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RINGKASAN

Peningkatan Kandungan Vetiver Oil pada Kalus Akar Wangi
(Vetiveria zizanioides (L.) Nash.) melalui Elisitasi dengan
lon Logam (Cd, Al, Pb) dan Karbohidrat (Pektin, Kitosan, Arabic Gum)

Arbaul Fauziah, Wahyu Widoretno, Edi Priyo Utomo
Program Magister Biologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya
2018

Vetiver oil (minyak akar wangi) mempunyai banyak manfaat, antara lain sebagai
fiksatif dalam industri parfum, komponen campuran sabun dan kosmetik, serta
aromaterapi. Kebutuhan vetiver oil dunia semakin meningkat seiring dengan
perkembangan industri parfum, sabun, kosmetik, dan aromaterapi, yaitu mencapai 300-630
ton per tahun. Namun, Indonesia hanya mampu memenuhi sekitar 20 % dari kebutuhan
vetiver oil dunia. Oleh sebab itu, perlu dilakukan upaya untuk peningkatan produksi vetiver
oil. Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan secara alami dari tanaman jumlahnya
terbatas. Hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain metabolit sekunder pada
tanaman in vivo disintesis dalam jumlah kecil dan hanya dapat diproduksi pada waktu
tertentu sesuai musim.

Saat ini, teknik kultur mempunyai potensi yang menjanjikan sebagai metode
alternatif untuk produksi metabolit sekunder. Melalui teknik kultur, metabolit sekunder
dapat diproduksi secara kontinyu, dilakukan pada lingkungan terkontrol, dan dapat
dimanipulasi untuk memperoleh hasil yang optimal. Beberapa metabolit sekunder seperti
saponin, ginsenosida, dan kurkumin telah diproduksi pada skala industri menggunakan
teknik kultur. Metabolit sekunder dalam kultur dapat ditingkatkan melalui pemberian
prekursor ataupun elisitor. Elisitor yang ditambahkan pada medium kultur dapat berupa
elisitor abiotik seperti ion logam maupun elisitor biotik seperti karbohidrat.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan mengevaluasi pengaruh jenis eksplan
dan konsentrasi kinetin terhadap induksi dan pertumbuhan kalus akar wangi, pengaruh
elisitor ion logam dan karbohidrat pada medium kultur terhadap pertumbuhan, jumlah
komponen, dan kandungan vetiver oil pada kalus akar wangi, serta hubungan antara
pertumbuhan kalus dengan kandungan vetiver oil pada kalus akar wangi. Penelitian
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan ulangan sebagai kelompok dan
menggunakan satu faktor, yaitu jenis elisitor ion logam Cd, Al, Pb atau karbohidrat berupa
pektin, kitosan, arabic gum. Setiap perlakuan diulang sebanyak sepuluh kali (sepuluh
botol) dan setiap botol terdiri dari 0,2 g kalus.

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu induksi dan multiplikasi
kalus akar wangi, elisitasi kalus akar wangi dengan ion logam dan karbohidrat, ekstraksi
vetiver oil dari kalus akar wangi, serta analisis komponen kimia vetiver oil dengan KLT
dan GC-MS. Induksi kalus dilakukan dengan cara eksplan crown dan tiler akar wangi
dikulturkan pada medium MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin (0; 0,3; 0,5; 0,75; dan 1) ppm pada
suhu 25-26 °C dengan intensitas cahaya 600 lux selama delapan minggu. Setiap delapan
minggu sekali kalus disubkultur pada media MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin 0,5 ppm dan
kondisi yang sama dengan induksi kalus. Elisitasi dilakukan dengan cara kalus dikulturkan
pada media MS dengan penambahan 2,4-D 0,75 ppm dan kinetin 0,5 ppm serta ion logam
atau karbohidrat selama delapan minggu. lon logam yang ditambahkan berupa Cd, Al, dan
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Pb dengan konsentrasi 0,1 mM, sedangkan karbohidrat yang ditambahkan adalah pektin,
kitosan, dan arabic gum dengan konsentrasi 100 ppm. Sebagai kontrol, kalus dikulturkan
pada media MS+2,4-D 0,5 ppm+ kinetin 0,5 ppm dan tanpa elisitor. Kalus hasil elisitasi
umur delapan minggu diamati pertumbuhannya, dihitung kadar air total dan kadar air sisa,
serta dianalisis komponen kimia vetiver oilnya. Evaluasi pertumbuhan yang dilakukan
meliputi kemampuan hidup kalus, morfologi kalus, dan biomassa kalus. Analisis kadar dan
komponen kimia diawali dengan isolasi vetiver oil dari kalus tanaman akar wangi dengan
metode ekstraksi menggunakan pelarut n-heksana. Ekstrak vetiver oil yang diperoleh
kemudian dianalisis menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan Gas
Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS). Melalui KLT, maka dapat diketahui
keberadaan vetiver oil dalam kalus, sedangkan melalui metode GC-MS maka akan
diperoleh informasi tentang jenis, jumlah, dan kadar masing-masing komponen kimia yang
terkandung dalam vetiver oil. Data biomassa kalus, serta jumlah komponen kimia dan
kadar vetiver oil dianalisis menggunakan ANOVA pada tingkat signifikasi 95%. Jika
terdapat beda nyata maka diuji lanjutan menggunakan uji Duncan.

Pembentukan dan pertumbuhan kalus akar wangi dipengaruhi oleh jenis eksplan yang
digunakan untuk inisiasi kultur. Eksplan tiler dapat menginduki kalus lebih cepat dan
menghasilkan pertumbuhan kalus yang lebih baik dibandingkan dengan pembentukan dan
pertumbuhan kalus dari eksplan crown. Kalus terbentuk dari eksplan tiler mulai umur satu
minggu setelah kultur, sedangkan kalus dari eksplan crown baru mulai terbentuk setelah
umur empat minggu kultur. Pada umur kultur delapan minggu, berat basah kalus dari
eksplan tiler sebesar 0,35 g, sedangkan berat basah kalus dari eksplan crown hanya sebesar
0,16 g. Penambahan kinetin dengan konsentrasi 0,5 ppm dalam medium menghasilkan
berat basah paling tinggi dibandingkan dengan konsentrasi lainnya, yaitu sebesar 0,32 g.
Penambahan elisitor ion logam atau karbohidrat dalam medium kultur menghambat
pertumbuhan kalus. Pada elisitasi dengan ion logam, Cd menghambat pertumbuhan kalus
lebih besar dibandingkan dengan ion logam Al dan Pb, sedangkan penghambatan
pertumbuhan kalus terbesar pada elisitasi dengan karbohidrat terdapat pada kalus yang
dielisitasi dengan pektin. Kultur kalus dari tanaman akar wangi mampu menghasilkan
vetiver oil berupa vetiverol dan vanilin. Penambahan elisitor ion logam atau karobohidrat
dalam medium kultur berpengaruh terhadap jumlah komponen dan kandungan vetiver oil
dari kultur kalus akar wangi. Pada elisitasi dengan ion logam, jumlah komponen vetiver
oil terbanyak terdapat pada kalus hasil elisitasi dengan ion logam Cd, yaitu ada tiga
komponen, sedangkan jumlah komponen vetiver oil paling sedikit terdapat pada kalus
hasil elisitasi dengan ion logam Pb. Namun kalus hasil elisitasi dengan ion logam Pb
mampu menghasilkan kandungan vetiverol tertinggi dibandingkan dengan kontrol dan
perlakuan elisitasi lainnya, yaitu 4,37%. Pemberian ion logam Cd pada medium kultur
mampu memacu munculnya komponen kimia vetiver oil berupa alpha sinensal dan alpha
amorphene, masing-masing sebesar 0,51 dan 0,17%. Kalus hasil elisitasi dengan
karbohidrat mampu meningkatkan kandungan vanilin dan kandungan vanilin tertinggi
terdapat pada kalus hasil elisitasi dengan pektin. Jumlah komponen dan kandungan vetiver
oil tidak berkorelasi dengan pertumbuhan kalus dari tanaman akar wangi.
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SUMMARY

The Enhanced Contents of Vetiver Oil of Callus Culture in
Vetiver (Vetiveria zizanioides (L.) Nash.) Through Elicitation with
Metal lons (Cd, Al, Pb) and Carbohydrates (Pectin, Chitosan, Arabic Gum)

Arbaul Fauziah, Wahyu Widoretno, Edi Priyo Utomo
Master Program of Biology, Biology Department,
Faculty of Sciences, Brawijaya University
2018

Vetiver oil has many benefits, among others, as a fixative in the perfume industry,
component mixture of soap and cosmetics, and aromatherapy. The need of vetiver oil in the
world increase along with development the industry of perfumes, soaps, cosmetics, and
aromatherapy, which reaches 300-630 tons in a year. However, Indonesia is only able to
produce about 20 % of the need of vetiver oil in the world. Therefore, efforts should be
carried out to increase the production of vetiver oil. Naturally, the production of bioactive
compounds from the plant is limited. It is influenced by several factors, as bioactive
compounds in intact plants are synthesized in a little amount and only produced at a certain
time according to the seasons.

Recently, cell culture technigues are potential promising alternative method for the
production of bioactive compounds. Through culture techniques, bioactive compounds can
be produced continuously, conducted in a controlled environment, and can be manipulated
to obtain optimal results. Some bioactive compounds such as saponins, ginsenoside, and
curcumin have been produced on industrial scale using this cell culture technigues.
Bioactive compounds in cell cultures can be enhanced by addition of precursors or elicitor.
Elicitors added to the culture are either abiotic elicitor, such as metal ions, or biotic elicitor,
such as carbohydrates.

The objective of this research are to figure out and evaluate the effect of explant
types and Kkinetin concentration in callus induction, the effect of metal ions and
carbohydrate elicitor added in the culture medium on the growth of vetiver callus, the
chemical compounds of vetiver oil in vetiver callus, and the relationship between the
growth of callus with the chemical compounds of vetiver oil in vetiver callus. The research
use Randomized Block Design (RBD), the replication as a group and use one factor, which
is the type of metal ion elicitor Cd, Al, Pb-and carbohydrates in the form of pectin,
chitosan, arabic gum. Each treatment is repeated ten times (ten bottles), and each bottle
contains 0,2 g callus.

This research was conducted through several steps, those were induction and
multiplication of vetiver callus, elicitation of vetiver callus with metal ions and
polysacharida, isolation of vetiver oil, the analysis of the contents and chemical
components of vetiver oil. Callus induction was conducted by culturing crown and tiller
explants of vetiver in MS medium containing 0,75 ppm 2,4-D and kinetin (0; 0,3; 0,5;
0,75; and 1) ppm at 25-26 °C and 600 lux light intensity for eight weeks. Every eight
weeks, callus was subcultured in the MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin 0,5 ppm and the same
conditions as callus. For elicitation, callus was cultured on MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin
0,5 ppm supplemented with metal ion or polysacharida for eight weeks. The metal ions
were 0,1 mM of Cd, Al, and Pb, whereas carbohydrates a were 100 ppm of pectin, chitosan
and Arabic gum. For control, callus was cultured on medium MS + 2,4-D 0,75 ppm+
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kinetin 0,5 ppm and without elicitor. The growth of callus from elicitation treatment was
observed at 8" week, the total and residu of water are calculated, and the contents and
chemical components of the vetiver oil are analyzed. The evaluation of growth consists of
viability, morphology, and biomass of callus. The first step of vetiver oil contents and
chemical components analysis was vetiver oil isolation from vetiver callus by extraction
method using n-hexane. Vetiver oil extracts were analyzed using Gas Chromatography -
Mass Spectrometry (GC-MS). By GC-MS method, information about the type, amount,
and concentration of each chemical component contained in vetiver oil will be obtained.
Formation and growth of callus in vetiver were influenced by type of explants used for
culture initation and concentraion of kinetin supplemented in the medium. Callus
formation from tiller explant were faster and the callus growth were also better than callus
formation and callus growth from crown explant. Callus from tiller explant started to form
a week after culture, while callus from crown explant were formed four weeks after
culture. At 8 weeks after culture, the callus fresh weight from tiller explant was 0,35 g,
while the fresh weight callus from crown explant was only 0,16 g. The addition of 0,5 ppm
kinetin in the medium produced the highest callus fresh weight than the other treatments,
it was 0,32 g. The callus growth in vetiver also was influenced by addition of metal ion
(Cd, Al, dan Pb) or carbohydrates elicitor in the medium. The addition of metal ion or
polysacharida elicitor inhibited callus growth. In elicitation with metal ions, Cd inhibited
callus growth greater than Al and Pb, whereas the largest of callus growth in elicitation
with carbohydrates a was detected on callus elicited by pectin. Callus was cultured from
vetiver able to produce vetiver oil, they were vetiverol and vanillin. The addition of metal
ion or carobohydrate elicitor in the culture medium affected the number of components and
the vetiver oil content of vetiver culture. In elicitation with metal ions, the highest number
of vetiver oil components was found in callus-elicited with Cd metal ion, there were three
components, while the least number of vetiver oil components was on callus -elicited with
Pb metal ion. However, elicitation callus with Pb metal ion was able to produce the highest
vetiverol content compared with control and other elicitation treatments, that was 4.37%.
The suplemented of Cd metal ion on the culture medium can promote the appear of vetiver
oil chemical components such as alpha sinensal and alpha amorphene, each of 0,51 and
0,17%. Callus elicitation with carbohydrates can increase the content of vanillin and the
highest vanilin content was found in callus-elicited with pectin. The number of
components and the content of vetiver oil were not correlated with the of vetiver callus
growth.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Vetiver oil merupakan minyak atsiri yang dihasilkan dari tanaman akar wangi
(Vetiveria zizanioides (L.) Nash.). Vetiver oil mempunyai banyak manfaat, antara lain
sebagai fiksatif dalam industri parfum, komponen campuran dalam industri sabun dan
kosmetik, serta aromaterapi. Pemanfaatan vetiver oil dalam berbagai industri tersebut
disebabkan adanya komponen kimia vetiver oil, yaitu vetiverol, vetivone, khusimone,
khusimol, - vetivene, khositone, terpenes, benzoic acid, triterpene-4-ol, B-humulene,
epizizianal, vetivenyl vetivenate, iso khusimol, B-vetivone, dan vetivazulene (Inggrid dkk.,
2010).

Kebutuhan vetiver oil semakin meningkat seiring dengan perkembangan industri
parfum, kosmetik, dan aromaterapi. Selain itu, peningkatan kebutuhan vetiver oil juga
disebabkan oleh posisi vetiver oil di dunia. Saat ini, vetiver oil telah dijadikan dan
dikembangkan sebagai komoditas ekspor yang memasuki pasar internasional. Faktor lain
yang menyebabkan tingginya permintaan vetiver oil dunia adalah menurunnya pasokan
minyak akar wangi dari Haiti yaitu salah satu negara pemasok vetiver oil di dunia. Hal ini
terjadi akibat gangguan lingkungan dan masalah sosial pasca tsunami tahun 2010.
Berdasarkan hal tersebut, maka kebutuhan vetiver oil dunia semakin meningkat, yaitu
mencapai 300-630 ton per tahun. Namun, Indonesia hanya mampu memenuhi sekitar 20 %
dari kebutuhan vetiver oil tersebut dengan rata-rata produksi vetiver oil sebesar 25-30 ton
per tahun (Zulmunir, 2010).

Rendahnya produksi vetiver oil disebabkan oleh lamanya masa tumbuh akar wangi
sebagai tanaman penghasil minyak atsiri, yaitu mencapai umur 14-16 bulan. Selain itu,
syarat lokasi tumbuh akar wangi yang berada pada tanah berpasir atau daerah aliran abu
gunung berapi pada lereng-lereng bukit menyebabkan akar wangi hanya cocok ditanam
pada beberapa lokasi tertentu di Indonesia. Salah satu daerah di Indonesia yang merupakan
daerah sentra produksi tanaman akar wangi adalah Kabupaten Garut, Jawa Barat (Inggrid
dkk., 2010). Kandungan vetiver oil yang berasal dari Garut lebih unggul dibandingkan
dengan derah lain di Indonesia (Rahmawati, 2010). Selain dari faktor lingkungan, produksi
vetiver oil yang rendah disebabkan oleh rendemen minyak akar wangi yang dihasilkan
masih kurang memenuhi standar bahan baku, yaitu sekitar 1,2% dari potensi minyak yang

harusnya mencapai 2-3% dan kadar vetiverolnya kurang dari 50% (Zulmunir, 2010).
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Rendahnya kualitas vetiver oil ini merupakan akumulasi dari kualitas bahan baku tanaman
atsiri yang rendah dan tidak seragam.

Peningkatan produksi dan kualitas vetiver oil pada tanaman akar wangi dapat
dilakukan melalui beberapa cara, yaitu perluasan lahan tanam, perbaikan kondisi
lingkungan tanam, dan penerapan bioteknologi modern. Salah satu bioteknologi modern
yang dapat digunakan untuk meningkatkan produksi dan kualitas vetiver oil yaitu melalui
teknik kultur (Saraswathi, 2011).

Teknik  kultur merupakan salah satu metode yang dapat digunakan untuk
meningkatkan metabolit sekunder dalam tanaman. Melalui teknik kultur, metabolit
sekunder dapat diproduksi secara kontinyu, dilakukan pada lingkungan terkontrol, dan
dapat dimanipulasi untuk memperoleh hasil yang optimal (Wetter & Constabel, 1991).
Saat ini teknik kultur telah digunakan untuk produksi metabolit sekunder skala industri
pada beberapa tanaman, seperti kuinolin dari tanaman kina (Cinchona ledgeriana dan
Cinchona Succirubra) (Sumaryono dkk., 2009), kurkumin dari kunyit (Curcuma longa)
dan temulawak (Curcuma xanthoriza) (Kristina dkk., 2010), serta saponin dari tanaman
ginseng Jawa (Talinum paiculatum Gaertn.) (Robi’ah, 2013).

Peningkatan senyawa bioaktif melalui teknik kultur dapat dilakukan melalui beberapa
cara, yaitu kultur kalus, suspensi sel, dan hairy root culture. Penggunaan kultur kalus
dalam peningkatan metabolit sekunder diawali dengan induksi kalus. Keberhasilan induksi
kalus dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain jenis eksplan dan zat pengatur tumbuh.
Zat pengatur tumbuh 2,4-D dan kinetin merupakan zat pengatur tumbuh yang sering
digunakan untuk induksi kalus. Penggunaan 2,4-D dan kinetin untuk induksi kalus akar
wangi telah dilakukan pada ekplan basal batang (Esyanti dkk., 2013), shoot tip (Amali
dkk., 2014), dan axillary bud (Sompornpailin dkk., 2016).

Penggunaan kultur kalus dalam peningkatan metabolit sekunder telah dilakukan pada
beberapa tanaman. Senyawa quinone kalus Peritassa campestris meningkat 5,55 kali (Paz,
2013) dan isoprenoid kalus Artemisia annua L. 2,5 kali lebih tinggi daripada senyawa yang
dihasilkan dari tanaman utuh (Rizzello, 2014). Penggunaan teknik kultur juga mampu
meningkatkan kadar vetiver oil akar wangi dengan kandungan terpenoid sebanyak 4,9%
(Adams dkk., 2004).

Peningkatan kandungan metabolit sekunder melalui kultur kalus salah satunya dapat
didukung dengan elisitasi. Elisitasi merupakan upaya peningkatan kandungan metabolit
sekunder dengan penambahan elisitor pada medium kultur. Elisitor mengaktifkan gen

dalam tumbuhan yang mengkode enzim yang diperlukan untuk sintesis metabolit sekunder.

2
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Elisitor yang ditambahkan pada medium kultur dapat berupa elisitor abiotik maupun biotik.
Elisitor abiotik berasal dari senyawa anorganik seperti etana, sinar UV, temperarur ekstrim,
dan logam. lon logam yang dapat digunakan sebagai elisitor antara lain Cu?*, Co?*, Mn?*,
A", Pb%*, Cd?*, Ag®, dan Cr?* (Angelova dkk., 2006). Pemberian AICls dan CdCl, pada
medium kultur mampu meningkatkan akumulasi kolkisin pada kultur akar Gloriosa
superba, masing-masing sebesar 63 kali dan 5 kali lebih tinggi dibandingkan dengan
kontrol (Gosh dkk., 2006).

