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RINGKASAN

Kata kunci : Costus speciosus, Kultur Jaringan, jon amonium, ionNitrat

Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari pengaruh ion amonium-
ion nitrat terhadap pertumbuhan dan kadar fitosteroid kultur jaringan
Costus speciosus.

Jenis kuitur yang menjadi obyek penelitian, terdiri atas kultur pucuk,
kultur akar, kuttur kalus dan kultur suspensi tanaman Costus speciosus
(Koen) Smith kode F-8.

Metode penelitian yang digunakan adalah metode rancangan acak
lengkap yang hasilnya dianalisa secara statistik dan dilanjutkan dengan uji
LSD serta uji regresi - korelasi dengan tujuan untuk membandingkan efek
periakuan yang berbeda pada kelompok yang pada awalnya sama.

Hasil penelitian indeks pertumbuhan kuitur jaringan Costus
speciosus menunjukkan bahwa pemberian ion amonium - ion nitrat
memberikan indeks pertumbuhan tertinggi pada kuitur pucuk diperoleh
pada Amonium 30 mM dan Nitrat 30 mM rasio 1 : 1, indeks pertumbuhan
tetinggi pada kuitur akar dan kultur suspensi pada media
dengankonsentrasi Amonium 20 mM dan Nitrat 40 mM rasio 1 : 2, indeks
pertumbuhan terfinggi pada kultur kalus diperoleh pada media

konsentrasi Nitrat 60 mM tanpa Amonium rasio 60 : O.
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Kadar diosgenin tertinggi dari kultur pucuk diperoleh dari media
dengan konsentrasi nitrat 60mM tanpa Amonium rasio 0 : 60 Sedang pada
kultur akar dihasilkan dari media dengan konsentrasi Amonium 30 mM
dan Nitrat 30 mM rasio 1: 1.

Kadar sterol tertinggi kultur pucuk dan kultur Kalus diperoleh dari
media dengan ikonsentrasi Amonium 60 mM tanpa Nitrat rasio 60 : 0.
Kadar sterol tertinggi kultur akar dihasilkan ofeh media dengan konsentrasi
Amonium 59,4 mM dan Nitrat 0.6mM rasio 99 :1 kadar sterol tertinggi
kultur Suspensi dihasilkan oleh media dengan konsentrasi Amonium 58,8
mM dan Nitrat 1,2 mM rasio 49 : 1.

Pengaruh penambahan ion amonium - ion nitrat menunjukkan
bahwa penambahan ion nitrat mampu merangsang pembentukan
diosgenin, sedangkan penambahan ion amonium mampu merangsang

pembentukan sterol pada kultur jaringan Costus speciosus.
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ABSTRAK

Key words : Costus speciosus (Koen) Smith., in vitro cultures,

ammonium ions, nitrate ions.

In this work, we tried to figure out the effect of ammonium ions
- nitrate ions on growth and phytosteroid content in the in vitro culture
of Costus speciosus (Koen) Smith. Four kind of cultures we used in
this work was formed from shoot, root, callus and suspension
cultures of Costus speciosus (Koen) Smith kode F - 8.

In this work, complete randomized design was applied and the
results was analyzed by one way anava test followed by least
significant different and correlation regression.

The highest on the growth was shown in the media with the
ratio of ammonium ions : nitrate ions 1 : 1 for shoot cultures, 0 : 60
for callus cultures and 1 : 2 for root and suspension cultures.

The highest diosgenin content for shoot cultures found in the
ammonium ions : nitrate ions ratio of 0 : 60 with the level of nitrate
ions was 60,0 mM and for the root cultures was at ammonium ions :
nifrate ions ratio 1 : 1.

The highest sterol content for shoot and callus cultures found
in the ammonium ions : nitrate ions ratio of 60 : 0 with the level of
ammonium iens was 60,0 mM, for the root cultures found in ratic 99

-1 and sterol for the suspension cultures with the ratio level 49 : 1.
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1.1. Latar Belakang Masalah

Pemanfaatan bahan-bahan alam terutama yang berkaitan dengan
senyawa-senyawa aktif farmakologik sangat penting. Tanaman menyediakan
berbagai bahan alam dengan berbagai struktur kimia dan sederet aktivitas
biologi, beberapa di-antaranya dapat digunakan datam bidang kesehatan.
Tanaman mampu untuk mensintesa bahan organik alami dengan struktur yang
sangat beragam yang secara umum disebut "metaboiit sekunder”, walaupun
fungsi sebagian besar metabolit sekunder tersebut bagi tanaman sampai saat ini
belum jelas, nampak beberapa di- antaranya sangat berguna bagi tumbuhan
untuk mempertahankan diri dari serangan atau persaingan dengan organisme
lain. Banyak di-antara metabolit sekunder tersebut dapat digunakan sebagai obat
- obatan, bahan pemberi aroma alami, zat wama dan getah yang sangat berguna
bagi kehidupan manusia (Shetty&Curtis, 1995). Masih banyak senyawa aktif
yang diperlukan dengan cara mengekstraksinya dar tanam-tanaman, namun
cara tersebut mempunyai beberapa keterbatasan antara lain (Kutney, 1993),
senyawa akiif yang diperoleh dari ekstrak tanaman jumlahnya sangat keci,
pemisahan senyawa cukup sufit dan cenderung mahal, kandungan senyawa
bervariasi tergantung musim dan waktu pemanenan, terkadang tamanan
penghasil hanya tumbuh pada daerah geografi tertentu.

