumunium foil dan dilapisi oleh plastic wrap secara rapat. Kemudian
botol yang berisi eksplan tersebut diletakkan ke dalam ruang inkubasi yang
dilengkapi dengan pencahayaan. Eksplan diinkubasi selama waktu kultur yang
ditentukan yaitu 4, 6 dan 8 minggu.

Ekstraksi Dan Identifikasi Saponin

Kalus yang telah dipanen ditimbang berat basahnya kemudian dimasukkan ke
dalam oven untuk menghilangkan kadar air kalus pada suhu 70° C selama 5 hari
kemudian menimbang berat kering kalus. Untuk mengekstraksi saponin, kalus kering
digerus dengan mortar hingga menjadi serbuk halus. Serbuk halus kalus sebanyak

0,05 gram lalu dilarutkan dengan etanol. Setelah itu dilakukan dilakukan pemanasan



selama 45 menit di dalam waterbath. Lalu didiamkan selama 24 jam. Hasil dari
pemanasan yang telah didiamkan selama 24 jam kemudian disaring lalu diuapkan
sampai volumenya menyusut hingga 1 mL.

Plat silica gel GF,s4 disiapkan dengan ukuran panjang 10 cm dan lebar 8 cm.
ekstrak yang telah diuapkan ditotolkan berdasarkan urutan konsentrasi sukrosa dan
waktu dengan menggunakan mikro pipet sebanyak 5 pL. Sebagai larutan pembanding
digunakan saponin standart (Calbiochem) 6000 ppm. Lalu pelat dimasukkan ke
dalam chamber/toples yang berisi eluen dengan komposisi larutan 2-propanol:air =
14:3. Plat dibiarkan terelusi hingga eluen merambat sampai pada tanda garis tepi atas
plat kemudian dikeluarkan dan dikering anginkan. Setelah mengering, plat disemprot
dengan menggunakan larutan yang terdiri atas anisaldehid 0,5 mL, asam asetat 10
mL, asam sulfat pekat 5 mL dan etanol 85 mL dan selanjutnya dipanaskan dalam
oven dengan suhu 100°C selama 7-10 menit. Hasilnya nampak pada pelat berupa
noda berwarna kehitaman.

Analisis semi kuantitatif kadar saponin dengan mengukur luas noda saponin
pada plat silica gel GF,s4. Pengaruh periode subkultur terhadap luas noda saponin
dianalisis secara deskriptif (Ikhtimami, 2012).

Hasil dan Pembahasan
Data rerata berat segar dan berat kering kalus ginseng jawa pada berbagai

konsentrasi sukrosa pada waktu kultur yang berbeda dapat dilihat pada tabel 1.1.



Tabel 1.1 Data rerata berat segar dan berat kering kalus pada berbagai konsentrasi

sukrosa

Konsentrasi Umur kalus Rata-rata Berat Rata-rata Berat
Sukrosa (g/L) (minggu) Segar (Gram) Kering (Gram)

4 0,2718 + 0,0423° 0,0191 + 0,00212

15 6 0,2288 + 0,0279% 0,0081 + 0,0001°°

8 0,2592 + 0,0231% 0,0109 + 0,0006%

4 0,4695 + 0,0591% 0,0623 + 0,0876%

30 6 0,7189 + 0,1442° 0,0291 + 0,0071"°

8 0,8589 + 0,2530" 0,0340 + 0,0026"

4 0,2785 + 0,1078% 0,0179 + 0,0041%

60 6 0,8714 + 0,6950° 0,0489 + 0,0068°

8 0,8392 + 0,0759° 0,0624 + 0,0044°

4 0,1708 + 0,1015° 0,0158 + 0,0029%

90 6 0,3522 + 0,1130% 0,0485 + 0,0173"

8 0,2057 + 0,0663% 0,0239 + 0,0006°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang
nyata menurut uji Duncan

Dari data di atas dapat dilihat bahwa berat segar tertinggi diperoleh dari
perlakuan sukrosa 60 g/L yang dikultur pada waktu 6 minggu yaitu 0,8714 gram,
sedangkan berat kering tertinggi diperoleh dari perlakuan sukrosa 60 g/L dikultur

pada waktu 8 minggu yaitu 0,0624 gram.