Elisitor biotik berasal dari bahan hayati yang meliputi karbohidrat, protein, lipid,
glikoprotein, dan senyawa volatil (komposisi kompleks) atau fragmen-fragmen dinding sel
yang berasal dari fungi, bakteri, dan tanaman. Elisitor biotik berupa karbohidrat antara lain
sukrosa, alginat, arabic gum, pektin, kitosan, dan glukan (Angelova dkk., 2006).
Kandungan flavonoid dapat ditingkatkan melalui elisitasi dengan kitosan. Pemberian
kitosan sebanyak 20 mg selama 24 jam pada medium kultur mampu meningkatkan sintesis
flavonoid sebanyak 3,51 mg/g atau 2,72 kali lebih tinggi daripada kontrol (Mendhulkar &
Vakil, 2013).

Identifikasi komponen kimia veiver oil dapat dilakukan melalui analisis Kromatografi
Lapis Tipis (KLT), Kromatografi Gas-Spektrofotometer Massa (GC-MS), Spektrometer
Infra Merah (IR), dan Resonansi Magnetik Inti (NMR). KLT merupakan salah satu analisis
kualitatif yang sangat berguna untuk mengetahui jumlah senyawa dalam sampel
berdasarkan perbedaan kepolaran, sehingga sering digunakan untuk identifikasi awal
keberadaan suatu senyawa yang terkandung dalam campuran (Hendayana, 2010).
Penggunaan metode GC-MS untuk identifikasi komponen kimia minyak atsiri telah
dilakukan pada akar tanaman Oplopanax horridus (Shao, 2014) dan akar tanaman akar
wangi (Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty) (Kadarohman dkk., 2014). Hasil analisis
GC-MS memberikan informasi tentang jumlah dan jenis komponen kimia yang terkandung
dalam minyak atsiri. Pada penelitian ini, elisitasi pada kultur kalus dilakukan sebagai
upaya untuk mengembangkan metode produksi minyak atsiri tanaman akar wangi.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:
1. Bagaimanakah pengaruh jenis eksplan dan konsentrasi kinetin terhadap induksi dan

pertumbuhan kalus akar wangi?



repository.ub.ac.id

<
2
>
=)

2. Bagaimanakah pengaruh pemberian elisitor ion logam (Cd, Al, Pb) dan karbohidrat
(pektin, kitosan, arabic gum) pada medium kultur terhadap pertumbuhan kalus akar
wangi?

3. Bagaimanakah pengaruh pemberian elisitor ion logam (Cd, Al, Pb) dan karbohidrat
(pektin, kitosan, arabic gum) pada medium kultur terhadap jumlah komponen dan
kandungan vetiver oil kalus akar wangi?

4. Bagaimanakah korelasi antara pertumbuhan kalus dengan jumlah komponen dan

kandungan vetiver oil akar wangi?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:
1. Mengevaluasi pengaruh jenis eksplan dan konsentrasi kinetin terhadap induksi dan
pertumbuhan kalus akar wangi
2. Mengetahui pengaruh pemberian elisitor ion logam (Cd, Al, Pb) dan karbohidrat
(pektin, kitosan, arabic gum) pada medium kultur terhadap pertumbuhan kalus akar
wangi
3. Mengetahui pengaruh pemberian elisitor ion logam (Cd, Al, Pb) dan karbohidrat
(pektin, kitosan, arabic gum) pada medium kultur terhadap jumlah komponen dan
kandungan vetiver oil kalus akar wangi
4. Mengetahui korelasi antara pertumbuhan kalus dengan jumlah komponen dan

kandungan vetiver oil akar wangi

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah diperoleh metode pengembangan produksi minyak atsiri

vetiver oil akar wangi melalui kultur kalus.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Minyak Atsiri Akar Wangi

Minyak atsiri merupakan minyak yang terdiri dari campuran berbagai macam
senyawa yang sering digunakan dalam berbagai industri, seperti industri pafum, kosmetik,
makanan, dan obat-obatan (Raharjo, 2013). Senyawa murni yang terkandung dalam
minyak atsiri dapat digunakan untuk bahan aktif obat-obatan pada berbagai jenis penyakit,
seperti radang selaput sendi, radang tenggorokan, sakit kepala, radang usus besar, jantung
berdebar, dan sebagainya. Selain itu, minyak atsiri dapat digunakan untuk mengatasi iritasi
artritis dan rematik serta pelancar haid. Manfaat lain dari minyak atsiri adalah sebagai
antibakteri dan antijamur (Agusta, 2000).

Minyak atsiri mempunyai aroma khas karena terdiri dari campuran berbagai
senyawa, seperti fenilpropanoat dan terpenoid. Kelarutan minyak atsiri dalam air sangat
rendah dan indeks refraksinya tinggi. Minyak atsiri mengandung komponen-komponen
yang bersifat volatil (mudah menguap) sehingga menghasilkan aroma tertentu (Raharjo,
2013). Berbagai komponen minyak atsiri yang bersifat volatil tersebut dapat digunakan
sebagai ciri khas atau sidik jari (finger printing) dari suatu jenis tanaman penghasil minyak
atsiri. Oleh sebab itu, minyak atsiri dari berbagai jenis tanaman mempunyai aroma yang
spesifik. Berbagai aroma yang mengandung komponen spesifik inilah yang dijadikan
sebagai dasar pemanfaatan minyak atsiri, yaitu untuk pengharum tubuh, pengharum
ruangan, sabun, pasta gigi, pemberi cita rasa pada makanan, dan sebaginya (Agusta, 2000).
Salah satu tanaman yang memiliki kandungan minyak atsiri adalah akar wangi. Tanaman
akar wangi termasuk keluarga Gramineae, berumpun lebat, dan memiliki akar-akar halus
berwarna kuning pucat atau abu-abu sampai merah tua (Damanik, 2006). Akar tanaman
akar wangi berupa sistem akar serabut rapat yang dalam, bercabang-cabang, memiliki
rimpang, serta beraroma harum (Sell, 2003). Tanaman akar wangi lebih cocok ditanam di
daerah panas karena tempat teduh memberikan pengaruh yang kurang baik terhadap
perkembangan sistem akar (Guether, 2000). Akar wangi banyak dibudidayakan di berbagai
negara beriklim tropis seperti India, Bangladesh, Srilangka, Myanmar, dan beberapa
tempat di kawasan Asia Tenggara serta wilayah subtropis seperti Cina (Inggrid, dkk.,
2010). Di India, tanaman akar wangi ini dikenal dengan sebutan “cus-cus” atau “khas-

khas” yang artinya akar berbau wangi (Inggrid dkk., 2010).
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Beberapa negara yang dikenal sebagai produsen minyak akar wangi yaitu Haiti, India,
Cina dan Brazil, dan Indonesia. Akar wangi banyak dibudidayakan dengan tujuan diambil
akarnya yang mengandung minyak (Hadipoentyanti, dkk., 2008). Minyak akar wangi
Indonesia memiliki bobot  jenis (15°C) sebesar 0.9926-1.0444, putaran optic (20°3”)-
(46°0”), indeks bias (20°C) sebesar 1.5189-1.5306, bilangan asam 8.4-40.1, bilangan ester
5.6-24.6, bilangan ester setelah asetilasi 103.7-151.2, serta pada alcohol 80% larut dalam
1-2 volume dan kadang berubah warna sampai keruh dengan alkohol lebih banyak.
Sedangkan minyak akar wangi asal Haiti memiliki bobot jenis (15°C) sebesar 0.999-1.014,
putaran optic , (22°0”)-(31°44"), indeks bias (20°C) sebesar 1.5198-1.5250, bilangan asam
7.5-16.8, bilangan ester 8.4-52.3, bilangan ester setelah asetilasi 124-264, serta pada
alcohol larut dalam 0.5 volume alcohol 90% (Mulyono, 2012). Berdasarkan SNI (2006),
syarat mutu minyak akar wangi yang baik adalah berwarna kuning muda hingga coklat
kemerahan khas akar wangi, memiliki bobot jenis (20°C) sebesar 0.980-1.003, indeks bias
1.520-1.530, kelarutan dalam etanol 95% adalah 1:1 jernih dan seterusnya jernih, bilangan
asam 10-35, bilangan ester 5-26, bilangan ester setelah asetilasi 100-150,, dan kandungan
vetiverol minimal 50% (Sani, 2011).

Salah satu daerah di Indonesia yang merupakan daerah sentra produksi tanaman akar
wangi adalah kabupaten Garut, Jawa Barat (Inggrid dkk., 2010). Hal ini disebabkan Garut
merupakan daerah vulkanik yang cocok untuk pertumbuhan tanaman akar wangi
(Rahmawati, 2010). Tanaman akar wangi di Jawa termasuk ke dalam varietas akar wangi
yang tidak berbunga dengan jenis Andropogon muricatus Retz. Akar wangi kering dari
Jawa yang berkualitas baik menghasilkan rendemen minyak 1.5-2%, sedangkan akar segar
menghasilkan rendemen minyak yang lebih sedikit (Guether, 2000). Minyak atsiri yang
terkandung dalam akar wangi sering disebut dengan veiver oil. Vetiver oil yang berasal dari
daerah Jawa dikenal dengan sebutan Java Vetiver (Chahal dkk., 2015).

Minyak atsiri merupakan hasil utama dari tanaman akar wangi. Adanya kandungan
minyak pada akar tanaman akar wangi menjadikan tanaman akar wangi memiliki nilai
ekonomis yang tinggi (Sani, 2011). Minyak akar wangi sebagai salah satu komoditas
ekspor minyak atsiri berperan penting bagi pendapatan devisa negara (Rusli dkk., 2009).
Sebagian besar produksi minyak atsiri akar wangi Indonesia diekspor ke Singapura,
berbagai wilayah di India, Jepang, Hongkong, Inggris, Belanda, Jerman, Italia, Swiss, dan
Amerika Serikat. Peluang ekspor minyak akar wangi masih terbuka luas, terutama ke Asia
Selatan, Asia Timur, Eropa Timur, dan Amerika Selatan. Terbukanya peluang ekspor yang

masih luas karena tidak banyak negara kompetitor, selain Haiti dan Borbon (Bappebti,

6
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2012). Namun demikian, posisi Indonesia di pasar akar wangi dunia relatif kecil. Hal ini
disebabkan mutu minyak akar wangi Indonesia sering kurang sesuai dengan kebutuhan
pasar. Dengan demikian, terdapat peluang untuk pengembangan industri akar wangi dalam
negeri dengan harapan diperoleh akar wangi yang berkualitas tinggi. Minyak akar wangi
yang berasal dari Indonesia dalam pasar internasional dikenal sebagai Java vetiver oil
(Indrawanto, 2009).

2.2 Manfaat dan Komponen Kimia Minyak Atsiri Akar Wangi

Minyak akar wangi (vetiver oil) termasuk produk alami (natural product), dalam arti
komponen senyawa kimia fungsional yang terkandung di dalamnya tidak dapat tergantikan
oleh produk sintetis. Adanya komponen senyawa Kimia fungsional pada vetiver oil ini
menjadikan vetiver oil sering digunakan sebagai bahan baku berbagai industri, seperti
bahan pewangi untuk pembuatan parfum, bahan kosmetik, dan bahan pewangi sabun (Sani,
2011). Pada industri parfum, minyak akar wangi umumnya digunakan sebagai fiksatif,
sedangkan pada industri sabun dan kosmetik minyak akar wangi banyak digunakan sebagai
komponen campuran (Inggrid dkk., 2010). Selain itu, minyak akar wangi juga
dimanfaatkan untuk bahan obat-obatan, aromaterapi, serta dapat pula digunakan sebagai
pembasmi dan pencegah serangga (Sabini, 2006). Menurut Rahmawati (2010), minyak
atsiri dapat digunakan sebagai senyawa antimikroba dan insektisida alami. Minyak atsiri
dari tanaman akar wangi menunjukkan aktivitas larvasida terhadap larva Aedes aeygepti.
Tanaman akar wangi dari India mengandung senyawa pada bagian akarnya yang dapat
diaplikasikan sebagai antijamur, antioksidan, antikanker, anti-inflamasi, antibakteri, dan
fungisida. Ekstrak minyak atsiri yang hangat dan berbau harum dari tanaman ini
dilaporkan mampu meningkatkan cita rasa makanan dan telah digunakan sebagai
aromaterapi untuk penderita cacat mental dan antidiarheal untuk anak-anak-anak (Danha,
2009).

Minyak atsiri dari akar V. zizanioides yang berasal dari Italia secara luas telah
digunakan sebagai bahan baku parfum, antibakteri, antijamur dan antiinsektisida,
sedangkan minyak atsiri dari akar V. nigritana Italia telah diaplikasikan sebagai bahan
baku parfum dan antibakteri. Secara tradisional, minyak atsiri dari V. zizanioides ltalia
telah digunakan untuk meningkatkan rasa air minum dan menghilangkan bakteri patogen.
V nigritana Italia berpotensi sebagai antidiarheal untuk anak-anak (Massardos dkk., 2005).
Menurut Adams dkk. (2004), senyawa eremophilane dan eudesmane yang telah diisolasi

dari V. zizanioides Haiti berperan penting dalam aplikasi antimikroba. Selain itu, salah satu
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senyawa Kkimia dari V. zizanioides Haiti yang berhasil diidentifikasi dari golongan
siskuiterpen adalah nootkatone. Senyawa ini bersifat toksik sebagai pembasmi rayap,
kecoa, dan semut merah. Senyawa nootkatone dapat digunakan sebagai pestisida ramah
lingkungan serta mampu menghambat perkecambahan dan pertumbuhan beberapa spesies
gulma (Henderson dkk., 2006).

Minyak atsiri akar wangi merupakan salah satu bahan pewangi yang potensial.
Pemanfaatan minyak akar wangi sebagai bahan baku industri karena minyak atsiri akar
wangi memberikan bau wangi menyenangkan, tahan lama, dan keras. Karena bau minyak
akar wangi yang keras maka dalam penggunaannya sering dikombinasikan dengan minyak
nilam atau minyak mawar (Santoso, 1993). Menurut Indrawanto (2009), aroma akar wangi
dihasilkan dari ester asam vetivenant, senyawa vetiveron, dan vetivenol.

Minyak atsiri dari tanaman genus Vetiveria sebagian besar mengandung terpen,
siskuiterpen alifatik, turunan - hidrokarbon teroksigenasi dan hidrokarbon aromatik.
Komponen utama minyak atsiri akar wangi terdiri dari senyawa golongan seskuiterpen
(30-40 %), seskuiterpenol (18-25 %) dan seskuiterpenon seperti asam benzoat, vetiverol,
furfurol, a dan B vetivone, vetivene dan vetivenil vetivenat. Selain itu, genus Vetiveria dari
Perancis juga mengandung senyawa flavonoid, yaitu carlinoside, neocarlinoside , 6,8- di-
C-arabinopyranosylluteolin , isoorientin dan tricin-5-Oglucoside (Champagnat dkk., 2008).
Minyak akar wangi mengandung berbagai senyawa, antara lain vetivenol, vetiveron (o —
vetivenol 8 — vetivon), vetiverol, vetivenil, vetivenat, vetiven, asam palmitat, asam benzoa
(Gambar 2.1). Kandungan minyak akar wangi terbesar adalah vetivenol. Komposisi
minyak akar wangi terdiri dari vetivenol sebanyak 60-75%, vetiveron sebanyak 7,8 —
35,1%, serta vetivena, asam palmitat, asam benzoat, dan asam vetivenat sebanyak 0,28%.
Minyak akar wangi yang berkualitas bagus memperlihatkan warna cairan tidak gelap,
berwarna coklat kemerah-merahan, dan memiliki aroma agak berbau kayu (Sani, 2011).
Secara umum, vetiver oil mengandung senyawa volatile yang sebagian besar terdiri dari
turunan sesquiterpen, termasuk hidrokarbon, alkohol, aldehid, dan keton. Selain itu, vetiver
oil juga mengandung komponen minor seperti fenol dan nitrogen. Di sembilan negara
termasuk Indonesia, terdapat 110 komponen kimia yang terkandung dalam vetiver oil.
Komponen-komponen kimia tersebut antara lain khusimol (3.4-13.7%), a-vetivone (2.5-
6.3%), P-vetispirene (1.6-4.5%), dan vetiselinenol (1.3-7.8%) (Chahal, dkk., 2015)
(Gambar 2.1). Namun, minyak atsiri V.zizanoides dari berbagai daerah memiliki perbedaan

komponen kimia.
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Gambar 2.1. Struktur komponen kimia vetiver oil dari berbagai golongan a) hidrokarbon, b)
alkohol, dan c) aldehid/keton. Chahal dkk. (2015)

Senyawa mayor yang telah diisolasi dari V. zizanioides India adalah khusol,
khusenol, khusitone, y-cadinene dan laevojuneol. Senyawa mayor berstruktur siskuiterpene
trisiklik yang berhasil diisolasi dari V. zizanioides yang tumbuh di Angola adalah asam
khusenat, asam isokhusenat dan khusenol. Struktur siskuiterpene, khusimene dan asam
zizanoat yang memiliki struktur yang sama dengan asam khusenat merupakan senyawa
mayor yang telah berhasil diisolasi dari V.zizanioides Jepang. Senyawa mayor dari V.
zizanioides Kongo adalah tricyclovetivenol, tricyclovetivene, dan khusimol. Ada 49
senyawa yang terkandung dalam minyak atsiri V.zizanioides dari Haiti yang komponen
utamanya adalah senyawa trisiklik siskuiterpen seperti khusimol dan metil epizizanoat,
senyawa bisiklik siskuiterpen seperti junenol atau juniper camphor, nootkatone, a-vetivone
dan khusimone. Senyawa minor lain yang terkandung dalam V.zizanioides dari Haiti antara
lain elemol, a-cadinol, hexadecane, senyawa (E)-Isoeugenol, p-Vinyl guaiacol, o-Guaiacol,
a- cubebene, dan y-cadinene (Adams dkk., 2004).

Senyawa mayor yang terkandung dari V. zizanioides Italia yang diisolasi pada musim
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a-vetivone, (E)-isovalencenol, juenol dan juniper camphor. Selain itu juga ada komponen
alcohol seperti (E)-isovalencenol dan khusimol (Massardo dkk., 2008). Minyak atsiri
Vetiveria Perancis mengandung lebih dari 300 siskuiterpen. Senyawa mayor yang
terkandung di dalamnya adalah a-vetivone, B-vetivone, dan khusimol. Senyawa a-vetivone
dan p-vetivone merupakan senyawa yang memiliki struktur bisiklik siskuiterpen
mengandung gugus ketone dengan rumus molekul CisH22O dan berat molekul 218,33.
Sedangkan khusimol merupakan senyawa yang mempunyai struktur trisiklik siskuiterpen
beralkohol dengan rumus bangun CisH240. Komponen penting lainnya adalah vetiverol,
senyawa Ini sangat mempengaruhi bilangan ester setelah asetilasi (Champagnant dkk.,
2008). Menurut Mulyono (2012), peningkatan kadar vetiverol di dalam minyak akar wangi
sekaligus dapat meningkatkan mutu minyaknya.

Kandungan minor dalam minyak atsiri ini antara lain zizanal, epizizanal, khusimone,
metil zizanoat, metil epi zizanoate, junenol atau juniper camphor. Selain memiliki senyawa
siskuiterpen yang merupakan komponen mayor dalam minyak atsiri, tanaman ini juga
mengandung fruktosa, sukrosa, glukosa dan tidak mengandung gliserol seperti tanaman
yang lain (Champagnant dkk., 2008). Rahmawati (2010) melaporkan bahwa komponen
utama minyak atsiri dari Garut terdiri dari cycloisolongifolene (20,59%), nootkatone
(11,82%), spathulenol (8,50%), vellerdiol (8,04 %), juniper camphor (6,12 %),
arromadendreneepoxide (6,90 %), sedangkan komponen utama minyak atsiri dari Gunung
Kidul, Yogyakarta adalah vallencene (13,27%), nootkatone (9,27 %), a-curcumene
(12,21%), Vellerdiol (12,00 %), verridiflorol (7,05 %).