Untuk mengatasi keterbatasan tersebut di-atas penggunaan metode
kultur jaringan dari sel tanaman merupakan salah satu afternatif yang sangat

prospektif, keunggulan metode kultur sei tanaman (Kutney, 1993)antara lain,
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kondisi pertumbuhan dapat dikontrol, sehingga keterulangan hasil lebih terjamin,
parameter pertumbuhan seperti pH, nutrien media, temperatur, cahaya dapat
dioptimasi agar dihasilkan produk metabolit yang febih tinggi dibanding
tanamannya.

Pemisahan senyawa target lebih mudah karena berkurangnya
kompleksitas ekstrak, dapat diusahakan mempercleh galur sel dengan tingkat
produksi yang lebih tinggi.

Seperti diketahui banyak sekali faktor internal dan ekstemal yang dapat
mempengaruhi pembentukan atau akumulasi suatu metabolit sekunder tertentu
pada sel tanaman. Salah satu kendala penyebab keadaan tersebut adalah
kurangnya pengetahuan tentang proses biosintesis metabolit sekunder yang
terjadi pada sel tanaman (Verpoorte, 1987). Dengan mengetahui aspek regulasi
dan mekanisme biosintesis ini secara pasti, diharapkan akan dapat dilakukan
manipulasi-manipulasi untuk optimalisasi pembentukan produk sebagaimana
dikehendaki.

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi biosintesis suatu metaboiit
sekunder pada tanaman antara lain faktor deferensiasi, adanya prekursor,
lingkungan, elisitor dan sebagainya.

Diosgenin merupakan senyawa sapogenin steroid dari Cosfus speciosus
yang merupakan bahan dasar untuk sintesis obat golongan hormon steroid.
Sebagai kandungan utama daiam tanaman Diosgenin t terdapat dalam jumiah
yang bervaniasi tergantung pada spesiesnya. Pada Costus deistelli didapat
diosgenin 0,5%, Costus igneus 0,06%, Costus lucanusianus 0,61% dan Costus

speciosus (Keen) Smith 0,43% (Lambert, 1988).
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Bagi sistem kultur tanaman, pada umumnya ion nitrat dan ion amonium
mefupakan sumber nitrogen yang dibutuhkan. Jumiah maupun rasio kebutuhan
sumber nitrogen tersebut berbeda-beda untuk tiap jenis tanaman. Beberapa
penelti melaporkan bahwa pengaruh tersebut lebih dominan terhadap
produktivitas metabolit sekunder dibanding terhadap proses pertumbuhannya
(Salisbury & Ross, 1992)

Hayashi, et a/ (1988) melaporkan bahwa produktivitas colchicin pada
kultur suspensi Colchicum autumnale tertinggi pada posisi rasio ion amonium :
nitrat 1:2, sedang pada kultur suspensi Dioscorea delfoidea dilaporkan Tal, et al
(1982) bahwa rasio untuk pertumbuhan dan produksi diosgenin Dioscorea
deltoidea masing-masing 1 : 1 dan 2 : 1.

Yamamoto dan Yamada, 1986 melaporkan bahwa rasio optimal ion
amonium/nitrat untuk produktivitas reserpin pada kultur suspensi Ravwolfta
serpentina adalah masing-masing 1 : 3 dan 1 : 11, dilaporkan juga bahwa berat
basah kultur berkurang dengan peningkatan konsentrasi ion amonium sampai
100 % ion nitrat pada posisi rasio ion amonium/nitrat 1 : 1, namun pada rasio ion
amonium/nitrat 1 : 1 tersebut berat kering mencapai maksimal.

Utami, 1999 melaporkan bahwa kultur pucuk Solanum laciniatum dan
Solanum mammosum yang ditanam pada media yang diberi perlakuan amonium
tinggifamonium + asam amino menunjukkan adanya penurunan pertumbuhan,
sedangkan kullur yang ditanam pada media dengan penambahan nitrat
tinggi/nitrat + asam amino menunjukkan adanya peningkatan.