Pada perlakuan sukrosa 60 dan 90 g/L biomassa yang didapat semakin
menurun. Hal ini disebabkan oleh karena penambahan sukrosa ke dalam medium
lebih dari 50 g/L akan mengakibatkan penurunan berat segar. Selain itu, konsentrasi
medium menjadi lebih pekat dan menghambat penyerapan air maupun garam mineral
yang ada sehingga menyebabkan berat segar kalus menjadi menurun. Peristiwa
penghambatan penyerapan air tersebut lebih tampak pada penambahan sukrosa lebih

dari 50 g/L.



Gambar 1.1 Hasil Kromatografi lapis tipis ekstrak etanol kalus tanaman ginseng
jawa (Talinum paniculatum Gaertn.) pada plat silica gel GF,54 menggunakan eluen 2-
propanol/air : 14/3 dan disemprot dengan anisaldehide-asam sulfat yang diikuti
dengan pemanasan. Keterengan. A: Saponin standart, B: sukrosa 15 g/L, C: sukrosa
30 g/L, D:sukrosa 60 g/L, E: 90g/L, 1: 4 minggu, 2: 6 minggu, 3: 8 minggu.

Dari noda yang dihasilkan tersebut, maka didapat kadar saponin dengan
menghitung luas noda. Dari hasil perhitungan luas noda, terbukti bahwa semakin
besar konsentrasi sukrosa yang diberikan maka semakin besar pula kadar saponin

yang dihasilkan. Sehingga semakin besar konsentrasi sukrosa yang diberikan, maka

semakin pekat warna noda yang dihasilkan.

Variasi kadar sukrosa menunjukkan pengaruh produksi metabolit sekunder
dalam kultur kalus. Konsentrasi sukrosa 2,5%(w/v) dan 7,5% (w/v) dalam medium
kultur menyebabkan terjadinya perbedaan kadar asam rosmarinat pada masing-
masing konsentrasi sukrosa yaitu 0,8 g/L dan 33 g/L (Misawa, 1985). Menurut

penelitian Manuhara (1994) kadar sukrosa 40 dan 50 g¢/L dapat menginduksi



terbentuknya alkaloid vinkristina dalam kalus Catharanthus roseus, sedangkan kadar
sukrosa 20 dan 30 g/L tidak mampu menginduksi terbentuknya alkaloid vinkristina.
Dalam penelitian ini pun menunjukkan bahwa konsentrasi sukrosa mampu
mempengaruhi kadar saponin. Kadar saponin tertinggi didapat dari perlakuan sukrosa
90 g/L yaitu 76 mm? luas noda saponin sedangkan kadar saponin terendah didapat
dari perlakuan sukrosa 15 g/L dan 30 g/L yaitu 12,5 mm? luas noda saponin. Hal ini
disebabkan pemberian sukrosa pada konsentrasi rendah lebih banyak diserap sel-sel
kalus untuk pertumbuhan daripada untuk sintesis saponin, sedangkan pada
konsentrasi yang tinggi diserap sel-sel kalus untuk pertumbuhan dan juga untuk
membentuk saponin. Perhitungan kadar saponin ini dapat dilihat dari luasan noda
yang dihasilkan pada plat silica gel GF,s4 (Gambar 1.1). Dari hasil perhitungan luas
noda didapatkan hasil yang membuktikan bahwa konsentrasi sukrosa dapat
mempengaruhi kadar saponin kalus.
Kesimpulan

Konsentrasi sukrosa dapat mempengaruhi biomassa dan kadar saponin kalus
tanaman ginseng jawa (Talinum paniculatum Gaertn.) berbagai waktu kultur.
Konsentrasi sukrosa yang tepat terhadap biomassa dan kadar saponin kalus ginseng
jawa (Talinum paniculatum Gaertn.) berbagai waktu kultur yaitu pada konsentrasi
sukrosa 60 g/L dengan waktu kultur 6 minggu untuk berat segar, pada konsentrasi
sukrosa 60 g/L dengan waktu kultur 8 minggu untuk berat kering dan pada

konsentrasi sukrosa 90 g/L dengan waktu kultur 6 minggu untuk kadar saponin.
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