2.3 Biosintesis Minyak Atsiri

Minyak atsiri terbagi menjadi dua golongan, yaitu senyawa turunan terpena dan
senyawa aromatik. Senyawa turunan terpena terbentuk melalui jalur biosintesis asam
mevalonat, sedangkan senyawa aromatik terbentuk dari biosintesis asam sikimat melalui
jalur fenil propanoid. Senyawa terpena sebagai penyusun minyak atsiri terbesar adalah
golongan senyawa terpenoid yang terdiri dari monoterpen dan siskuiterpen. Senyawa
terpena dibangun dari unit isoprene aktif yaitu isopentenil pirofosfat. Isopentenil pirofosfat
(IPP) terbentuk dari asam asetat melalui jalur asam mevalonat (Agusta, 2000).
Kondensasi satu unit ispentenil pirofosfat (IPP) dengan dimetilalil pirofosfat (DAMPP)
membentuk geranil pirofosfat (C-10). Geranil pirofosfat diubah menjadi isomernya, yaitu
neril pirofosfat. Hal ini disebabkan neril pirofosfat yang merupakan isomer trans dari

geranil pirofosfat mempunyai stereokimia yang memungkinkan dalam pembantukan
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cincin, sehingga terbentuk monoterpen siklik. Di sisi lain, cincin monoterpen pada neril
pirofosfat dapat terbentuk dari IPP dan DAMPP melalui ikatan enzim pada zat antara atau
pirofosfat ester (Agusta, 2000).

Pada awal proses biosintesis, dua molekul asetil-KoA menghasilkan asetoasetil-KoA
melalui reaksi kondensasi Claisen. Kemudian asetoasetil-KoA bereaksi dengan asetil-KoA
yang lain melalui adisi aldol stereospesifik dan diikuti dengan hidrolisis yang dikatalisis
oleh enzim HMG-KoA sintase sehingga terbentuk ester B-hidroksi-p-metilglutaril-KoA
(HMG-KoA). Beberapa tahap reaksi dan pengaruh enzim HMG-KoA reduktase serta
reduksi ester ke aldehid melalui teokemiasetal akan membentuk asam mevaldat.
Selanjutnya, asam mevaldat akan membentuk asam mevalonat (MVVA) (Agusta, 2000).
Enzim mevalonat kinase dan fosfomevalonat kinase mengkatalisis reaksi fosforilasi asam
mevalonat menjadi isopentenil pirofosfat (IPP) melalui asam mevalonat 5-difosfat. Pada
proses ini terjadi reaksi dehidroksilasi dan fosforilasi dengan adanya ATP, kemudian
diikuti dengan reaksi dekarboksilasi dan fosforilasi yang dikatalisis oleh enzim mevalonat
5-difosfat dekarboksilase. Senyawa IPP memiliki bentuk isomer berupa dimetilalil
pirofosfat (DMAPP). Kondensasi satu unit IPP dan DMAPP dengan pengaruh enzim fenil
transferase dapat menghasilkan monoterpen difosfat berupa geranil pirofosfat (GPP)
(Agusta, 2000).

Senyawa GPP memiliki bentuk isomer berupa linalil pirofosfat (LPP) dan neril
pirofosfat (NPP). GPP, LPP, dan NPP menghasilkan beberapa senyawa monoterpen.
Senyawa monoterpen GPP dengan adanya proses siklikasi menghasilkan senyawa
monosiklik mentil atau terpinil kation, selanjutnya membentuk senyawa terpen monosiklik
dan bisiklik. GPP dan IPP saling berikatan membentuk fernesil pirofosfat (FPP).
Kemudian, FPP membentuk senyawa siskuiterpen lain (Agusta, 2000) (Gambar 2.2).

11
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Gambar 2.2. Biosintesis terpenoid melalui jalur asam mevalonat. Iriti & Franco (2009)

Asam sikimat diisolasi pertama kali pada tahun 1885 dari tanaman Illicum anisatum
L. Asam sikimat - dibiosintesis dari metabolit primer karbohidrat dan berperan sebagi
precursor berbagai senyawa metabolit sekunder.Asam sikimat merupakan precursor
pembentukan asam amino dengan rantai samping berupa cincin aromatis, antara lain
fenilalanin, tirosin, dan triptofan. Asam amino fenilalanin dapat berperan sebagai bahan
untuk sintesis berbagai jenis metabolit sekunder, seperti fenil propanoid dan flavonoid
(Raharjo, 2013).

Beberapa senyawa golongan fenil propanoid yang terkandung dalam minyak atsiri
antara lain asam sinamat, asam p-hidroksisinamat, dan asam kumarat. Senyawa golongan
fenil propanoid ini berasal dari fenilalanin dan tirosin. Pada awal biosintesis fenil
propanoid terjadi reaksi antara dua metabolit glukosa, eritrosa 4-fosfat, dan fosfoenol
piruvat sehingga menghasilkan DAPH. Senyawa DAPH membentuk cincin asam 5-
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dehidrokuinat kemudian menjadi asam 5-dehidrosikimat hingga berubah menjadi asam
sikimat. Asam sikimat mengalami fosforilasi dan mengeluarkan zat antara berupa asam 5-
fosfosikimat dan asam 5-fosfat-3-enolpirufilsikimat sehingga menghasilkan asam korismat
(Raharjo, 2013) (Gambar 2.3).
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Gambar 2.3. Biosintesis korismat melalui jalur fenil propanoid

Asam korismat merupakan titik pusat zat antara yang selanjutnya diubah menjadi
senyawa aromatik berupa asam antranilat dan triptifan serta senyawa nonaromatik berupa
prefenat. Prefenat dapat dibah menjadi senyawa aromatik melalui dua jalur, yaitu proses
dehidrasi dan dekarboksilasi serta proses dehidrogenasi dan dekarboksilasi. Proses
dehidrasi dan dekarboksilasi berfungsi untuk membentuk asam fenil pirufat yang berperan
dalam pembentukan fenilalanin, sedangkan proses dehidrogenasi dan dekarboksilasi
berfungsi - untuk menghasilkan asam p-hidroksifenilpiruvat yang berperan dalam
pembentukan tirosina. Fenilalanin mengalami proses deaminasi enzimatis membentuk
asam sinamat, kemudian proses hidroksilasi asam sinamat pada posisi para dan deaminasi

tirosin membentuk asam p-kumarat (Agusta, 2000) (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4. Pembentukan senyawa aromatik dari korismat

Jalur biosintesis metabolit sekunder dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain
stress, cahaya, nutrisi, dan zat pengatut tumbuh (ZPT). Stres lingkungan memacu tanaman
untuk memproduksi metabolit sekunder sebagai upaya untuk bertahan hidup. Selain itu,
adanya berbagai nutrisi dan ZPT dapat mengubah ekspresi jalur metabolisme yang
memacu tanaman untuk memproduksi metabolit sekunder (Grech-Baran & Agniezka,
2012).

2.4 Potensi Teknik Kultur Sel untuk Produksi Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang dihasilkan tumbuhan sebagai
mekanisme perahanan atau keberlangsungan hidup organisme terhadap stress (Ningsih,
2014). Metabolit sekunder digunakan oleh tanaman untuk melawan serangan herbivora dan
patogen (Akula & Gokare, 2011). Selain itu, metabolit sekunder juga berperan dalam
perlindungan terhadap kondisi lingkungan seperti radiasi, temperatur, dan sebagainya
(Raharjo, 2013).

Metabolit sekunder disintesis oleh tumbuhan sebagai suatu proses biokimia ekstra
yang dilakukan untuk mekanisme pertahanan terhadap stress lingkungan. Oleh sebab itu,
metabolit sekunder pada tanaman tidak selalu disintesis sepanjang waktu. Berdasarkan hal
tersebut, maka kandungan metabolit = tanaman bersifat dinamis sesuai dengan waktu,
musim, maupun usia tanaman (Raharjo, 2013). Kultur sel merupakan salah satu tipe kultur
yang dapat digunakan untuk menghasilkan metabolit sekunder pada tanaman. Peningkatan
produksi metabolit sekunder melalui teknik kultur dapat terjadi melalui perubahan ekspresi
jalur metabolisme (Ningsih, 2014).
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Peningkatan produksi metabolit sekunder dengan teknik kultur dapat dilakukan
melalui beberapa tipe kultur, antara lain kultur kalus, kultur akar adventif, suspensi sel, dan
hairy root culture. Penggunaan kultur kalus dalam peningkatan metabolit sekunder telah
dilakukan pada tanaman Bacopa monnieri (Monica, 2013), Plectranthus ornatus Codd
(Soares, 2013), dan Artemisia annua L. (Rizzello, 2014). Peningkatan metabolit sekunder
melalui kultur akar adventif telah dilakukan pada tanaman Psammosilene tunicoides
(Zhang, 2013), Prunella vulgaris L. (Fazal, 2014), dan Peritassa campestris (Paz, 2013).
Beberapa penelitian juga melaporkan keberhasilan hairy root culture dalam meningkatkan
metabolit sekunder, yaitu tanaman Cannabis sativa L. (Farag, 2015), Valeriana
sisymbriifolium  (Filizadeh, 2010), dan Edelweiss (Wawrosch, 2014). Menurut Adam
(2004), minyak akar wangi yang dihasilkan dari teknik kultur mengandung alkanes dan
alkanols yang lebih tinggi dibandingkan dengan minyak akar wangi yang dihasilkan dari
tanaman akar wangi in vivo. Selain itu, Esyanti (2013) melaporkan bahwa terpenoid yang
tekandung dalam minyak akar wangi yang dihasilkan dari kultur lebih tinggi daripada akar
yang diambil dari lapang. Terpenoid yang tekandung dalam minyak atsiri dari akar hasil
kultur dan akar dari tanaman lapang masing-masing adalah 4,9% dan 0,7%.

Keuntungan penerapan teknik kultur jaringan tanaman dalam peningkatan produksi
metabolit sekunder yaitu produksi metabolit sekunder dapat dilakukan secara kontinyu dan
reliable, tanpa tergantung waktu dan musim. Keuntungan lainnya adalah diperoleh sel yang
terbebas dari mikroba serta produksinya tidak tergantung pada iklim, tanah, dan lokasi
geogarfis. Penerapan teknik kultur jaringan tanaman juga diharapkan mampu
menghasilkan kandungan dan kualitas metabolit sekunder yang tinggi dalam waktu singkat
(Ningsih, 2014).

2.5 Elisitasi dalam Peningkatan Metabolit Sekunder

Elisitasi merupakan salah satu salah satu upaya untuk meningkatkan produktivitas
metabolit sekunder melalui pemberian elisitor. Elisitor ialah suatu molekul yang dapat
merespon stres pada tanaman. Salah satu pengaruh yang ditimbulkan oleh elisitor adalah
adanya depolarisasi sel tumbuhan, yaitu terjadinya aktivasi saluran ion endogen oleh
elisitor. Elisitor juga dapat membentuk pori sehingga memungkinkan ion menembus
membran tanpa perlu terikat pada reseptor dan aktivasi saluran ion (Estrada dkk., 2016).
Pemberian elisitor pada medium kultur mampu menginisiasi dan meningkatkan biosintesis
metabolit sekunder. Pembentukan metabolit sekunder dengan elisitor dapat terjadi melalui

pengaktifan jalur sekunder dalam merespon stres (Ningsih, 2014). Pengaktifan jalur
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sekunder dalam merespon stress diawali dari ikatan antara elisitor dan reseptor di
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dan mengakibatkan terjadinya regulasi ekspresi gen yang terlibat dalam pembentukan

metabolit sekunder, sehingga terjadi akumulasi metabolit sekunder (Gambar 2.5).
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Gambar 2.5. Mekanisme umum Kerja elisitor pada sel melalui aktivasi faktor transkripsi dari gen

Plant cell

yang terlibat dalam pembentukan metabolit sekunder. Estrada dkk. (2016)

Elisitor yang ditambahkan pada medium kultur dapat berupa elisitor biotik maupun
abiotik. Elisitor biotik berasal dari makhluk hidup, patogen atau dari tumbuhan itu sendiri,
sedangkan elisitor abiotik dapat berupa faktor fisik atau senyawa kimia. Elisitor biotik
yang dapat digunakan untuk peningkatan produksi metabolit sekunder meliputi
polisakarida, protein, glikoprotein atau fragmen-fragmen dinding sel yang berasal dari
fungi, bakteri, dan tanaman (Namdeo, 2007). Macam-macam polisakarida yang digunakan

sebagai elisitor yaitu alginat, pektin, kitosan, glukan, guar gum, sukrosa, dan Arabic gum
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Dopa pada kultur suspensi Mucuna pruriens L. sebanyak 42,82 mg/g dengan 18/14 Kali
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peningkatan pada hari ke-9 setelah elsisitasi (Raghavendra dkk., 2012). Pada hasil
penelitian lain dilaporkan bahwa pemberian kitosan pada konsentrasi 0,2 mg/ml mampu
menghasilkan anthraquinone, phenolic and flavonoid, masing-masing sebanyak 103,16;
48,57; and 75,32 mg/g DW (Baque dkk., 2012).

Elisitor abiotik adalah substansi yang dihasilkan dari zat non biologis, misalnya garam
anorganik, ion logam, pH, dan sebagainya (Namdeo, 2007). Beberapa ion logam yang
digunakan untuk elisitasi antara lain calsium, tembaga, mangan, cobalt, aluminium, timbal,
chromium, dan sebagainya. Pemberian CdCl. dengan konsentrasi 5 mM pada medium
kultur dapat meningkatkan kandungan andrographolide pada kultur suspensi sel
Andrographis paniculata 4,14 kali lebih tinggi dibandingkan kontrol (Gandi dkk., 2012).
Cadmium (Cd) dapat mempengaruhi kandungan fenolik pada kultur suspensi sel Vitis
vinifera cv. Pemberian CdCl. pada konsentrasi 1mM selama 2 hari mampu memproduksi
total phenolic (168,82 mg/100 g), total flavanol (15,94 mg/100 g), total flavonol (14.,73
mg/100 g) dan trans-resveratrol (490,76 nug/100 g), sedangkan Pemberian CdCl, pada
konsentrasi 1 mM selama 6 hari mampu mneghasilkan a, B and y tocopherols (145,61;
25,52; dan 18,56 ug/100 g) (Cetin dkk., 2014). Pada penelitian lain dilaporkan bahwa
pemberian CdCl, dengan konsentrasi 8 um selama 2 hari sangat efektif dalam menginduksi
biosintesis isoflavon phytoestrogen berupa daidzein dan genistein, masing-masing 21 kali
dan 18 kali daripada kontrol. Namun, peningkatan konsentrasi dan lama inkubasi justru
menurunkan produksi sintesis phytoestrogen pada kultur akar rambut Psoralea corylifolia
(Satdive dkk., 2014). Pada penelitian lainnya dilaporkan bahwa pemberian AICl3 250 um
pada medium kultur selama 48 jam dapat menghasilkan tropane alkaloid (scopolamine)
sebanyak 150% (Spollansky dkk., 2000).

2.6 Isolasi dan Identifikasi Komponen Kimia Minyak Atsiri

Metabolit sekunder dari berbagai bahan tanaman dapat diperoleh melalui beberapa
teknik, antara lain penyulingan, ekstraksi dengan pelarut mudah menguap, dan ekstraksi
dengan lemak padat (Moelyono & Muchtaridi, 2015). Ekstraksi merupakan suatu proses
pemisahan dari bahan padat maupun cair dengan bantuan pelarut. Beberapa macam pelarut
yang banyak dipakai untuk ekstraksi antara lain petroleum eter, alkohol, benzena, dan
heksana. Heksana adalah senyawa hidrokarbon golongan alkane dengan rumus CeH14 yang
merupakan fraksi petroleum eter dengan Kisaran titik didih 65-70 °C. Heksana bersifat
selektif dalam melarutkan zat, menghasilkan jumlah kecil lilin, albumin, dan zat warna,

namun dapat mengekstrak zat pewangi dalam jumlah besar (lrawan, 2010). Menurut
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Munawaroh & Prima (2010), heksana dalam keadaan standar berupa cairan yang tidak
berwarna dan tidak larut dalam air. Metode ekstraksi pelarut menguap dengan pelarut n-
heksan memberikan concrete dengan rendemen 320% pada minyak bunga melati (Sani
dkk., 2012).

Hasil isolasi metabolit sekunder umumnya masih berupa campuran, oleh sebab itu
diperlukan metode pemisahan metabolit sekunder tersebut. Metode pemisahan dapat
dilakukan dengan kromatografi dan elektroforesis konvensional. Pemisahan kromatografi
dilakukan berdasarkan perbedaan distribusi molekul-molekul dari komponen di antara dua
fasa yaitu fasa gerak dan fasa diam. Metode pemisahan dengan kromatografi antara lain
berupa Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan Kromatografi Gas-Spektrofotometer Massa
(GC-MS) (Hendayana, 2010).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan suatu metode pemisahan suatu senyawa
berdasarkan perbedaan distribusi dua fase yaitu fase diam berupa plat silica gel dan fase
gerak berupa pelarut. Pelarut yang digunakan disesuaikan dengan sifat senyawa dalam
campuran dan sering disebut dengan eluen (Sastrohamidjojo, 2007). Eluen yang baik ialah
eluen yang bisa memisahkan senyawa dalam jumlah yang banyak yang ditandai dengan
munculnya noda. Noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda satu dengan
yang lainnya jelas (Harborne, 1987). Pemilihan eluen terbaik didasarkan pada campuran
eluen yang dapat membawa komponen naik menuju garis akhir pelat silika, sehingga
diperoleh perbedaan kepolaran diantara pelarut tersebut dan menghasilkan spot yang nyata.
Dengan demikian, polaritas eluen yang digunakan berpengaruh terhadap pergerakan spot.
Perbedaan pergerakan spot menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut mempunyai
tingkat kepolaran yang berbeda. Berdasarkan teori “like dissolve like”, dengan fasa diam
yang bersifat polar dan fasa gerak yang cenderung non polar, maka noda paling atas adalah
kelompok senyawa-senyawa non polar sedangkan noda paling bawah adalah kelompok
senyawa- senyawa polar yang ada dalam minyak atsiri suatu tanaman. Beberapa
keuntungan dari metode KLT yaitu prosedurnya lebih sederhana, membutuhkan waktu
yang relatif singkat, dapat digunakan untuk memisahkan sampel yang sangat kecil sampai
20 nanogram, pemisahan lebih sempurna untuk senyawa kompleks dalam larutan, mudah
dideteksi, dan lebih sensitive (Kumar dkk., 2013).

Kromatografi gas merupakan kromatografi modern yang menggunakan gas sebagai
fasa geraknya. Dalam kromatografi gas, gas digunakan sebagai fasa gerak, sedangkan
untuk fasa diam digunakan zat padat atau zat cair. Kromatografi gas dapat memberikan

informasi kualitatif maupun kuantitaif. Informasi kualitaif berupa identifikasi jenis
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komponen dalam sautu campuran, sedangkan informasi kuantitatif berupa banyaknya
kandungan masing-masing komponen yang terdapat pada sautu campuran (Hendayana,
2010).

Mekanisme kerja kromatografi gas yaitu gas dalam silinder baja bertekanan tinggi
dialirkan melalui kolom yang berisi fasa diam. Cuplikan senyawa yang akan dipisahkan
dimasukkan ke dalam aliran gas. Cuplikan senyawa tersebut selanjutnya dibawa oleh gas
pembawa ke dalam kolom sehinga terjadi proses pemisahan di dalam kolom. Komponen-
komponen senyawa tang telah terpisahkan meninggalkan kolom satu per satu. Jenis
masing-masing komponen dan jumlahnya dideteksi oleh detektor yang terletak di ujung
kolom. Salah satu jenis detektor yang dapat digunakan untuk mendeteksi komponen-
komponen dalam campuran minyak atsiri adalah spektrofotometer massa. Saat gas masuk
ke spektrofotometer massa, molekul-molekil dari senyawa ditembaki dengan elektron
berenergi tinggi. Akibatnya, molekul tersebut pecah menjadi molekul-molekul yang lebih
kecil. Pecahan-pecahan molekul dapat terdeteksi berdasarkan massanya yang digambarkan
sebagai spektra massa. Jadi, setiap komponen campuran yang sudah terpisahkan dengan
kromatografi gas akan digambarkan dalam satu spektra massa. Hasil deteksi komponen-
komponen dalam campuran direkam dengan rekorder sehingga muncul peak-peak yang
disebut dengan kromatogram. Dengan demikian, data tentang struktur dan identitas
komponen-komponen dalam senyawa ditampilkan dalam bentuk kromatogram
(Hendayana, 2010).