Pada kultur pucuk Sofanum laciniatum Ait, kadar solasodina tertinggi
terdapat pada media tanpa ion nitrat dan kadar terendah pada media dengan

rasio ion amonium-nitrat 1 : 2 (Melati, 1999)
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Dari beberapa laporan penelitian di-atas, peneliti tertarik untuk
mempelajan pengaruh rasio ion amonium-nitrat terhadap pertumbuhan dan
kandungan fitosteroid beberapa kultur Costus speciosus. Dengan cara ini
diharapkan dapat diketahui prekursor sumber nitrogen yang sesuai sehingga

kadar fitosteroid yang dikehendaki dapat ditingkatkan secara bermakna.

1.2. Rumusan Masalah
Penelitian ini dirancang untuk menjawab permasalahan sebagai berikut -
1. Apakah berbagai rasio ion amonium - jon nitrat mampu mempengaruhi
pertumbuhan kultur sel jaringan Cosltus speciosus.
2. Apakah berbagai rasio ion amonium - ion nitrat mampu mempengaruhi

kandungan steroid dari kultur sel jaringan Costus speciosus.

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ion amonium-ion
nitrat dalam berbagai rasio terhadap pertumbuhan dan kandungan fitosteroid

kuitur jaringan Costus speciosus.

1.4. Manfaat Penelitian
Dengan mengetahui pengaruh rasio ion amonium-nitrat diharapkan dapat
memberikan sumbangan dalam mempelajari  faktor-faktor yang dapat

mempengaruhi pertumbuhan dan kandungan fitosteroid kultur jaringan Costus

SPECIOSUS.
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BAB Hi

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan tentang Tanaman Costus speciosus

2.1.1. Klasifikast dan Deskripsi Costus speciosus

Divisi : Spermatophyta
Kelas . Monocotyledoneae
Ordo - Zingiberales

Famifi : Zingiberaceae
Genus : Costus

Species . Coslus speciosus

Tanaman Cosfus speciosus merupakan tanaman tahunan yang
bercabang pada bagian tengah atas batangnya. Tumbuh di atas tanah lembab
dan agak teduh, dengan ketinggian 1 — 1200 m dari permukaan laut.

Baun dengan panjang 12 — 34 cm, lebar 4 — 10,5 em umumnya berbentuk
lembing, melebar di bagian tengah, pada permukaan atas daun sering dijumpai
bulu halus, tangkai daun pendek (Steenis, 1987)

Bunga terdiri atas serangkaian bunga berwarna putih, berbulu halus
dengan daun pelindung bunga sekunder bercelah, runcing dan berwarna merah
{Steenis, 1987)

Buah -sedikit sampai banyak, panjang hampir sama dengan daun
pelindung, letak terbuka, bentuk corong, warna merah serta twlit buah tebal

(Steenis, 1987)

TESIS PENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Gambar 2.1
Tanaman Costus speciosus (Koen) Smith

2.1.2. Kandungan dan Kegunaan Tanaman

Berbeda dengan suku Zingiberaceae lainnya yang umum mengandung
minyak atsiri, Costus speciosus tidak mengandung minyak atsi, tetapi
mengandung senyawa steroid {Lubis, et al, 1S87). Kandungan senyawa stesoid
diosgenin pada umbi Costus deistelii (0,5%), Costus igneus {0,66%), Costus

lucavinnaus {0,61%), Costus spaciosus {0,43%) (Lambert i af., 1988).

TESI
S PENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

indrayanto ef af . 1994 melaporkan bahwa pada kultur oucuk Cosius
spaciosus ditemukan adanya senyaws sterol dan diosgenin, sedang pada kultur
kalus dan akar tidak dijumpai adanya diosgenin. ‘

Pucuk tanaman Costus specfosus mempunyai Kegunaan diantaranya
untuk diare. obat mata, inf_us atau dekok daun digunakan untuk turun panas, anti
demam terutama demam yang diakibatkan penyakit berat seperti malaria, tipus
dan sebagainya (Burkill, 1959 dalam Perhipba, 1988).

Daging rimpang yang masin segar bersifat sebagai pencahar digunakan untuk
urus, bahan baku hormon kontrasepsi, rimpangnya mempunyai efek sebagai anti

fertilitas dan abortivum (Perhipba, 1988).