Kromatogram digambarkan dengan grafik berupa kerucut-kerucut yang sering disebut
dengan peak. Peak ini merupakan hasil rekaman yang menggambarkan urutan keluarnya
komponen dalam senyawa dari kolom. Sumbu horizontal dalam kromatogram
menunjukkan waktu yang umumnya dinyatakan dalam menit, sedangkan sumbu vertikal
menunjukkan identitas komponen senyawa. Jumlah komponen yang terkandung dalam
senyawa ditunjukkan dengan jumlah peak yang muncul pada kromatogram, sedangkan
kuantitas masing-masing komponen dihitung berdasarkan luas peak. Semakin besar luas

peak maka kuantitas komponen tersebut semakin besar (Hendayana, 2010) (Gambar 2.6.).
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Gambar 2.6. Kromatogram minyak akar wangi dari Garut (Abraham, 2011)

Kromatografi Gas-Spektrofotometer Massa (GC-MS) merupakan gabungan antara
kromatografi gas dan spektrofotometri massa. Kromatografi gas berfungsi sebagai pemisah
berbagai komponen campuran dalam sampel, sedangkan spektrofotometri massa berfungsi
untuk mendeteksi masing-masing molekul dari komponen yang telah terpisah pada sistem
kromatografi gas (Agusta, 2000). GC-MS sering digunakan untuk analisis komponen
minyak atsiri karena minyak atsiri bersifat mudah menguap (Moelyono & Muchtaridi,
2015).

Metode GC-MS dapat memisahkan campuran yang cukup rumit dengan cepat dan
akurat, menganalisis cuplikan dalam jumlah yang sangat kecil, dan menghasilkan data
berupa struktur dan identitas senyawa organik. Selain itu, dengan metode GC-MS efek
penguapan dapat dihindari bahkan dihilangkan sama sekali (Agusta, 2000).

Metode pemisahan metabolit sekunder dengan metode GC-MS membutuhkan waktu
relatif lama. Hal ini disebabkan oleh laju aliran fasa gerak yang hanya dipengaruhi oleh
gaya gravitasi bumi. Ukuran diameter partikel yang cukup besar menjadikan luas
permukaan fasa diam relatif kecil sehingga tempat untuk berinteraksi antara komponen-
komponen dengan fasa diam menjadi terbatas. Apabila ukuran diameter partikel diperkecil
dengan tujuan menambah luas permukaan fasa diam, maka aliran fasa gerak akan semakin
lambat bakan fasa gerak tidak mengalir sama sekali. Selain itu, fasa diam yang sudah
dipakai tidak dapat digunakan lagi untuk pemisaha campuran yang lain karean fasa diam
sulit diregenerasi (Hendayana, 2010).

Keberhasilan metode GC-MS dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain daya
interaksi antara komponen-komponen dalam campuran dengan fasa diam dan fasa gerak.

Apabila beberapa komponen di dalam campuran memiliki daya interaksi dengan fasa diam
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atau fasa gerak yang hampir sama, maka komponen-komponen dalam campran tersebut
sulit dipisahkan (Hendayana, 2010).

2.7 Kerangka Konsep Penelitian

Vetiver oil merupakan minyak atsiri yang dihasilkan dari akar wangi (Vetiveria
zizanioides (L.) Nash.). Kebutuhan vetiver oil ~semakin meningkat seiring dengan
perkembangan industri yang menggunakan vetiver oil sebagai bahan baku industri tersebut,
seperti industri parfum, kosmetik, dan aromaterapi. Namun, Indonesia hanya mampu
memenuhi sekitar 20% dari kebutuhan vetiver oil tersebut dengan rata-rata produksi vetiver
oil sebesar 25-30 ton per tahun. Rendahnya produksi vetiver oil disebabkan oleh berbagai
faktor, antara lain lamanya masa tumbuh akar wangi yang mencapai umur 14-16 bulan,
mutu vetiver oil yang rendah, dan senyawa kimia vetiver oil yang tidak dapat diproduksi
secara sintetis. Berdasarkan hal tersebut, maka diperlukan upaya untuk meningkatkan
produksi vetiver oil.

Teknik kultur merupakan salah satu teknik yang dapat digunakan untuk meningkatkan
produksi vetiver oil. Teknik kultur dapat diterapkan untuk produksi metabolit sekunder
dalam skala besar dengan waktu singkat serta peningkatan kadar dan mutu senyawa
bioaktif. Peningkatan produksi vetiver oil melalui teknik kultur dapat dilakukan melalui
kultur kalus, suspensi sel, dan hairy root culture. Salah satu upaya yang dapat digunakan
untuk peningkatan produksi vetiver oil melalui kultur kalus yaitu elisitasi.

Elisitasi merupakan upaya peningkatan kandungan metabolit sekunder dengan
penambahan elisitor pada medium kultur. Elisitor yang ditambahkan pada medium kultur
dapat berupa elisitor biotik maupun abiotik. Salah satu contoh elisitor biotik adalah
karbohidrat, sedangkan elisitor abiotik dapat berupa ion logam. Elisitor biotik berupa
karbohidrat antara lain pektin, kitosan, arabic gum, sedangkan beberapa elisitor ion logam
yaitu Cd, Al, Pb. Elisitor berperan untuk mengaktifkan gen dalam tumbuhan dengan
mengkode enzim yang diperlukan untuk sintesis metabolit sekunder.

Kerja elisitor dalam pengaktifan gen dapat diawali melalui terjadinya ikatan antara
elisitor dengan reseptor di membran plasma. Mula-mula elisitor dikenali oleh reseptor di
membran plasma. Kemudian terjadi perubahan potensial membran plasma sehingga K* dan
Cl* keluar, sedangkan Ca?" masuk menembus membran plasma. Setelah itu terjadi
fosforilasi protein membran dan aktivasi protein kinase yang menginduksi aktivasi MAPKS
dan produksi jasmonat. Kemudian terjadi aktivasi faktor transkripsi gen dan

mengakibatkan terjadinya regulasi ekspresi gen melalui pengkodean enzim yang terlibat
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dalam pembentukan metabolit sekunder, sehingga terjadi akumulasi metabolit sekunder.
Dengan demikian, elisitasi pada kultur kalus dapat digunakan sebagai salah satu metode

untuk peningkatan produksi vetiver oil (Gambar 2.7).
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Gambar 2.7. Kerangka konsep penelitian
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BAB |1
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian Peningkatan Kandungan Vetiver Oil Akar Wangi (Vetiveria zizanioides (L.)
Nash.) Secara In Vitro melalui Elisitasi dengan lon Logam (Cd, Al, Pb) dan Karbohidrat
(Pektin, Kitosan, Arabic Gum) pada bulan Januari hingga Desember 2017. Penelitian ini
bertempat di Laboratorium Fisiologi, Kultur Jaringan, dan Mikroteknik, Jurusan Biologi
dan rumah kaca Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, serta Laboratorium
Sentral Ilmu Hayati, Universitas Brawijaya, Malang.

3.2 Kerangka Operasional Penelitian

Penelitian dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu induksi dan multiplikasi kalus
akar wangi, elisitasi kalus akar wangi dengan ion logam dan polisakarida, isolasi vetiver oil
akar wangi, analisis kandungan vetiver oil, serta analisis data (Gambar 3.1). Crown dan
tiler akar wangi digunakan sebagai ekslpan induksi kalus. Kalus yang terbentuk
selanjutnya dimultiplikasi agar diperoleh kalus dalam jumlah banyak dan digunakan
sebagai bahan elisitasi. Elisitasi dilakukan dengan cara kalus dikulturkan pada medium
MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin 0,5 ppm dengan penambahan ion logam (Cd, Al, Pb) pada
konsentrasi 0.1 mM atau karbohidrat (pektin, kitosan, arabic gum) pada konsentrasi 100
ppm. Sebagai kontrol, kalus dikulturkan pada medium MS+2,4-D 0,75 ppm+ Kinetin 0,5
ppm tanpa penambahan elisitor. Kultur diinkubasi pada suhu ruang selama delapan
minggu. Kalus hasil perlakuan elisitasi selama delapan minggu diamati pertumbuhannya
serta diidentifikasi komponen kimia vetiver oilnya. Evaluasi pertumbuhan yang dilakukan
meliputi morfologi dan biomassa kalus.

Analisis komponen kimia diawali dengan isolasi vetiver oil dari kalus tanaman akar
wangi. Isolasi vetiver oil dilakukan dengan metode ekstraksi. Ekstrak vetiver oil yang
diperoleh kemudian dianalisis menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan
Kromatografi Gas-Spektrofotometer Massa (GC-MS). Dengan metode KLT maka akan
diketahui keberadaan senyawa vetiver oil yang terkandung dalam kalus, sedangkan melaui
GC-MS maka akan diperoleh informasi tentang jenis, jumlah, dan konsentrasi masing-
masing komponen kimia yang terkandung dalam vetiver oil. Dari hasil penelitian ini

diharapkan akan diperoleh metode produksi vetiver oil melalui kultur kalus dan diketahui
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potensinya dalam peningkatan produksi vetiver oil, serta diketahui hubungan antara
pertumbuhan sel kalus dengan biosintesis senyawa vetiver oil akar wangi (Gambar 3.1).
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Gambar 3.1. Kerangka operasional penelitian
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3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu induksi dan multiplikasi kalus
akar wangi, elisitasi kalus dengan ion logam dan karbohidrat, isolasi vetiver oil, serta
analisis kandungan veriver oil akar wangi dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

dan Kromatografi Gas-Spektrofotometer Massa (GC-MS).

3.3.1 Induksi dan Multiplikasi Kalus Akar Wangi

Induksi dan multiplikasi kalus bertujuan agar diperoleh kalus dalam jumlah banyak
dan digunakan sebagai bahan elisitasi. Tanaman akar wangi berasal dari Kampung
Sengklek, Desa Pamalayan, Kecamatan Bayongbong, Kabupaten Garut, Jawa Barat.
Tanaman akar wangi dicuci dengan air hingga bersih, dipotong sepanjang 4 cm, dan
dihilangkan bagian akarnya. Potongan tanaman akar wangi bersih dicelupkan ke dalam
alkohol 96% selam satu menit kemudian digojok dengan bayclin (bahan aktif 5,25%
NaClO) 80% selama 25 menit dan dibilas dengan aquades steril sebanyak dua Kkali,

masing-masing selama 5 menit. Potongan akar wangi steril dibelah dan diambil bagian

il

Gambar 3.2 Pengambilan eksplan dari tanaman akar wangi
Keterangan: = dipotong —_——-

crown dan tiler sebesar + 0,1 cm (Gambar 3.2).

TILER

CROWN

Eksplan crown dan tiler dikulturkan ke dalam medium MS dengan penambahan 2,4-
D 0,75 ppm dan kinetin (0; 0,3; 0,5; 0,75; 1) ppm. Kultur diinkubasi dengan intensitas
cahaya 600 lux pada suhu 25-26 °C selama delapan minggu. Setiap perlakuan diulang lima
kali (5 botol) dan setiap botol terdiri dari satu eksplan untuk crown dan tiga eksplan untuk
tiler.

Kalus yang terbentuk selanjutnya dimultiplikasi dengan cara disubkultur pada
medium MS dengan penambahan 2,4-D 0.75 ppm dan kinetin 0.5 ppm setiap delapan
minggu sebanyak tiga kali. Kalus hasil subkultur ketiga yang berumur 2 bulan setelah

subkultur digunakan sebagai bahan elisitasi.

25



L]
oI

b.ac

-

s |
—
jE—
o
—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

3.3.2 Elisitasi Kalus Akar Wangi dengan lon Logam dan Karbohidrat

Kultur kalus bertujuan untuk menghasilkan sel-sel sebagai bahan untuk mendapatkan

metabolit sekunder. Kalus dalam botol kultur diambil dengan pinset dan ditransfer ke
dalam cawan petri yang telah diberi kertas saring steril. Kalus sebanyak 0,2 gram
dimasukkan ke dalam medium MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin 0,5 ppm dengan penambahan
ion logam (Cd, Al, Pb) pada konsentrasi 0,1 mM dan karbohidrat (pektin, kitosan, arabic
gum) pada konsentrasi 100 ppm. Sebagai kontrol, kalus dikulturkan pada medium
MS+2,4-D 0,75 ppm+ kinetin 0,5 ppm tanpa penambahan elisitor. Kultur diinkubasi dalam
ruang dengan intensitas cahaya 600 lux pada suhu 25-26 °C selama delapan minggu. Setiap
perlakuan diulang sepuluh kali (10 botol) dan setiap botol terdiri dari 0,2 gram kalus.
Kalus perlakuan elisitasi selama delapan minggu setelah kultur diamati morfologi kalus
(warna dan tipe kalus) serta biomassa kalus (berat basah dan berat kering). Setelah
pertumbuhan kalus diamati, kalus hasil elisitasi dihitung kadar air total dan air sisa serta
dianalisis kandungan metabolit sekundernya.

Penentuan kadar air total dan air sisa dilakukan dengan cara kalus hasil elisitasi
ditimbang sebesar 0,5 gram, kemudian dimasukkan ke dalam oven pada suhu 60 °C selama
5 menit dan ditimbang. Kalus hasil elisitasi yang telah dikeringkan pada suhu 60 °C
dimasukkan ke dalam oven kembali pada suhu 105 °C selama 5 menit dan ditimbang,
sehingga diperoleh kalus hasil pengeringan bertahap. Data biomassa kalus pada masing-
masing tahapan pengeringan digunakan sebagai data untuk penghitungan kadar air total

dan kadar air sisa.

3.3.3 Isolasi Vetiver Oil Akar Wangi

Isolasi vetiver oil dari kalus akar wangi dilakukan dengan metode ekstraksi. Kalus
hasil elisistasi dimasukkan ke dalam oven pada suhu 60 °C selama 5 menit. Kalus hasil
pengeringan pada suhu 60 °C selama 5 menit ditimbang sebanyak 10 gram kemudian
diekstraksi menggunakan 50 ml n-heksana. Kalus dalam pelarut n-heksana disonikasi
selama 25 menit dan dishaker pada kecepatan 120 rpm selama 24 jam, serta diulang
sebanyak tiga kali. Ekstrak n-heksana yang diperoleh disaring dan supernatan dievaporasi
menggunakan gas nitrogen hingga diperoleh volume ekstrak sebanyak 2 ml (concrete
vetiver oil). Concrete vetiver oil yang diperoleh digunakan sebagai bahan untuk analisis
KLT dan GC-MS.
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3.3.4 Analisis Kandungan Vetiver Oil dengan metode Gas Chromatography - Mass

Spectrometry (GC-MS)

Analisis awal vetiver oil dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT).
Ekstrak vetiver oil ditotolkan pada plat silica gel 60 F2s4, kemudian dielusi dengan larutan
benzene dan ethyl acetate (19:1). Pengamatan dilakukan di bawah sinar UV-Vis pada
panjang gelombang 254 dan 366 nm, selanjutnya ditentukan nilai Rf dengan cara
menghitung jarak eluen dari batas bawah hingga sampel dibagi dengan jarak eluen dari
batas bawah hingga batas atas. Pada analisis KLT maka diketahui keberadaan suatu
senyawa Yyang terkandung dalam vetiver oil dari kultur kalus hasil elisitasi yang
ditunjukkan dengan adanya sopt-spot pada plat KLT. Adanya kesamaan nilai Rf antara
sampel dan standart vetiver oil menunjukkan bahwa ekstrak minyak dari kalus hasil
perlakuan elisitasi mengandung vetiver oil.

Analisis vetiver oil berikutnya dilakukan dengan Gas Chromatography - Mass
Spectrometry (GC-MS) QP-2010 Ultra. Kondisi alat GC-MS saat analisis sampel yaitu
jenis pengion EI (Electron Impact), gas pembawa Helium 68.3 KPa, jenis kolom HP-5MS,
panjang kolom 30 meter, diameter kolom 0,25 mm, suhu kolom 50-300 °C, injektor suhu
250 °C, detector suhu 310 °C, dan kecepatan kenaikan suhu 10 °C/menit.

Pada analisis GC-MS diperoleh dua informasi, yaitu hasil analisis kromatografi gas
yang ditampilkan dalam bentuk kromatogram dan hasil analisis spektrofometri massa yang
ditampilkan dalam bentuk spektrum massa. Jumlah dan kadar masing-masing komponen
kimia yang terkandung dalam vetiver oil ditentukan berdasarkan jumlah dan luas area peak
(puncak) yang terbentuk pada kromatogram. Jenis dan jumlah fragmen molekul yang
terbentuk dari suatu komponen kimia pada masing-masing peak kromatogram ditunjukkan

dengan spektrum massa.

3.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan
ulangan sebagai kelompok. Pada tahap induksi kalus digunakan dua faktor, yaitu jenis
eksplan dan konsentrasi kinetin (0; 0,3; 0,5; 0,75, dan 1) ppm, sedangkan pada tahap
elisitasi digunakan satu faktor, yaitu jenis elisitor ion logam (Cd, Al, Pb) atau karbohidrat
(pektin, kitosan, arabic gum). Setiap perlakuan terdiri dari 0,2 gram kalus dan diulang

sebanyak sepuluh kali (sepuluh botol).
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3.5 Analisis Data

Data penelitian yang diperoleh meliputi pertumbuhan kalus, rendemen minyak atsiri
serta jumlah komponen dan kandungan kimia vetiver oil.

Kadar air total dan kadar air sisa yang diperoleh dari pengeringan kalus secara
bertahap serta kadar vetiver oil yang diperoleh dari ekstraksi menggunakan pelarut
menguap dihitung berdasarkan rumus 1, 2, dan 3 sebagai berikut:
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Keterangan:
Wo-W
Kadar air total = ————— X 100% Wo = berat basah kalus

WO universitat ....... (1) Weo = berat kering kalus pada suhu 60 °C

Wios = berta kering kalus pad suhu 105 °C
rsit; Weo - Wios

Kadar air sisa =—— X 100%

Weo | ... (2)

Berat ekstrak
Rendemen minyak atsiri (“/w)= - X 100%
Berat kalus yang diekstrak | ... (3)

Data biomassa kalus (berat basah dan berat kering) dianalisis menggunakan ANOVA
pada tingkat signifikasi 95%. Jika hasil analisis data ANOVA menunjukkan ada beda
nyata, maka dilakukan uji lanjutan yaitu uji Duncan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Jenis Eksplan dan Konsentrasi Kinetin terhadap Induksi dan

Pertumbuhan Kalus dari Tanaman Akar Wangi

Kalus tanaman akar wangi dapat diinduksi dari eksplan crown dan tiler yang
dikulturkan pada media MS dengan penambahan zat pengatur tumbuh 2,4-D atau 2,4-D
dan kinetin. Kalus pertama kali terbentuk dari bagian tepi potongan eksplan diikuti dengan
seluruh permukaan eksplan. Kalus yang terbentuk berwarna kuning atau putih kekuningan
dan bening.

Pembentukan dan pertumbuhan kalus tanaman akar wangi dipengaruhi oleh jenis
eksplan yang digunakan untuk inisiasi kalus. Jenis eksplan berpengaruh secara signifikan
terhadap pembentukan dan pertumbuhan kalus dari tanaman akar wangi. Pembentukan
kalus dari eksplan tiler lebih cepat dibandingkan dengan pembentukan kalus dari eksplan
crown. Kalus terbentuk dari eksplan tiler mulai umur satu minggu setelah kultur,
sedangkan kalus dari eksplan crown baru mulai terbentuk setelah umur empat minggu
kultur. Selain pembentukan kalus lebih cepat, pertumbuhan kalus dari eksplan tiler juga
lebih baik dibandingkan dengan eksplan crown (Gambar 4.1). Pada umur kultur 8 minggu,
berat basah kalus dari eksplan tiler sebesar 0,35 *+ 0,09 g, sedangkan berat basah kalus dari
eksplan crown hanya sebesar 0,16 + 0,08 g (Gambar 4.2). Ini menunjukkan adanya
perbedaan pertumbuhan kalus yang sangat besar dari kedua eksplan, yaitu berat kalus dari

eksplan tiler 2x lebih besar dibandingkan dengan berat kalus dari eksplan crown.

Gambar 4.1. Pembentukan dan pertumbuhan kalus dari eksplan crown dan eksplan tiler pada medium MS
dengan penambahan kombinasi 2,4-D 0,75 ppm dan beberapa konsentrasi  kinetin delapan
minggu setelah kultur. Al dan B1 tanpa kinetin (kontrol), A2 dan B2 kinetin 0,3 ppm, A3 dan
B3 kinetin 0,5 ppm, A4 dan B4 kinetin 0,75 ppm, A5 dan B5 kinetin 1 ppm.
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Gambar 4.2. Pengaruh jenis eksplan pada berat basah kalus dari tanaman akar wangi umur delapan
minggu setelah kultur. Ket: huruf yang sama dari masing-masing batang menunjukkan
tidak berbeda nyata pada uji DMRT (0=0,05)

Penambahan kinetin pada medium yang dikombinasikan dengan 2,4-D 0,75 ppm
meningkatkan pertumbuhan kalus. Berat basah kalus pada medium yang mengandung 2,4-
D saja hanya sebesar 0,179, sedangkan pada medium yang mengandung 2,4-D 0,75 ppm
yang dikombinasikan dengan kinetin 0,3-1 ppm berkisar antara 0,23 - 0,28 g. Pertumbuhan
kalus terbaik terdapat pada medium kutur yang mengandung Kinetin 0,5 ppm (Gambar
4.3). Namun demikinan, berat basah kalus pada masing-masing perlakuan tidak berbeda
nyata yang kemungkinan disebabkan oleh adanya variasi berat basah kalus yang sangat

tinggi pada masing-masing perlakuan (Lampiran 1).

0.50 -
% 0.45 - a a a
5 0.40 -
£ 035 g
L
% 0.30 -
©
2025 - @
®
E 0.20 -
w 0.15 -
8
£ 0.10 -
©
® 0.05 -
(-4
OOO -1 T T T T
0 0.3 0.5 0.75 1

Konsentrasi kinetin (ppm)

Gambar 4.3. Pengaruh konsentrasi kinetin yang dikombinasikan dengan 2,4-D 0,75 ppm pada
medium terhadap berat basah kalus umur 8 minggu setelah kultur. Ket: huruf yang
sama dari masing-masing batang menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji DMRT
(0=0,05)
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Perbedaan kecepatan pembentukan dan pertumbuhan kalus pada eksplan crown dan tiler
kemungkinan dipengaruhi oleh kondisi fisiologis dari masing-masing eksplan. Wilkins dan
Dodds (1983) menyatakan bahwa kecepatan proliferasi sel-sel kalus sangat bervariasi dan
salah satunya dipengaruhi oleh jenis dan sumber eksplan. Menurut Dodds dan Robert
(1995), penggunaan organ yang berbeda menunjukkan kecepatan pembelahan yang
berbeda. Perbedaan respon berbagai eksplan dalam induksi kalus telah dilaporkan, antara
lain eksplan nodus lebih responsif daripada eksplan daun dan akar pada tanaman Citrus
jambhiri (Savita dkk. 2010), eksplan hipokotil lebih responsif daripada eksplan kotiledon
pada tanaman Trigonella foenum Graecum L. (EINour dkk., 2015)., dan kotiledon lebih
responsif daripada eksplan akar pada tanaman Ricinus communis (Abd Elaleem dKkk.,
2015). Beberapa faktor seperti genotip tanaman, sumber eksplan, medium, dan zat
pengatur tumbuh dalam medium dapat mempengaruhi pembentukan dan pertumbuhan
kalus (Kumari dkk., 2015). Eksplan berupa jaringan muda pada umummnya lebih responsif
dibandingkan dengan jaringan yang tua (Durrani dkk., 2017) dan eksplan dari jaringan
yang aktif membelah memberikan respon pembentukan kalus lebih cepat dibandingkan
dengan jaringan yang dorman (Zulkarnain, 2011).

Selain dipengaruhi oleh jenis eksplan, lambatnya pembentukan dan pertumbuhan kalus
pada eksplan crown diduga akibat adanya senyawa polifenol yang bersifat toksik. Yustina
(2003) menyatakan bahwa metabolisme senyawa fenol memberikan efek toksik yang dapat
menghambat pertumbuhan jaringan. Faktor lain yang diduga menyebabkan rendahnya
tingkat pertumbuhan kalus dari eksplan crown dibandingkan tiler adalah adanya
kandungan auksin endogen dalam crown yang lebih tinggi dibandingkan dengan tiler,
karena letak crown lebih dekat dengan bagian akar yang kaya auksin. Penambahan auksin
eksogen berupa 2,4-D pada medium kultur menyebabkan konsentrasi auksin pada eksplan
crown meningkat tajam sehingga memberikan efek toksik pada eksplan. Toksisitas yang
diakibatkan oleh kandungan auksin yang tertalu tinggi pada ekplan dapat menghambat
pembelahan sel sehingga terjadi penurunan pertumbuhan kalus (Wattimena, 1988).

Keberhasilan pembentukan kalus juga sangat ditentukan oleh jenis dan konsentrasi zat
pengatur tumbuh. Kinetin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh sitokinin yang sering
dikombinasikan dengan auksin dalam memacu pembentukan kalus (George, 1993). Kinetin
dapat merangsang pembelahan sel dan mempengaruhi perkembangan fisiologi sel (Taiz &
Zeiger, 1991). Penambahan kinetin mampu menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman
Talinum paniculatum (Wardani dkk., 2004) dan eksplan ujung pucuk tanaman Shorgum
bicolor (Amali dkk., 2014).
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4.2 Pengaruh Pemberian Elisitor lon Logam (Cd, Al, Pb) dan Karbohidrat (Pektin,
Kitosan, Arabic Gum) pada Medium Kultur terhadap Pertumbuhan Kalus dari
Tanaman Akar Wangi

Penambahan elisitor ion logam (Al, Cd, dan Pb) atau karbohidrat (pektin, kitosan,
arabic gum) pada medium kultur berpengaruh terhadap pertumbuhan kalus akar wangi.
Sel-sel kalus pada medium kontrol tanpa elisitor tumbuh merata pada seluruh permukaan
eksplan, sedangkan sel-sel kalus baru pada medium dengan penambahan Pb, Al, arabic
gum, atau kitosan hanya terdapat pada beberapa bagian permukaan eksplan. Bahkan pada
media dengan penambahan Cd atau pektin, kalus terbentuk hanya pada sebagian kecil dari

permukaan eksplan (Gambar 4.4).

Gambar 4.4. Pertumbuhan kalus akar wangi umur delapan minggu setelah dielisitasi dengan .ion
logam 0.1 mM dan karbohidrat. 100 ppm. (A) dan (E) Kontrol (B) Pb (C) Al (D) Cd
(F) Arabic gum (G) Kitosan (H) Pektin.

Pertumbuhan kalus pada medium kultur dengan penambahan elisitor ion logam atau
karbohidrat lebih rendah dibandingkan dengan pertumbuhan kalus pada media kontrol
tanpa elisitor. Rata-rata berat basah kalus pada media kontrol tanpa elisitor sebesar 1,31 g,
sedangkan rata-rata berat basah kalus pada media yang mengandung ion logam adalah 0,62
- 1,10 g dan rata-rata berat basah kalus pada media yang mengandung karbohidrat adalah
0,62 - 1,03 g. Pada media kontrol tanpa elisitor, rata-rata berat kering kalus mencapai 1,21
g, sedangkan rata-rata berat kering kalus pada medium yang mengandung ion logam hanya
0,60 - 1,06 g dan rata-rata berat kering kalus pada medium yang mengandung karbohidrat
adalah 0,52 - 0,97 g. Pada konsentrasi yang sama, tiap-tiap elisitor ion logam atau
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karbohidrat memiliki tingkat penghambatan pertumbuhan yang berbeda. Tingkat hambatan
pertumbuhan kalus dari yang tertinggi hingga terendah adalah perlakuan Cd, Al, dan Pb.
Pada elisitasi dengan karbohidrat, urutan penghambatan penghambatan pertumbuhan kalus
dari yang tertinggi hingga terendah yaitu perlakuan pektin, kitosan, dan Arabic gum
(Gambar 4.5).
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Gambar 4.5. Berat basah dan berat kering kalus akar wangi umur delapan minggu setelah elisitasi.
(A) lon logam 0,1 mM (B) Karbohidrat 100 ppm. Ket: huruf yang sama dari masing-
masing warna batang menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji DMRT (0=0,05)

Penurunan berat basah dan berat kering pada kalus perlakuan elisitasi dapat
disebabkan oleh adanya penghambatan pembelahan sel. Menurut Akula& Gokare (2011),
aktivitas elisitor juga mampu menghambat pembelahan sel dan mengalihkan metabolisme
sel. Mekanisme penghambatan pembelahan sel oleh elisitor terjadi dengan tidak
terbentuknya mikrotubul dan terhambatnya aktivitas histon H1 kinase saat sintesis DNA.
Sedangkan pengalihan metabolisme sel terjadi melalui perubahan proses yang awalnya sel
mensintesis metabolit primer untuk pertumbuhan kemudian sel beralih mensintesis
metabolit sekunder sebagai respon pertahanan diri.

Perbedaan penghambatan pertumbuhan pada kalus perlakuan elisitasi kemungkinan
disebabkan oleh adanya perbedaan tingkat toksisitas dan keasaman di antara masing-
masing elisitor. Berdasarkan tingkat toksisitasnya, ion logam Cd mempunyai toksisitas
yang paling tinggi di antara elisitor ion logam lainnya. Sedangkan berdasarkan tingkat
keasamannya, Pb memiliki sifat basa. Pada elisitor karbohidrat, kitosan bersifat basa dan

nontoksik, sedangkan pektin bersifat netral atau sedikit asam.
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4.3 Pengaruh Pemberian Elisitor lon Logam (Cd, Al, Pb) dan Karbohidrat (Pektin,
Kitosan, Arabic Gum) pada Medium Kultur terhadap Kandungan Vetiver Qil
Kalus dari Tanaman Akar Wangi

Pemberian elisitor ion logam atau karbohidrat pada media kultur berpengaruh terhadap
rendemen vetiver oil kalus akar wangi. Elisitor ion logam Pb dan Al atau kitosan dan
arabic gum meningkatkan rendemen vetiver oil sebesar 2%. Rendemen vetiver oil pada
kalus tanpa elisitor sekitar 16%, sedangkan rendemen vetiver oil pada kalus hasil elisitasi
dengan Pb, Al, arabic gum, dan Kkitosan sekitar 18%. Pada elisitasi dengan ion logam,
rendemen vetiver oil terendah diperoleh dari media dengan penambahan Cd, yaitu 15,8%
(Gambar 4.6 A, Lampiran 2). Pada media dengan penambahan elisitor karbohidrat,
rendemen vetiver oil yang dihasilkan pada kalus hasil elisitasi dengan pektin sama dengan

rendemen pada kalus kontrol, yaitu sebesar 16% (Gambar 4.6 B, Lampiran 2).
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Gambar 4.6. Rendemen vetiver oil kalus akar wangi hasil perlakuan elisitasi dengan ion logam dan
karbohidrat. (A) lon logam dan (B) Karbohidrat

Identifikasi komponen kimia vetiver oil diawali dengan metode Kromatrografi Lapis
Tipis (KLT). Analisis dengan metode KLT bertujuan untuk deteksi awal keberadaan
komponen kimia vetiver oil. Hasil pengamatan pada plat KLT dengan sinar UV 254 nm
terlihat spot-spot yang menunjukkan keberadaan komponen penyusun vetiver oil. Di antara
senyawa tersebut terdapat tiga senyawa yang bersesuaian dengan standar vetiver oil,
masing-masing ditunjukkan dengan nilai Rf 0,14; 0,39; dan 0,72. Adanya kesamaan nilai
Rf antara sampel dan standar vetiver oil ini dapat memberikan informasi awal tentang

adanya komponen kimia vetiver oil pada ekstrak minyak dari kalus hasil perlakuan elisitasi
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dengan ion logam. Hal ini menunjukkan bahwa pada ekstrak vetiver oil dari kalus hasil
perlakuan elisitasi terkandung komponen penyusun vetiver oil. Dengan demikian, hasil
identifikasi KLT menunjukkan bahwa hasil isolasi minyak atsiri dari kalus akar wangi

positif mengandung senyawa golongan terpenoid (Gambar 4.7).

Gambar 4.7 KLT dari ekstrak vetiver oil pada kalus akar wangi hasil elisitasi dengan ion logam delapan
minggu setelah kultur. Keterangan = 1: Standar, 2: Kontrol, 3: Al, 4: Cd, 5: Pb.

Hasil GC-MS pada kultur kalus dari tanaman akar wangi kontrol dan hasil elisitasi
dengan ion logam teridentifikasi adanya 27 komponen, antara lain Naphthalene, Tridecane,
Benzothiazole, (1-Methyl-Penta-2,4-Dienyl)-Benzene, Hexadecane, Heptadecane ,Vanilin,
9-Octadecenoic Acid (Z2)-(CAS) Oleic Acid, 2,5 Dimethoxy/Thermophylline-1,4-
Benzoguinone, Vetiverol, Apha Sinensal, dan Alpha Amorphene (Tabel 4.1).

Pemberian elisitor ion logam pada medium kultur berpengaruh terhadap jumlah
komponen kimia dari kalus akar wangi. Pada kultur kalus kontrol terdapat 14 komponen
(14 puncak) (Gambar 4.8 A). Pada kultur kalus hasil elisitasi dengan ion logam Pb
menunjukkan adanya 15 komponen (15 puncak). Di antara komponen-komponen tersebut
ada 6 komponen yang terdeteksi pada kalus hasil elisitasi dengan Pb namun tidak
terdeteksi pada kalus kontrol. Masing-masing dari keenam komponen tersebut muncul
pada R.time 16,7; 19,9; 29,1; 33,1; 34,2; dan 36,9 dan nama komponen tersebut berturut-
turut adalah (1-Methyl-Penta-2,4-Dienyl)-Benzene, Heptadecane, Benzene 1,1-
(Ethoxymethylene),4-Tert-Butyl-2-(1-Methyl-2-Nitro-Ethyl)-Cyclohexanone, Myristic
Acid, dan pentadecanoic acid (Gambar 4.8 B, Tabel 4.1). Pada kultur kalus hasil elisitasi
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dengan ion logam Al dan Cd, masing- masing terdapat terdapat 18 komponen (18 puncak).
Di antara komponen-komponen kimia tersebut terdapat 6 komponen pada kalus hasil
elisitasi dengan Al yang tidak terdeteksi pada kalus kontrol. Masing-masing dari keenam
komponen muncul pada R. time 29,1; 29,4; 33,1; 36,1; 36,9; dan 38,4 dengan naman
masing-masing komponen tersebut adalah Benzene 1,1- (Ethoxymethylene), Phenyl —
Methane - 1,1 — Diol Di - N-Butanoate, 4-Tert-Butyl-2-(1-Methyl-2-Nitro-Ethyl)
Cyclohexanone, D-Galactit, pentadecanoic acid, dan eicosane (Gambar 4.8 C, Tabel 4.1).
Pada kultur kalus hasil elisitasi dengan ion logam Cd terdapat 9 komponen yang tidak
terdeteksi pada kalus kontrol dan beberapa di antaranya muncul pada R.time 10,08 hingga
13,30. Di antara 9 komponen tersebut ada 2 komponen yang tidak terdeteksi pada
perlakuan lainnya, yaitu alpha sinensal dan alpha amorphene yang masing-masing muncul
pada R.time 27,5 dan 28 (Gambar 4.8 D, Tabel 4.1)

Hasil kromatogram kultur kalus menunjukkan adanya 4 senyawa bioaktif yang
tergolong vetiver oil, yaitu vetiverol, vanillin, alpha sinensal dan alpha amorphene.
Vetiverol memiliki rumus molekul CisH24O dengan berat molekul 220 dan vanilin
memiliki rumus CgHgOs dengan berat molekul 152. Rumus molekul alpha sinensal dan
alpha amorphene berturut-turut yaitu CisH22O dan CisH24. Masing-masing dari kedua
senyawa tersebut memiliki berat molekul 218 dan 204 (Tabel 4.1).

Pada kalus kontrol tanpa elisitor ion logam terkandung 2 komponen vetiver oil, yaitu
vetiverol dan vanillin. Pada kalus hasil elisitasi. dengan ion logam Pb hanya terdeteksi 1
komponen vetiver oil, yaitu vetiverol. Meskipun demikian, vetiverol yang terkandung pada
kalus hasil elistasi dengan ion logam Pb memiliki kelimpahan paling tinggi dibandingkan
dengan kontrol dan perlakuan lainnya. Kandungan vetiverol pada kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Pb sebesar 4.37%, sedangkan kandungan vetiverol pada kalus kontrol
tanpa elisitor hanya 3.99%. sebagaimana kalus kontrol, pada kalus hasil elisitasi dengan
ion logam Al juga mengandung vetiverol dan vanillin, sedangkan pada kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Cd tidak terdapat vetiverol. Namun demikian, pada kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Cd terdapat komponen lain berupa alpha sinensal dan alpha amorphene
yang tidak terdeteksi pada kalus kontrol maupun perlakuan lainnya. Kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Cd mengandung vanillin paling rendah dibandingkan dengan kantrol
dan perlakuan lainnya, yaitu 0,23%, sedangkan kandungan vanillin terbesar terdapat pada
kalus kontrol dengan kelimpahan sebesar 1,09%. Kandungan alpha sinensal dan alpha
amorphene yang hanya terdeteksi pada kalus hasil elisitasi dengan Cd berturut-turut adalah
0,17 dan 0,51% (Tabel 4.2).
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Gambar 4.8 Kromatogram GC-MS vetiver oil yang diperoleh dari kalus akar wangi hasil perlakuan elisitasi
dengan ion logam. (A) Kontrol, (B) Pb, (C) Al, (D) Cd.
Keterangan: < =vetiverol < =alphasinensal
< =vanillin <- = alpha amorphene
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Tabel 4.1 Komponen kimia hasil analisis GC-MS dari ekstrak (n-heksana) kalus kontrol dan hasil elisitasi

dengan ion logam

No Nama Senyawa Rumus Molekul | - Berat Molekul R.Time
1 | Naphthalene CioH1s 138 11.2
2 | Tridecane CiaHs30 198 13.2
3 | Benzothiazole C7HsNS 135 16.2
4 | (1-Methyl-Penta-2,4-Dienyl)-Benzene CiHis 158 16.6; 16,7
5 | Hexadecane CisHaa 226 19.9; 27,1; 33,5; 38,4
6 | Heptadecane Co1Has 296 19.9
7 | Vanilin* CgHgO3 152 21.9
8 9-Octadecenoic Acid (Z)- (CAS) Oleic Acid CisH3:0; 282 25.1
2,5Dimethoxy/Thermophylline-1,4-
9 | Benzoguinone CgHgO4 168 26.4
10 | \Vetiverol* CisH240 220 26.7
11 | Apha Sinensal* CisH220 218 27.5
12 | Alpha Amorphene* CisHos 204 28
13 | Dodecanamide, N,N-Bis(2-Hydroxyethyl) C16H33NO3 287 28.4
14 | Benzene, 1,1'-(Ethoxymethylene) CisH160 212 29.1
15 | Propanoic Acid C16H3004 286 29.4
16 Phenyl-Methane-1,1-Diol Di-N-Butanoate C1sH2004 264 204
3-(Hydroxy-Phenyl-Methyl)-3,4-Dimethyl-
17 | 1-Phenyl-Pentan-2-One C20H240- 296 29.4
Dodecane, 2,6,10-Trimethyl- (CAS)
18 | Farnesane _ CisHs2 212 30.1
19 é;j:ﬁgfmﬁé(l_Methyl_z_NItm_Ethyl)_ C13H25NOs 241 33.1
20 Tetradecanoic Acid (CAS) Myristic Acid CaaH2:05 228 34.2
21 | 3-Eicosene CooHag 280 35.5
29 | Octadecanoic Acid (CAS) Stearic Acid CisH3s0; 284 36.1
23 | D-Galactit C14H30056 294 36.1
24 | 1,2-Benzenedicarboxylic Acid CisH20 78 36.3: 38,7
o5 | Eicosane C15H3003 242 38.4
26 | Pentadecanoic Acid CooHaz 282 36.9; 39,5; 39,7
27 | Hexadecanoic Acid (CAS) Palmitic Acid Ci6H2,05 256 39.6

Ket: * = senyawa bioaktif yang tergolong dalam vetiver oil

Tabel 4.2 Kandungan vetiver oil kalus hasil elisitasi dengan ion logam Pb, Al, Cd 0,1mM umur 8 minggu

<
<
s
:

NG Nt SRV Kandungan pada masing-masing perlakuan (%)
Kontrol Pb Al Cd

1 | Vetiverol* 3.99 4.37 3.59 -

2 | Apha Sinensal* 7 . - 0.17

3| Alpha Amorphene* ( - - 0.51

4 | Vanillin 1.09 - 0.53 0.23

Ket: * = komponen utama vetiver oil
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Kultur kalus dari tanaman akar wangi mampu menghasilkan beberapa senyawa
vetiver oil, di antara senyawa vetiver oil yang dihasilkan tersebut terdapat tiga komponen
utama penyusun vetiver oil, yaitu vetiverol, alpha sinensal dan alpha amorphene. Sebagai
salah satu komponen utama vetiver oil, vetiverol merupakan finger print dalam penentuan
kualitas vetiver oil. Semakin tinggi kadar vetiverol yang terkandung dalam suatu minyak,
maka kualitas minyaknya semakin bagus (Kadarohman, dkk., 2014).

Adanya peningkatan kandungan vetiverol pada kalus hasil elisitasi dengan ion logam
Pb menunjukkan bahwa elisitor ion logam Pb mampu meningkatkan aktivitas enzim yang
berperan dalam sintesis vetiverol. Sebaliknya, tidak terdeteksinya vanillin pada kalus hasil
elisitasi dengan ion logam Pb menunjukkan bahwa elisitor ion logam Pb dapat
menyebabkan inaktivasi aktivitas enzim yang berperan dalam sintesis vanilin. Kandungan
vetiverol dan vanillin pada hasil elisitasi dengan ion logam Al lebih rendah dibandingkan
dengan kalus kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa elisitor ion logam mampu menghambat
aktivitas enzim yang berperan dalam sintesis vanilin. Penghambatan aktivitas enzim yang
berperan dalam' sintesis vanillin ini juga dapat disebabkan oleh elisitor ion logam Cd.
Namun demikian, elisitor ion logam Cd mampu mengaktifkan aktivitas enzim yang
berperan dalam sintesis alpha sinensal dan alpha amorphene.

Hasil GC-MS pada kultur kalus dari tanaman akar wangi kontrol dan hasil elisitasi
dengan karbohidrat teridentifikasi adanya 26 komponen, antara lain dari 4-Hexenoic Acid,
Benzothiazole, Decane, Hexadecane, Vanilin, Tridecane, 2-Nonyn-1-Ol, dan lain-lain
(Tabel 4.1). Pada kultur kalus hasil elisitasi dengan arabic gum menunjukkan adanya 17
komponen (17 puncak). Di antara komponen-komponen tersebut ada 11 komponen yang
tidak terdeteksi pada kalus kontrol, masing-masing muncul pada R.time 15,6; 16,9; 23,8;
27; 27,3; 29,8; 33,1; 33,2; 33,5; 38,6; dan 39,5 serta nama komponen tersebut berturut-
turut adalah 4-Hexenoic Acid, Decane, Tridecane, Undecane, Dodecanoic Acid, 7-
Hexadecene, 4-Tert-Butyl-2-(1-Methyl-2-Nitro-Ethyl)-Cyclohexanone,  Tetradecanoic
Acid, 5-Octadecene, Hexadecanoic Acid, dan Palmitic Acid (Gambar 4.9 B, Tabel 4.2).
Pada kultur kalus hasil elisitasi dengan kitosan menunjukkan adanya 13 komponen (13
puncak). Di antara komponen-komponen tersebut ada 7 komponen yang tidak terdeteksi
pada kalus kontrol, masing-masing muncul pada R.time 25; 27,1; 30,1; 33,2; 35,5; 38,6;
dan 39,5 serta nama komponen tersebut berturut-turut adalah 2-Nonyn-1-Ol, Undecane,
Dodecane, Tetradecanoic Acid, 5-Octadecene, Pentadecanoic Acid, Hexadecanoic Acid,
dan Palmitic Acid (Gambar 4.9 C, Tabel 4.2). Pada kultur kalus hasil elisitasi dengan

pektin menunjukkan adanya 11 komponen (11 puncak). Di antara komponen-komponen
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tersebut ada 7 komponen yang tidak terdeteksi pada kalus kalus kontrol, masing-masing
muncul pada R.time 15,6; 29,8; 33,1; 33,2; 35,5; 38,6; dan 39,5 serta nama komponen
tersebut berturut-turut adalah 4-Hexenoic Acid, 1,3-Benzodioxol, 4-Tert-Butyl-2-(1-
Methyl-2-Nitro-Ethyl)-Cyclohexanone, Tetradecanoic Acid, 5-Octadecene, Hexadecanoic
Acid, dan Palmitic Acid (Gambar 4.9 D, Tabel 4.3).
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Gambar 4.9 Kromatogram GC-MS vetiver oil yang diperoleh dari kalus akar wangi hasil perlakuan elisitasi
dengan karbohidrat. (A) Kontrol, (B) Arabic gm, (C) Kitosan, (D) Pektin.
Keterangan: < = vetiverol
< =vanillin
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Tabel 4.3 Komponen kimia hasil analisis GC-MS dari ekstrak (n-heksana) kalus kontrol dan hasil elisitasi

3 dengan karbohidrat
<
= No Nama Senyawa Rumus Molekul | Berat Molekul R.Time
=E 4-Hexenoic Acid, 2,2,5-Trimethyl-, Ethyl
E—- 1 Ester C12H240 184 15.6
E 2 Benzothiazole C/HsNS 135 16.2
S 3 | Decane CisHas 184 16.9
o Hexadecane 19.9, 27,1, 30,1,
— 4 CreHa 226 33,5; 38 4
5 | vantin> CsH3O3 152 21.9
Byetiidecane CiaHzo 198 23.8
versitianBr il CoH1:0 142 25
2,5Dimethoxy / Thermophylline-1,4-
Benzoguinone CgHgO4 168 26.4
Vetiverol* CisH2:0 220 26.7
10 | Yndecane CisHzs 184 27
11 | Pentadecane CisHs2 212 27.1
12 | Dodecane CisHs 212 27.1; 30,1
13 | Dodecanoic Acid, Methyl Ester Ci3aH2603 214 273
14 || Dodecanamide, N,N-Bis(2-Hydroxyethyl) C16H33NO3 287 28.4
15 Propanoic Acid C1sH2004 286 294
16 | 7-Hexadecene CisHa2 224 29.8
17 | 1,3-Benzodioxol, 5-Hydroxymethyl-6-Nitro CgH7NOs 197 20.8
4-Tert-Butyl-2-(1-Methyl-2-Nitro-Ethyl)-
18 | Cyclohexanone C1sH2sNOs 241 33.1
19 | Tetradecanoic Acid, Methyl Ester C1sH300; 242 33.2
20 | Tetradecanoic Acid (CAS) Myristic Acid C1sH250, 228 34.2
21 | 5-Octadecene CisHs3s 252 35.5
22 - | Pentadecanoic Acid (CAS) Pentadecylic Acid CisH300; 242 36.9
23 Hexadecanoic Acid, Methyl Ester C17H3402 270 38.6
24 | 1,2-Benzenedicarboxylic Acid, Dibutyl Ester CisH204 278 38.7
25 | Hexadecanoic Acid (CAS) Palmitic Acid C1sH,0, 256 395
26 | Pentadecanoic Acid CaoHaz 282 395

Ket: * = senyawa bioaktif yang tergolong dalam vetiver oil

Pada kalus hasil elisitasi dengan karbohidrat terdapat satu komponen vetiver oil
berupa vanillin, kecuali pada kalus hasil elisitasi dengan Arabic gum. Pada kalus hasil
elisitasi dengan Arabic gum tidak terdapat komponen vetiver oil, namun mengandung

senyawa biaoaktif lainnya yang tidak tergolong vetiver oil. Kandungan vanillin dari yang

NIVERSITA

<
<
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:

tertinggi hingga terendah terdapat pada kalus hasil elisitasi dengan pektin (2,87%), kitosan
(1,75%), dan kalus kontrol (1,09%) (Tabel 4.4).
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Tabel 4.4 Kandungan vetiver oil kalus hasil elisitasi dengan karbohidrat 100 ppm umur 8 minggu

sifac B 5
No Nama Senyawa Kandungan pada masing-masing perlakuan (%)
Kontrol Arabic gum Kitosan Pektin
1 | Vetiverol* 3.99 - -
2 | Vanilin 1.09 - 1.746 2.874

Ket: * = komponen utama vetiver oil

Kandungan vanilin pada kalus hasil elisitasi dengan pektin dan kitosan lebih tinggi
dibandingkan dengan kalus kontrol. Hal ini menunjukan bahwa elisitor pektin dan kitosan
mampu meningkatkan aktivitas enzim yang berperan dalam sintesis vanillin. Sebaliknya,
pada kalus hasil elisitasi dengan Arabic gum tidak mengandung vanillin. Hal ini
menunjukkan bahwa elisitor Arabic gum dapat menonaktifkan aktivitas enzim yang
berperan dalam sintesis vanilin. Pada kalus hasil elisistasi dengan ketiga jenis elisitor
karbohidrat berupa pektin, kitosan , dan Arabic gum tidak mengandung vetiverol. Hal ini
menunjukkan bahwa ketiga jenis elisitor karbohidrat tersebut menyebabkan inaktivasi
aktivitas enzim yang berperan dalam sintesis vetiverol.

Berdasarkan proses biosintesisnya, minyak atsiri terbagi menjadi dua golongan, yaitu
terpenoid dan senyawa aromatik (Agusta, 2000). Terpenoid bersifat volatile dan banyak
ditemukan sebagai komponen minyak atsiri dan salah satunya berupa seskuiterpen yang
tersusun oleh tiga unit isopren (Cis) (Raharjo, 2013). Salah satu senyawa kimia yang
dihasilkan dari turunan seskuiterpen adalah fitoaleksin. Pada proses elisitasi, fitoaleksin
dihasilkan oleh sel-sel sehat yang berdekatan dengan sel-sel rusak atau nekrotik sebagai
sebagai salah satu mekanisme dalam menghadapi cekaman (Agrios, 1997).

Keberhasilan elisitasi dalam memacu  sintesis senyawa metabolit sekunder
dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain jenis elisitor, konsentrasi elisitor, lama kontak
elisitor, waktu penambahan elisitor dan fase pertumbuhan sel, serta nutrien yang
ditambahkan pada media kultur (Pandiangan, 2011). Tiap-tiap jenis elisitor memberikan
respon spesifik dalam memacu terbentuknya metabolit sekunder. Hal ini dipengaruhi oleh
interaksi antara kultur sel dengan elisitor (Vasconsuelo & Boland, 2007). Elisitor dapat
menyebabkan terjadinya depolarisasi membran melalui aktivasi saluran ion. Elisitor yang
diinjeksikan secara langsung ke dalam sel, bereaksi dengan membran plasma sel
membentuk ikatan kompleks dengan protein dinding sel yang mengakibatkan terjadinya
perubahan konformasi kemudian memicu aktivitas gen yang berperan dalam sistem
pertahanan diri dan biosintesis metabolit sekunder (Taiz dan Zeiger, 2002). Selain itu,

elisitor juga mampu membentuk pori sehingga memungkinkan ion untuk menembus
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membran tanpa adanya pengikatan oleh reseptor terlebih dahulu (Kluasener dan Weiler,
1999).

4.4 Korelasi antara Pertumbuhan Kalus dengan Kandungan Kimia Vetiver Oil Akar

Wangi

Pengaruh elisitor terhadap pertumbuhan, jumlah komponen, dan kandungan vetiver oil
kalus akar wangi tergantung dari jenis elisitor yang ditambahkan pada medium kultur.
Pada kalus hasil elisitasi dengan ion logam, semakin rendah berat kering kalus maka
jumlah komponen vetiver oilnya cenderung semakin banyak. Kalus hasil elisitasi dengan
ion logam Pb mempunyai berat kering lebih tinggi dan jumlah komponen vetiver oil paling
sedikit dibandingkan dengan kalus hasil perlakuan elisitasi lainnya, yaitu hanya ada 1
komponen. Sebaliknya, dengan berat kering paling rendah, kalus hasil elisitasi dengan ion
logam Cd memiliki jumlah komponen vetiver oil paling banyak dibandingkan dengan
kalus kontrol dan hasil perlakuan elisitasi lainnya, yaitu terdapat 3 komponen (Gambar
4.10 A). Berbeda dengan ion logam, pada kalus hasil elisitasi dengan karbohidrat, semakin
rendah berat kering kalus maka jumlah komponen vetiver oilnya cenderung semakin
sedikit, kecuali pada kalus hasil elisitasi dengan arabic gum. Jumlah komponen vetiver oil
pada kalus hasil elisitasi dengan pektin sama dengan kalus hasil elistasi dengan kitosan,
yaitu 1 komponen, (Gambar 4.10 B). Namun demikian, baik pada perlakuan elisitasi
dengan ion logam maupun karbohidrat tidak ada korelasi antara berat kering kalus dengan
jumlah komponen vetiver oilnya (Lampiran 1).

Pada kalus hasil elisitasi dengan ion logam, semakin rendah berat kering kalus maka
kandungan vetiver oilnya cenderung semakin rendah, kecuali pada kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Pb. Kalus hasil elistasi dengan ion logam Pb tidak mengandung vanillin,
namun mengandung vetiverol lebih tinggi daripada kalus kontrol dan perlakuan elisitasi
lainnya. Selain itu, dengan berat kering paling rendah, kalus hasil elisitasi dengan ion
logam Cd mengandung alpha sinensal dan alpha amorphene yang tidak terdapat pada kalus
kontrol maupun kalus hasil perlakuan elisitasi lainnya. (Gambar 4.11 A). Pada kalus hasil
elisitasi dengan karbohidrat, semakin rendah berat kering kalus maka kandungan vanilin
cenderung semakin tinggi, sedangkan kandungan vetiverolnya cenderung semakin rendah.
Namun, dengan berat kering yang lebih tinggi daripada perlakuan elisitasi lainnya, kalus

hasil elisitasi dengan arabic gum tidak menghasilkan vanillin (Gambar 4.11 B). Baik pada
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perlakuan elisitasi dengan ion logam maupun karbohidrat tidak ada korelasi antara berat

kering kalus dengan kandungan vetiver oilnya (Lampiran 1).
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Gambar 4.10 Korelasi antara berat kering dengan jumlah komponen vetiver oil pada kalus hasil
elisitasi dengan ion logam dan karbohidrat. (A) lon logam dan (B) Karbohidrat
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Gambar 4.11 Korelasi antara berat kering dengan kandungan vetiver oil pada kalus hasil elisitasi

dengan ion logam dan karbohidrat. (A) lon logam (B) Karbohidrat

Biosintesis metabolit sekunder sering dikaitkan dengan pertumbuhan tanaman.
Sintesis metabolit sekunder pada kultur kalus saat fase stasioner umumnya lebih tinggi
daripada saat fase logaritmik. Adanya peningkatan kandungan vanillin pada kalus hasil
elisitasi dengan karbohidrat dapat dipengaruhi oleh penurunan aktivitas pembelahan sel
yang mengakibatkan penghambatan pertumbuhan. Hal ini didukung oleh beberapa hasil

penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa peningkatan sintesis metabolit sekunder
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umumnya diikuti dengan penurunan proses pertumbuhan. Hasil penelitian Aisyah (2007)
menyebutkan bahwa sel kalus akan menghasilkan senyawa metabolit sekunder saat
mengalami penurunan aktivitas sel. Penurunan aktifitas sel umumnya terjadi pada fase
stasioner. Namun, penurunan aktivitas pembelahan sel pada kalus hasil elisitasi dengan ion
logam yang diikuti dengan penurunan kandungan vetiver oil kemungkinan dipengaruhi
oleh efektivitas tiap-tiap elisitor ion logam. Menurut Pandiangan (2011), jenis elisitor
berpengaruh terhadap kandungan metabolit sekunder yang dihasilkan. Selain jenis elisitor,
kandungan metabolit sekunder juga dipengaruhi oleh konsentrasi elisitor yang
ditambahkan pada medium kultur. Tiap-tiap elisitor memiliki kemampuan meningkatkan
kandungan metabolit sekunder pada konsentrasi tertentu. Konsentrasi optimum yang dapat
memacu peningkatan kandungan metabolit sekunder bersifat spesifik pada masing-masing

komponen.
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BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Pertumbuhan kalus pada tanaman akar wangi dipengaruhi oleh jenis eksplan dan
elisitor. Eksplan tiler dapat menginduki kalus lebih cepat dan menghasilkan pertumbuhan
kalus yang lebih baik dibandingkan eksplan crown. Penambahan elisitor ion logam atau
karbohidrat dalam medium kultur menghambat pertumbuhan kalus dan berpengaruh
terhadap komponen kimia vetiver oil. Kalus hasil elisitasi dengan ion logam maupun
karbohidrat menghasilkan beberapa senyawa bioaktif, antara lain vetiverol, alpha sinensal,
alpha amorphene, vanilin, hexadecane, octadecane, dan eicosane. Di antara beberapa
senyawa bioaktif yang dihasilkan tersebut, terdapat 3 komponen utama penyusun vetiver
oil, yaitu vetiverol, alpha sinensal dan alpha amorphene. Vetiverol dapat terkeskpresi pada
kalus kontrol dan kalus akar wangi yang dielisitasi dengan ion logam Pb atau Al dengan
konsentrasi vetiverol terbesar terdapat pada kalus hasil elisitasi dengan ion logam Pb.
Komponen alpha sinensal dan alpha amorphene dihasillkan pada kalus hasil elisitasi
dengan ion logam Cd. Pertumbuhan kalus akar wangi hasil elisitasi tidak berkorelasi

dengan jumlah dan kandungan vetiver oil.

5.2, Saran

Pada penelitian ini penambahan elisitor ion logam Cd dengan konsentrasi 0,1 mM
pada medium kultur mampu memacu munculnya komponen utama vetiver oil berupa alpha
sinensal dan alpha amorphene. Selain itu, elisitor ion logam Pb pada konsentrasi 0,1 mM
dan pektin pada konenstrasi 100 ppm masing-masing dapat meningkatkan kandungan
vetiverol dan vanilin. Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan penelitian lanjutan
mengenai konsentrasi Cd, Pb, dan pektin optimum yang dapat menghasilkan kandungan

vetiver oil tinggi sehingga diperoleh vetiver oil (minyak akar wangi) dengan kualitas

tinggi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Analisis Statistik
1.1 Induksi Kalus

Uji beda nilai rata-rata

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Berat_basah_kalus

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model .3852 9 .043 10.117 .000
Intercept 1.981 1 1.981 469.172 .000
Jenis_eksplan 271 1 271 64.108 .000
Konsentrasi_kinetin .088 4 .022 5.232 .005
Jenis_eksplan *

Konsentrasi_kinetin 025 N 008 1.506 238
Error .084 20 .004

Total 2.450 30

Corrected Total 469 29

a. R Squared = .820 (Adjusted R Squared = .739)

1.1.1 Jenis Eksplan
a. Uji homogenitas data

Test of Homogeneity of Variances
Berat_basah_kalus
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.092 28 .764
b. Uji beda nyata
ANOVA
Berat_basah_kalus
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 271 1 271 38.234 .000

Within Groups .198 28 .007

Total 469 29
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1.1.2 Konsentrasi Kinetin

2.2.1 Elisitor ion logam

a. Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

o " :
< a. Uji homogenitas data
A
=§ Test of Homogeneity of Variances
—
o Berat_basah_kalus
o
o Levene Statistic drl df2 Sig.
o
L 2 2.306 4 25 .086
L
j=—
b. Uji beda nyata
ANOVA
Berat_basah_kalus
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .088 4 .022 1.451 247
Within Groups .381 25 .015
Total 469 29
2.1 Elisitasi

Berat_basah_kal|Berat_kering_kal
Jenis_elisitor us us

N 40 40 40]
Normal Parameters? Mean 2.50 .9805 .9275
Std. Deviation 1.132 31142 .29715

Most Extreme Differences  Absolute A71 .094 .104
Positive A71 .090 .104

Negative -171 -.094 -.070]}

Kolmogorov-Smirnov Z 1.079 .598 .656
Asymp. Sig. (2-tailed) 195 .868 .783

a. Test distribution is Normal.
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b. Uji homogenitas data

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Berat_basah_kalus 11.567 3 36 .000
Berat_kering_kalus 7.570 3 36 .000
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Error Bound Bound | Minimum |Maximum
Berat_basah Kontrol 10 1.3080 .19865| .06282 1.1659| 1.4501 1.06 1.61
kalus Pb 10|  1.1020]  .28553| .09029 8977| 1.3063 63 1.49
Al 10 .8890 .08762| .02771 .8263( .9517 .79 1.05
Cd 10 .6230 .06865| .02171 5739 .6721 .54 74
Total 40 .9805 .31142| .04924 .8809( 1.0801 .54 161
Berat_kering Kontrol 10 1.2060 .23229| .07346 1.0398| 1.3722 .84 1.55
kalus Pb 10|  1.0630| .28158| .08904 8616| 1.2644 57 145
Al 10 .8440 .08758| .02770 .7813] .9067 74 1.02
Cd 10 .5970 .07747| .02450 .5416] .6524 49 72
Total 40 .9275 .29715| .04698 .8325| 1.0225 49 1.55
c. Uji beda nyata
Robust Tests of Equality of Means
Statistic? dfl df2 Sig.
Berat _basah_kalus Brown-Forsythe 25.811 3 19.325 -000]
Berat_kering_kalus Brown-Forsythe 19.251 3 20.905 .000

a. Asymptotically F distributed.
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d. Uji lanjutan

Multiple Comparisons

95% Confidence
Mean Interval

0] J) Difference | Std. Lower | Upper

Dependent Variable Jenis_elisitor Jenis_elisitor (1-9) Error | Sig. | Bound | Bound
Berat_basah_kalus Games Kontrol Pb .20600| .11000| .278| -.1086| .5206
-Howell Al 41900°| .06866| .000| .2161| .6219

Cd .68500°| .06646| .000| .4853| .8847

Pb Kontrol -.20600( .11000f .278| -.5206( .1086

Al .21300| .09445] .170| -.0726] .4986

Cd 47900 .09287| .002| .1951| .7629

Al Kontrol -.41900° .06866| .000| -.6219| -.2161

Pb -.21300| .09445| .170| -.4986( .0726
Cd .26600°| .03520| .000| .1660| .3660]

Cd Kontrol -.68500° .06646| .000| -.8847| -.4853

Pb -.47900° .09287| .002 -.7629| -.1951
Al -.26600° .03520| .000| -.3660| -.1660]

Berat_kering_kalus Games Kontrol Pb .14300| .11543( .612| -.1844| .4704
-Howell Al :362007| .07851| .003| .1274| .5966

Cd .60900° .07743| .000| .3759| .8421

Pb Kontrol -.14300| .11543| .612| -.4704| .1844

Al .21900| .09325| .147| -.0628] .5008

Cd 46600 .09235| .002| .1852| .7468

Al Kontrol -.36200° .07851| .003| -.5966| -.1274

Pb -.21900| .09325| .147| -.5008| .0628

Cd .24700" .03698| .000| .1423| .3517

Cd Kontrol -.60900° .07743| .000| -.8421| -.3759

Pb -.46600° .09235| .002| -.7468| -.1852

Al -.24700° .03698| .000| -.3517| -.1423

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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2.2.2 Elisitor karbohidrat
a. Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jenis_elisitor | Berat_basah_kalus | Berat_kering_kalus
N 40 40 40]
Normal Parameters?® Mean 2.50 .9458 .8623
Std. Deviation 1.132 .29839 31171
Most Extreme Differences  Absolute 171 .090 .071
Positive 171 .090 .071
Negative -171 -.072 -.063
Kolmogorov-Smirnov Z 1.079 .570 .448
Asymp. Sig. (2-tailed) .195 .901 .988
a. Test distribution is Normal.
b. Uji homogenitas data
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Berat_basah_kalus 2.579 3 36 .069
Berat_kering_kalus 1.014 3 36 .398
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower | Upper
N Mean Deviation |Std. Error| Bound | Bound | Minimum |Maximum
Berat_basah Kontrol 10] 1.3080 .19865| .06282 1.1659] 1.4501 1.06 1.61
kalus ArabicGum | 10| 1.0280  .15725| .04973|  .9155| 1.1405 80| 1.3
Kitosan 10 .8230 .15945| .05042 .7089] .9371 .61 1.05
Pektin 10 .6240 .10543| .03334 .5486( .6994 .51 .79
Total 40 .9458 .29839| .04718 .8503| 1.0412 51 1.61
Berat_kering Kontrol 10] 1.2060 .23229] .07346| 1.0398] 1.3722 .84 1.55
| kalus Arabic Gum 10[  .9690 17117| .05413|  .8466| 1.0914 73 1.19
Kitosan 10 .7560 .17456| .05520 .6311] .8809 .45 1.02
Pektin 10 .5180 .13831| .04374 4191 .6169 .33 .76
Total 40 .8623 31171 .04929 .7626] .9619 .33 1.55
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c. Uji beda nyata

o
) ANOVA
A
= Mean
:‘ Sum of Squares df Square F Sig.
§ Berat_basah_kalus Between Groups 2.566 3 .855( 33.963 .000
3 Within Groups .907 36 .025
(-5}
= Total 3.472 39
Berat_kering_kalus Between Groups 2.594 3 .865| 26.028 .000
Within Groups 1.196 36 .033
Total 3.789 39
d. Uji lanjutan
Berat_basah_kalus
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Jenis_elisitor N 1 2 3 4
Pektin 10 .6240
Kitosan 10 .8230
Arabic Gum 10 1.0280
Kontrol 10 1.3080
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Berat_kering_kalus
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Jenis_elisitor N 1 2 3 4
Pektin 10 .5180
Kitosan 10 .7560
Arabic Gum 10 .9690
Kontrol 10 1.2060
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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1.3 Korelasi Berat Kering Kalus dengan Jumlah Komponen Vetiver Oil

1.3.1 lon Logam

a. Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah_kompoen
Berat_kering_kalus _vetiver_oll
N 4 4
Normal Parameters?® Mean .9275 2.00]
Std. Deviation .26600 .816
Most Extreme Differences  Absolute 191 .250
Positive 144 .250
Negative -.191 -.250
Kolmogorov-Smirnov Z .382 .500
Asymp. Sig. (2-tailed) .999 .964

a. Test distribution is Normal.

b. Uji korelasi
Correlations
Jumlah_kompoen_
Berat_kering_kalus vetiver_oil
Berat_kering_kalus Pearson
) 1 -.706
Correlation
Sig. (2-tailed) .294
N 4 4
Jumlah_kompoen_vetiver_oil Pearson
) -.706 1
Correlation
Sig. (2-tailed) .294
N 4 4
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1.3.2 Karbohidrat

o 4 :
< a. Uji normalitas data
A
=§ One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
—
jE—
o Jumlah_komponen_
e Berat_kering_kalus vetiver_oil
L= ]
o
= N 4 4
(=5
— Normal Parameters?® Mean .8625 1.00
Std. Deviation .29568 .816
Most Extreme Differences  Absolute .148 .250
Positive .148 .250
Negative -.142 -.250
Kolmogorov-Smirnov Z .296 .500
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 .964

a. Test distribution is Normal.

b. Uji korelasi
Correlations
Jumlah_komponen_
Berat_kering_kalus vetiver_oll
Berat_kering_kalus Pearson
. 1 331
Correlation
Sig. (2-tailed) .669
N 4 4
Jumlah_komponen_vetiver_ Pearson
.331 1
oil Correlation
Sig. (2-tailed) .669
N 4 4
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1.4 Korelasi Berat Kering Kalus dengan Kelimpahan Komponen Vetiver Oil

1.4.1 lon Logam

a. Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Berat_kering | Kandungan_ | Kandungan_| Kandungan_ Kandungan_
_kalus vetiverol vanilin alpha_sinensal|alpha_amorphene
N 4 4 4 4 4
Normal Mean .9275 2.9850 .4605 .0435 1265
Parameters® stq. peviation .26600 2.01506 46998 .08700 .25300
Most Absolute 191 .368 192 441 441
Extreme Positive 144 247 192 441 441
Differences  \ oqative -191 -.368 -.164 -.309 -.309
Kolmogorov-Smirnov Z .382 .736 .384 .883 .883
Asymp. Sig. (2-tailed) .999 .651 .999 417 417
a. Test distribution is Normal.
b. Uji korelasi
Correlations
Berat_kering | Kandungan_ | Kandungan_| Kandungan_ Kandungan_
_kalus vetiverol vanilin alpha_sinensal|alpha_amorphene
Berat_kering_ Pearson
) 1 .865 497 -.821 -.821
kalus Correlation
Sig. (2-
135 .503 179 179
tailed)
N 4 4 4 4 4
Kandungan_ Pearson
.865 1 .259 -.988" -.988
vetiverol Correlation
Sig. (2-
) 135 741 .012 .012
tailed)
N 4 4 4 4 4
Kandungan_ Pearson
- ) 497 .259 1 -.334 -.334
vanilin Correlation
Sig. (2-
) .503 741 .666 .666
tailed)
N 4 4 4 4 4
Kandungan_ Pearson . B
-.821 -.988 -.334 1 1.000
alpha_sinensal Correlation
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Sig. (2-
179 .012 .666 .000}
tailed)
N 4 4 4 4 4
Kandungan_ Pearson
) -.821 -.988" -.334 1.000™ 1
alpha_amorphene Correlation
Sig. (2-
) 179 .012 .666 .000
tailed)
N 4 4 4 4 4

*, Correlation is significant at the 0.05 level

**_Correlation is significant at the 0.01 level

1.4.2 Karbohidrat

a. Uji normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Berat_kering_kalus

Kandungan_vanilin

N

Normal Parameters?

Asymp. Sig. (2-tailed)

Most Extreme Differences

Kolmogorov-Smirnov Z

Mean

Std. Deviation
Absolute
Positive

Negative

4
.8625
.29568
.148
.148
-.142
.296
1.000

4
1.5940
1.18724
.301
.196
-.301
.602

.862

a. Test distribution is Normal.

b.  Uji korelasi
Correlations
Berat_kering_kalus | Kandungan_vanilin
Berat_kering_kalus Pearson Correlation 1 -.542
Sig. (2-tailed) .458
N 4 4
Kandungan_vanilin Pearson Correlation -.542 1
Sig. (2-tailed) .458
N 4 4
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Lampiran 2. Perhitungan Rendemen Ekstrak
2.1 Kalus hasil elisitasi dengan ion logam
2.1.1 Kalus kontrol
Berat botol kosong =21.82¢
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 23,41 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong
=(23,41-21,82) g

=159¢

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak X 100%

1,599
109
159 %

X 100%

2.1.2 Kalus hasil elisitasi dengan ion logam Pb
Berat botol kosong =1442¢9
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 16,26 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong
= (16,26 - 14,42) g

=182¢

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak

X 100%

1,829
109

18,2 %

X 100%
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2.1.3 Kalus hasil elisitasi dengan ion logam Al
Berat botol kosong =10,95¢
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 12,76 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong

= (12,76 - 10,95) g
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=181g

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak X 100%

1,819
109

18,1 %

X 100%

2.1.4 Kalus hasil elisitasi dengan ion logam Cd
Berat botol kosong =10,95¢g
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 12,53 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong
= (12,53 - 10,95) g

=158¢

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak X 100%

1,58 g
109
15,8 %

X 100%




2.2 Kalus hasil elisitasi dengan karbohidrat

2.2.1 Kalus kontrol
Berat botol kosong =2250¢
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 24,13 g

Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong

repository.ub.ac.id

= (24,13 - 22,50) g

=1639

Berat ekstrak

Rendemen ekstrak

Berat kalus yang diekstrak X 100%
109
= 163%

2.2.2 Kalus hasil elisitasi dengan Arabic gum
Berat botol kosong =2247¢
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 24,29 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong
= (24,29 - 22,47) g
=182¢

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak

X 100%
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2.2.3 Kalus hasil elisitasi dengan kitosan
Berat botol kosong =2131¢g
Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 23,12 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong

=(23,12-21,31) g
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=181g

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak X 100%

_ 1819y 100%
109
= 181%
2.2.4 Kalus hasil elisitasi dengan pektin
Berat botol kosong =23,61¢

Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat = 25,21 g
Berat ekstrak = (Berat botol kosong + 2 ml pelarut pekat) - Berat botol kosong
=(25,21-23,61) g

=160g¢

Berat ekstrak
Berat kalus yang diekstrak

Rendemen ekstrak X 100%

1,609
109
16 %

X 100%




Lampiran 3. Kromatogram GC-MS Kalus Hasil Elisitasi dengan lon Logam

.
o 3.1. Kontrol
s
.
-2 I a B
— EEMENTRIAN RISET, TEENOLOGI DAN PENDIDIEAMN TINGGET
e UNIVEBSITAS BEAWIIAYA
e LABORATCORIUM SENTRAL ILMU HAYATT
— N 'Wemran, Malang 63143, Indomasia
o TelpFax. +62341 559054
— tpo'Isdh nh.ac id Fonail : nbomtorimms et UTh.ac.id ; labomaboriem sentralif) pmail com
)
= Chrometogram B DX TUGAS ARETR 52\ Arbaul FauziakLogam'E qzd
= TIC
(= B 1,300,000 g F B
. - 1l & ) B
= ]
o] = # 3
5 3 i |
5 i
g "o {
: | ¢ |
| 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 300 40.(
min
Crmamtitrtive Rasult Tahle
= Nama BT Ao Haight Conc. Conc Uit
1 Hexamal (CAS) n-Haxamal 43.00 1872089 53771 3.308 %
1 }-Pamtancl (CAS) Pentan-2-ol 45.00 TIT9818 SEAED3 13.745 %
3 Hydropercadde, 1-stiylbanyd (CAS) 3-Hayl 43.00 T4614E 125480 1318 %
4 Hexame, 1.3, 5-timoethyl- (CAS) 2,3, 5-Trimet 23.00 MTRED 21534 0568 %
j Bemmothiarcle {CAS) Vemgerd BT 135.00 1658073 430038 1826 %
& Hexadecazs (CAS) ar-Emadecans 71.00 10445 554350 0361 %
7 Baxraldalryds, +-bydrony-3-pethony- (CAS, 152.00 E13502 165708 1.083 %
§ 2 SDimethoxyil bylling-1, 4-bemzogan 59.00 1458703 357138 1591 %
& Phemal, 2,6-biu(l, | -dimnatindetinT-4-mathnd- 205.00 2156317 TMT3E 3.086 %
10 Heaxadecans (CAS) a-Hexadocans 71.00 406138 131360 0.B77 %
11 Dwosdecanamida, N W-bis(2-indroxyatinyl)- 60.00 179508 +6E12 0.318 %
12 Propamoic acid, 2-medhyl-, 11, 1-dimatin et 71.00 363450 109518 0631 %
13 Hexadecams (CAS) a-Hexadecans 57.00 380843 5006 0673 %
14 Tetmadecanoic acid (CAS) Myritic acid 60.00 123888 7793 0,356 %
13 1.2-Benemmedicarbonylic acid, bis(2-methyiy 149.00 T00T33 BTH67 1.238 %
16 Heaxadecans (CAS) r-Hemadecans 7.00 374l 113503 0661 %
7 1.2-Bexmamedicarboxylic acid, ditutyl ester | 149.00 30305774 5114559 3.5 %
18 Pentadecancic acid (CAS) Pentadecylic acd 73.00 811313 17353 1434 %
1% Pentacosans (CAS) n-Pentacosans 37.00 072 %
20 Heaxadscamoic acd, 1-metdnyletnyl ester (CA 61.00 0188 %
21 Docosans (CAS) o-Docosane .00 0T %
1] Haxadecamcic acd, buiy] ester (CAS) o-Ban 3600 0.813 %
13 Bezsoic acid, hearyd ester (CAS) n-Fean] bee 123.00 75 0811 %
24 Phanol, 2,2-matindemehiz[6-{1, ] -dimetnled 177.00 883137 300507 1578 %
15 D2 -stinTheony Tiphithalase 4.518 140.00 T5ILNE 1054975 4154 %
26 1,1-Diphanyl-1-cyano-2-carbo-octn xy-stinde 40 526 232,00 334032 151723 0,590 %
17 Lycoparian 51.133 69.00 333251 145921 0588 %
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3.2 lon Logam Pb

4C.1

EFMENTEIAN BISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGE
UNIVERSITAS BEAWIIAYA
LABORATORIUM SENTRAL ILMIT HAYATT
Tl Wetran, Malang €7147%, Indoagsia
TelpFax. +61341 335034
bttpo s vh.ac.id Email : hbortormmeantral(@iTh.ac.id ; labomatoriemseatrali pmail com.
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Crzxtitxtive Rasuk Tabla
= Name F Tima B Arca Hatght Conc. Conc Uit
1 Hexamal (CAS) n-Hexamal 3647 43.00 2103753 H034E 335l %
1 }-Pemtamol (CAS) Pentan-2-ol 3.8 45.00 10985528 1335050 17.482 %
3 Hydmopercadds, | -sthylbeanyl (CAS) 3-Eleary] T.623 43.00 lf‘l'.:":li 110664 0088 %
4 Bemmotidazols (CAS) Vangard BT 18.134 135.00 1 3205 1471 %
§ HT-METHYLPRCP-T-ENYLIDENE|TEL 16.704 E0.00 41500 0264 %
& Heptadecans, 2.5,10,15-kéramwtiyl- {CAS) | 19.633 71.00 207 0319 %
T *Octadacencic acd (I} (CAS) Olaic 2id 15118 35.00 3 JE631 0425 %
& Phenol, 2,661, ] -d_'mr_-'n.]w_-n]H-mH: d: 26.723 205.00 2?-1-1. 1 205031 4.363 %
9 Hezadscams (CAS) e-Haxadecans 17144 37.00 126718 0838 %
10 Dodecazamids, M.4-bis(2-Evdroxywtiny)- 28.470 60.00 73416 0478 %
11 BENZENE, 1, I'ETHOXYMETHYLENEJ 29.109 167 15668 007E %
12 Propancdc acid, 2-methyl-, 1-{1. 1-dimatindet 29.462 71.00 263143 0419 %
13 +TERT-BUTYL-2+{1-METEYL-2-MITEO- 33170 87 BEE102 1378 %
14 Tetradecanoic :.-c_d.-"l:"-'u]".hn-b: acid 34.257 73.00 882703 1405 %
15 1.2-Bezzansdicarbeorylic acid, bds{2-nathyd 140.00 538265 1013 %
16 Puntdecamoic acid (CAS) Pentadocy 73.00 E26509 0.99% %
17 1.2-Benzunedicarboorylic acid, dibuty 148.00 18144193 44.T8% %
18 Puntsdecamoic acid (CAS) Pantadecy 9.7 73.00 57596 10,276 %
18 Cctadecannic acid, metind gssr (CAS) Mt 43.430 74.00 324457 0516 %
20 OCTADEC-S-ENCIC ACTD 43,600 35.00 13589407 1127 %
2 Ccdecanoic acid (CAS) Swanc acid 24041 T3.00 464567 0.739 %
12 Hazadecameic acid, buty] ester (CAS) o-Ban 445434 36.00 33087 LI %
13 -Propancic acid, 3-{4-mathoxy thnvl:l . 2u 45.803 178.00 TS5 0,593 %
24 Di .-rhi.hnm]h:d:ﬂu 48.313 148,00 LEa0EE4 LET5 %
23 1, 1-Diphenyl-2-cyane-2-carbo-octoxy-onds 49.527 204.00 217ED 0.337%
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3.3. lon Logam Al
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T
0.0 300 400
min
Cuzxtitrtive Rasul Tabla
T Name Bz Az Flaight Conc. Conc Uzit
1 Hexazal (CAS) n-Hexamal 23.00 172022 1835 %
1 I-Pemienc] {CAS) Pantan-2-0l £5.00 8038515 1143228 14.732 %
3 Baxmothiazcls (CAS) Vangard BT 135.00 1085741 - 1.789 %
4 H{Tr-METHYLFROP-T-ENYLIDENE)TEL 50.00 115797 0191 %
7 Hexadecams (CAS) z-Hexadecans 71.00 197833 0.326 %
& Bexmaldelnyds, 4-hydroxy-3-mwtheny- (CAS, 152.00 328457 0541 %
7 Phamal, 2,6-bisu], 1 -diznatinetin T4 methnyd- 205.00 2217661 3635 %
& Hexadecans (CAS) x-Hexadocans 71.00 440551 0.741 %
% BEMZENE. 1, 1'ETHOXYMETHYLENE) 167.00 144762 0.239 %
10 PREENYL-METELANE-1,1-DIOL DE-N-BT] 7100 404871 0,667 %%
11 +TERT-BUTYL-2+{1-METHYL-2-MITRO- 37.00 471753 0.778 %
12 Tetmadecanoic acid (CAS) Myristic acid 60.00 461020 0.760 %%
13 3-Eicosana, (E}- (CAS) 57.00 147104 0.242 %
14 Octadecanoic acid (CAS) Steaic acid 57.00 pad Nl 0414 %
7 1.2-Benzamedicarborylic acid, bis(2-metinyly 149.00 1065313 1.736 %
16 Pentadacancic acid (CAE) Pentadecylic acd 73.00 TITTS 1.173 %
17 Eicosane (CAS) o-Eicosazs .00 J268E7 1538157 0.868 %
18 1.1-Beozsmedicarboxylic acid, ditury estar { 145,00 26810084 TAT19E2 44.187 %
18 BICYCLO[2.2.1JHEPTAN, 3-{3-E0RABIC B1.00 2040809 JERFA 1384 %
20 Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic acid 7300 3893820 359323 6411 %
21 Triwtracontane (CAS) N-TRIATETRACON I Te141 162106 0.973 %
11 Pantacosans (CAS) n-Puntacosane 57.00 432514 182400 0.713 %
13 -Chlerosting mcleats 57.00 TATESS 180848 1132 %
14 Haxadecancic acd, bunyd sster (CAS) n-Ben 56.00 731300 IETORD 1.207 %
25 Ficcrane (CAS) n-Eicosans 57.00 354768 153843 0.585 %
26 N N-IIMETYLPALMITAMIDE E7.00 T18123 IOE4EE 1.184 %
17 2-Propancic acid, 3+{4-methexyphamyd)-, 2 17B.00 — - N.D.[Baof) %
18 Haxamiacontans (CAS) n-Hexatriscenrang 57.00 151THE 1X321 0417 %
18 S-Ocmdecenamide, (T} (CAS) OLEOAMIT 59.00 T80841 s 1.287 %
30 Phenol, 2.2"-matinleashis[6-{1,1-dimethryled - 177.00 - -— N.D.(Faf) %
31 BENZCIC ACID I-METHYL-HEPTYL ES 47.150 123.00 283503 127754 0468 %
32 Hexptriscontme (CAS) n-Hexairiscontang 37.00 135101 0.236 %
33 N N-IIMETYLPALMITAMIDE §7.00 482838 0.796 %%
34 D2 -stinyTheoryTiphthalate ] 149.00 2435919 4.021 %
33 1.1-Diphenyl-2-cyano-2-cabo-ochoxy-stinds 49.528 232.00 167628 0441 %
3¢ Lyvopsriem il 62,00 463153 0764 %%
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3.4. lon Logam Cd

T L
L
s
_Q. EEMENTEIAN BISET, TEENOLOGI DAN PENDIDEAN TRGGET
UNIVERSITAS BEAWLIAYA
:. LABCOEATCORIUM SENTREAL ILMLT EAYATI
T Vemran, Malwng 65147, Indomesia
= TelpFax. +62341 332034
B IetipoVlsdh nb.ac.vd Fonasl : laboratormmms antraliz U ac.1d ; Iaboraborrem et i pmail com
—
: ; Chromatepram Cd DOTUGAS AFHTE. 52\ Arbaal Fausiah'Logam' Cd gzd
o
= =
= 1,500,000 :
s
.
5
o
I
; E
1]
=
T T T T T T T T T T
20.0
Crmaxtitative Remh Tabla
L= Nama R Tima mE Area Hatght Conc. Cone Uit
1 > Huxamons (CAS) Huxae-1-one 3633 43.00 1972022 45075 6111 ppm
2 uxamol {CAS) n-CHESCH{OECHS 3.813 45.00 8721607 DEEEES 27.028 ppm
3 {'-.]u'm-;_'lun:n hoxamatind- (CAS) 1,1,3,3 4734 207, 1836300 255607 7.621 ppm
4 H}ﬂz\c“pnrm:iﬂn. 1-gtirylbeatyl (CAS) 3-Eaxyl 7.617 43.00 HE5TIT TRSE] 1.4+ ppm
3 1-Peatancl, 2,3-dinsotiryd- 7.893 43.00 265180 2131 0334 ppm
& Dodecazs (CAS) n-Dodecans 8734 37.00 181523 10366 0,563 ppm.
7 Cylotetrasiloxame, octamethyd- (CAZ) 11,3 10.083 2B1.00 3113 79323 1.00] ppm
8 Naphtialons, decabnydre- (CAS) Doc 11.260 67.00 132865 J1380 0412 ppm
& Tridecans, S-methyl- (CAS) S-MMatinrideca 13.285 3. 07338 5B35 0643 ppm.
10 Bamaothkiazals (CAS) Vangard BT 16227 135.00 Log4Te 2557 1113 ppm
11 {1-METHYL IE"\T{-- 4 DIENYL}-BENZ 16.687 ED.0O 653355 17137 0.203 ppm
12 Heptadecans, 15,10, 15 -wianwthyl- (CAS) 19.529 37.00 163857 312 0.523 ppm.
13 Bazmldalryds, -I-h."drnr*-‘-mmm*— iE-L'S 21.874 151.00 TiT32 2160 0225 ppm
14 Hexadecams (CAS) z-Hexadecans 27141 37.00 123859 33927 0,653 ppm.
13 APHA SINEMSAL 2132 2100 LT3 15693 0174 ppm
16 1,39-Cyclododecatriens, 1.3 %-mimetnd- (C 26.036 6B.00 163181 4717 0,504 ppm.
17 HHEYDEOOOY-PHENY L-METEYL-3.4-D 23453 710G SEG6] 0,304 ppm.
18 Diodacans, 1,6,10-minatind- (CAS) Farosar 30.145 37.00 0012 0185 ppm.
18 TRICYCLO[3.1.0.6(2 £)[HEXANE, 3,6-DI 30.297 03.00 81048 023l
20 4-TERT-BUTYL-2+{]-METEHYL->-MITEO- 33.166 7. 379891 117
11 D-GALACTIT, 1-0-OCTYL- 36.156 0,00 TiT65 023
12 1,2-Bezsanedicarbonylic acid, bds{2-methyiz 36.379 140.00 241657 E7697 749 P
23 1,2-Bezssnedicarbonylic acid, Sbutyl estar | 35.782 140.00 13354148 ZEAT256 41.309 ppm
24 Punbdecancic acid (CAS) Pentadecylic acd 30304 37.00 138813 33607 0430 ppm.
27 Hexadecanodc acid, buty] sstar (CAS) o-Ban #4412 36.00 133321 93548 0476 ppm.
26 N N-DMETYLPALMITAMIDE 45173 7.00 132616 22705 0.783 ppm
27 Bamzoic acid, heany] ester (CAS) n-Eleanyd baa 45910 123.00 135247 7635 0419 ppm
18 TETRACONTANE 46,245 IT.00 110624 47187 0.343 ppm
28 S-Octadecesamids, (I} (CAS) OLEQAMIC £5.387 30.00 TIEE 73 0.223 ppm
30 Phenal, 2, X-metindenchiz]E-{1, 1 -dimetndat] - 177.00 - - N.D.(Faf) ppm
31 Bammoic acid, heay] sster (CAS) n-Eleary] bea 47184 123.00 122488 45642 0380 ppm
32 Traccontne (CAS) o-Triacontms 47 37.00 EllOz #0132 0.251 ppm
33 N N-DDMETYLPALMITAMIDE £7.703 E7.00 133663 I9EE] 0,476 ppen.
4 Bm-:.c acid, heay] eater (CAS) o-Fleary] baa 48.300 123.00 B5901 32913 0,265 ppm.
5 1.2-Beazansdicarboxylic acid, diiscoctyl est 48.307 14900 TEELTL 310910 137 ppm
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Lampiran 4. Kromatogram GC-MS Kalus Hasil Elisitasi dengan Karbohidrat

- 4.1. Arabic Gum
s
-2
— EEMENTRIAN RISET, TERNOLOGT DAN PENDIDIEAN TDNGET
. UNIVEBRSITAS BRAWIIAYA
—— LABORATCRIUM SENTRAL LM EIAYATT
e N Vemran, Malang 65145, Indomssia
o TalpFax. +62341 352054
" — Ittpo1sdh whoac id Foned] : Inbortorimms sl Uh.ac id ; lsbomboriemseatmali gmail com
&>
= Chromategram gum DO TUGAS ARHIE 52\ Arbanl Faumiah'Carbohy drate! gam.qgd
= TIC
L 150,000 ¥
R w A

£1 g : £
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20.0
Crmamtitstive Rasul Tahle
I[% Nama BT Ama Faight Come. Conc Uit

1 Dctane, +-metin- (CAS) +-Mstinloctano 43.00 71153 1Z7ER 1.334 ppm
1 Butana, 2-propexy- (CAS) ETHER. 2-BUTH 43.00 261809 41239 18.387 ppm
3 I-Huxamoms, 3.3-dimatind- (CAS) 3,3-DIME 43.00 188858 TEBE3 20511 ppm
4 &F | , 2, L5%-TRIMFTHYL-, 57.00 12547 3663 0,939 ppm
7 Bemmothiazols (CAS) Vangard BT 135.00 14871 6697 1868 ppm
& Decans, 1,6, T-trimssthyl- (CAS) 57.00 11528 3012 0,885 ppm
7 Tridecans, §-mathyl- (CAS) &-Matinrideca 57.00 11482 T266 1606 ppm.
§ Undscans, 3,5-dimgtind- [CAS) 57.00 12357 2474 0.924 ppm.
¢ peondecans 57.00 10240 300 0,765 ppm.

10 Dosdecansic acid, muthyl sster (CAS) Mty 74.00 8143 3110 0,685 ppm.
11 7-Hexadecena, (I} (CAS) 57.00 TOZE 2131
1 Hemadecazs (CAS) a-Hucadecans 37.00 24183 T3

13 Heazadecazs (CAS) z-EHexadecans 37.00 1202 e

14 +TERT-BUTYL-2{1-METEHYL-2-MITEO- 37.00 13353 n
7 Tetadecanoic acid, methy] sster (CAS) Matd 14.00 18307 x2

1§ Tetradecancic acid (CAS) Mymistic acid 50.00 7371 2003

17 Octadecsas, (E)- (CAS) .00 18719 6263

18 Hexadecancic acd, methyl ester (CAS) Met X 74.00 34882 10BEE

18 1.2-Bezzansdicarboxylic acid, dibutyl aster 3B.73 145.00 245831 55548

10 Hemndecanoic acid (CAS) Palmitic acid 0. 00 63208 114E5

11 5-Eicosana. (E}- (CAS) 57.00 12389 3603

12 13-Octadecencic acd, methyl ester (CAS) M 55.00 14402 M

13 FEicosana. (E}- (CAS) 57.00 1345 30

24 N N-DIMETYLPALMITAMIDE §7.00 8107 11314

13 T-NONENAMIDE 79.00 15454 6323

26 PYRIDINEACETONITEILE, ALPHA - - 209.00 -_ -

17 PYRIDINEACETONITEILE, ALPHA - 209.00 -_ -

18 Phenol, 2, 7-metinvleasbiz]6-(1, 1 -dimetnylet - 177.00 - -

18 N N-DIMETYLPALMITAMIDE 47.713 1.00 11649 023

30 1.2-Bexzensdicarboxylic acid, bis{2-utrytha 48.317 149.00 8448 XT033
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4.2. Kitosan

s -
(-
(o=
e
- FEMENTRIAN RISET, TEENOLOGI DAN PENDIDEAN TRHGET
| UNIVERSITAS BEAWIIAYA
. LABCFATORIUM SENTRAL ILMU EAVATT
> Tl Vamran, Malang 65147, Indemaria
e TelpFax. +6134] 735034
(= betpo!/ladh wh.ac.id Fmadl : biborstormmsantraliFUh.ac id ; Isboratoriemssmtralif gmail com
e
8 Chromatogram chitosan D TUGAS AKHIR 52 Arbaul Fauriak'\Carbolydrate\chitosan qzd
TIC
e 150,000 4/
=B e # |
R
H
= E
d - PN =
= - q o
R i
o K
W“J‘NLJ | s
14 \ o) 'u ] 'j
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20.0 4.0
min
Cuextitative Rasult Table
C= Nams F Tima Bz Amia Eaight Come. Conc Usit
1 2.5-Haxamedions (CA5) Diacetoary 6.1655 43.00 126032 133406 5137 %
1 3-Pectancms (CAS) Disthyd ketome 5.833 5700 391128 51814 1600 %
3 +METHYL-1-0CTENE 7.456 43.00 1420997 261B%3 5813 %
4 Propans, 2-methyl-1-propexy- (CAS) Eshar, 7.648 4300 4632133 THTIRE 16.930 %
5 I-Huxanems, 3,3-dEmatint (CAS) 3,3-DIME 7940 £3.00 4341011 210420 12305 %
& HEYAME, I-NITRC- 5110 43.00 1210754 195843 4873 %
7 Bempothizzols {CAS) Vangerd BT 16.25 135.00 426817 111566 1746 %
§ Bezzaldahyds, +-ipdrocy-T-musthony- (CAS, 71988 15200 1444 12350 1810 %
% 2-Menyn-1-al {CAS) 23,086 £1.00 B4375 14585 0.264 %
10 Dodecans, 2,5,10-rimethyi- (CAS) Famssa 17116 3700 0,596 %
11 Diodscanamids, ¥ M-bis{2-inydroxywtigd)- 28.451 50.00 0391 %
1 Dodecans, ,7,1 (Himetini- (CAS) 30.170 37.00 1.137 %
13 Tetmdecanoic acid, mety] s (CA5) Mat 33276 7400 0581 %
14 Tetmadecanoic acid (CAS) Myristic acid 34.231 60.00 0521 %
3 $-Octdecems, (B} [CAS) 33.537 37.00 1247 %
16 Pemtadecancic acid (CAS) Peomadecylic acd 36.907 60.00
7 Heaxadecamoic acd, eethyl ester (CAS) Mad 3B.670 400 7127
18 1.3-Bemmmmedicartomylic acid, dibutyl estar | 38.780 148.00 3123509
1% Hexadecamoic acid (CAS) Pabmitic acid 39,638 60.00 1753748
I H-Eicosens, (B} (CAS) 5700 134171
21 13-Octdscensic acid, mathyl sstar (TAS) M 33,00 178073
21 3-Ficosens, (E}- (CAS) 3700 196362
73 N N-DMETYLPALAITAMIDE E7.00 363393
24 THONENAMIDE 8.00 Gl
27 Phenol, 2,7 methylsashiz[6-(1, 1-dimetrylet 17700 400544
26 -Eicosans, () (CAS) 5700 54509
27 ¥ N-DMETYLPALMITAMIDE E7.00 172063
28 1.2-Bemzamedicarbomylic acid, bis(2-stiylha 148.00 631127
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4.3. Pektin

4C.1

EEMENTEIAN EISET, TEEMOLOGI DAN PENDIDIEAM TINGGI
UNIVEESITAS BRAWLIAYA
LABORATORIUM SENTRAL ILMIUT ELAYATT
N Vetmran, Malng £51475, Indomssia
TelpFax. +61341 559054
IttpoIsdh nb.ac id Fmedl : Inborsoroms entrad@ U id ; labomatoriemseantralifipmail com

.ub

Chromatosram pelitin DO TUGAS AFHIE. 52 Arbaul Faumiah'\Carbohy drate'pektin qed

150,000

repository

=
=
D Ie]

=
5
I
i |
mMmUw. Vil
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 300
Cruamtitative Resuh Table
= Name F_Tima T Arex Haight Conc. Conc Unit
1 2-Huxanons [CAS) Hexex-2-one 3.643 43.00 193973 15137 10.027 %
1 2-Pamtanc] {CAS) Pantan-2-ol 3813 45.00 308057 15558 15.762 %
3 Detans, +-patind- (CAS) +-Mathnioctans 7482 43.00 B3012 15397 4350 %
4 Propaze, 2-muthyl-1-propoxy- (CAS) Ether, 7.637 43.00 191113 30256 8778 %
7 2-Huxanows, 3,3-dimetind- (CAS) 3,3-DIME 7827 4300 157954 E30 53] 10131 %
§ HENAMNE, I-NITRC- g.102 43.00 83057 12180 4230 %
T +-HEXEMOIC ACID, 2,2, 5-TRIMETHYL-, 15.654 57.00 21015 8014 L0735 %
& Bazeothizzcls (CAS) Vamgerd BT 16.246 135.00 18685 T 1.46% %
% Baxraldahyds, +ydroxy-3-methomy- (CAS 21 998 152.00 76883 16063 1810 %
10 13-BEENZOTIONOL, HIYDROXYMETH 20,564 197.00 17330 T 1408 %
11 Hexadecazs (CAS) z-Hexadecans 30158 57.00 19355 6197 0,990 %
12 4+-TERT-BUTYL-2-{l-METHYL-1-MITRO- 33.176 57.00 11795 &30 1.141 %
13 Temadecanoic acid, methy] eswr (CAS) Mad 33264 74.00 14378 47131 0,746 %
14 FOcmdecss, (E) (CAS) 335 7.00 20753 G600 1.062 %
7 Hexpdecazoic acid, methyl sstar (TAS) Met 36665 7400 1884 13598 L1% %
1& 1.2-Bezzsmedicarboarylic acid, dibutyl esar | 3B.782 140.00 355328 0903 18.181 %
17 Hexadecamoic acid (CAS) Palmitic acid 60.00 E9111 14537 4539 %
18 FEicosans, (E}- (CAS) 37.00 3713 0634 %
1% 13-Octdecencic acid, methyl estar (CAS) M 3500 956 0871 %
20 5-Ficosans, (E}- (CAS) 57.00 182 0.876 %
21 N N-DIMETYLPALMITAMIDE E7.00 13933 L.T87 %
12 Octadecans, 3-methryl- (CAS) 3-Mathyloctd 37.00 1548 0.300 %
13 $-Ocndecenamids, (Z) (CAS) CLEOAMIC 3200 4059 0.526 %
24 MPYRIDIMEACETOMITRILE, ALPHA - - 209.00 - - ND.[Fsf) %
25 24-Difl-pheerylstinTiphemcl - 209.00 - - NID.[Fsf) %
26 Phanal, 1.2 -matiylemebis[6-(1, 1 -dimethyled 27030 177.00 47363 17263 1423 %
17 N N-DIMETYLPALMITAMIDE E7.00 12268 3357 0,628 %
28 1.1-Beazsmedicartonylic acid, discectyd esh 46.52 148.00 33214 16583 1802 %

<
=
:




4C.1

.ub

—
jE—
(=
~—2
)
o
o T
a
R

detector

Lampiran 5. Sertifikat Bebas Plagiasi

)K‘EMENTERIAN‘RI ET, TEKNOL
UNIVERSITAS
PASCASARJANA

SERTIFIKAT BEBAS PLAGIASI
Nomor: 3907/UN10.F40.08/PN/2017
Sertifikat ini diberikan kepada:

Arbaul Fauziah

: Dengan Judul Tesis j
Peningkatan Kandungan Vetiver Oil pada Kultur Kalus Akar Wangi (Vetiveria
zizanjoides (L.) Nash) melalui Elisitasi dengan lon Logam (Cd, Al, Pb) dan

Karbohidrat (Pektin, Kitosan, Arabic Gum)
Telah dideteksi tingkat plagiasinya dengan kriteria toleransi < 5%,
dan dinyatakan Bebas dari Plagiasi.

iarism

plag

Malang, 12 Desember 2017
Ketua Tim Deteksi Plagiasi

P

!nda%ami, S.Si., MSi . -
NIP. 19791129 200501 2 002
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