- 2.2. Tinjauan tentang Kultur Jaringan Tanaman

Menurut Hep, kultur jaringan tanaman didefinisikan sebagai kultivasi
bagian/organ tanaman yang bebas dari mikroba pada media sintetis yang steril
(Indrayanto, 1999) dalam sistem kultur jaringan tanaman, bagian/fjaringan
tanaman yang akan dikultivasi, dipisahkan dari tanaman asal, aan selanjutnya
ditumbuhkan dalam keadaan stefil pada suatu media sehingga sel tanaman
tersebut mampu tumbuh dan mengadakan pembelahan-pembetahan (Allan,
1691). Bila selfjaringan/organ ditanam dalam media padat atau statis sebagai
eksplant steril akan membelah dan tumbuh menjadi massa sel yang meristematis
dan belum terdiferensiasi disebut kuitur kalus. Bila kultur kalus dipindahkan ke
media cair dan diagitasi dengan kecepatan tertentu akan tumbuh sel-sel funggal
yang disebut kultur suspensi (Bhojwani dan Razdan, 1983). |

Pada mulanya sistem kultur jaringan tanaman digunakan untuk

menghasilkan tanaman yang bebas, tahan terhadap penyakit, untuk melestarikan
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tanaman langka dan untuk memeiihara persediaan bibit tanaman. Dalam
perkembangan selanjutnya, yaitu sejak tahun 1930, teknik kuitur jaringan
tanaman mengalami perkembangan yang cukup pesat, yang ditandai dengan
munculnya berbagai hasil penelitian yang dapat diaplikasikan paca bidang
pertanian (agrobioteohhology) dan farmasi kimia (industd al plant celi
biotechnology) (Sardjdko, 1991 Indrayanto, 1999}.

Dengan pesatnya kemajuan bioteknologi se!, maka makin dimungkinkan
untuk memproduksi metabolit sekunder yang diinginkan dengan sistem iultur
jaringan tanaman. Sistem ini dapat memproduksi metabolit sekunder yang
secara kualitatif maupun kuantitatif sama, jebih kecil atau berbeda sama sekali
dengan yang diproduksi oleh tanaman asalnya (indrayanto, 1999).

Perkembangan aplikasi teknik kultur jaringan tanaman menurut
Indrayanto, 1988, Smith, et.al, 1991; Macek, etal, 2000; mempunyai beberapa
keunggulan sebagai berikut

. sisten kultur jaringan tanaman merupakan sistem yang terisolasi
sehingga faktor-faktor eksternal yang dapat mempengaruhi fanaman
dapat dikontrol untuk menghasilkan produk yang diinginkan.

. Kondisi tanaman dalam sistem kultur jaringan tanaman tidak
dipengaruhi oleh iklim, hama, penyakit tanaman dan letak geografts.

. Pembudidayaan tanaman dengan sistem kuttur jaringan tanaman
dapat diltakukan dalam wakiu yang relatif singkat dibandingkan
dengan pembudidayaan dan mampu menghasilkan prbduk yang
diinginkan datam jumiah yang relatif besar.

Dalam bidang farmasi dan biokimia, sistem-kultur jarungan tanaman

dapat dipakai untuk (Heide, 1988; Stepan, 1991)
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» Perkembangbiakan tanaman obat secara cepat dan seragam
«  Studi jalur biosintesis senyawa kimia alami
« Mencar senyawa kimia baru dengan éﬁivitas tertentu
» Isolasi senyawa kimia tertentu yang sukar diperoleh dari tanaman
yang ditanam secara konvensional
» Siotransformasi senyawa kimia tertentu
Nutrisi yang diperlukan oleh tanaman dalam kultur jaringan tanaman
sama dengan yang dibutuhkan tanaman yang tumbuh dialam, namun tanaman
pada sistem kultur jaringan tanaman biasanya mempunyai kemampuan yang
kurang untuk mensintesis persediaan karbohidrat, vitamin maupun zat pengatur
- tumbuh, sehingga periu adanya penambahan senyawa-senyawa tersebut'dalam
media (Akins, 1985). Komponen nutrisi media kultur jaringan tanaman, pada
dasarnya terdiri dari senyawa kimia yang secara alami dibutuhkan bagi
ketangsungan hidup tanaman. Kebutuhan terganiung pada jenis dan bagian
tanaman yang digunakan (Indrayanto, 1988). Umumnya komposisi'media terdiri
dari nutrien anorganik (makroelemen dan mikroelemen), nutrien organik,
fitohormon, vitamin dan air (Bhojwani dan Razdan, 1983, indrayanto, 1988;Akin,
1985; Dixon, 1985; Gamborg, 1982)..
A. Nutrien anorganik terdir dari
- makronutrien : K* Na*, CI, HPO,, HPOZ, NOy, SO, NH,*,
Mgz+. Ca?*
- mikronutrien | APY, BO;¥, Co®, Cu?* Zn?, Fe™, Mn®, T
B. Nutrien organik terdiri dari :
- substansi yang merupakan sumber karbon, seperti sukrosa,

glukosa, fruktosa dan lakiosa
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- substansi yang mengandung nitrogen, seperti vilamin asam
amino, kasein hidrolisat, air santan, ekstrak ragi.
C. Zat pengatur tumbuh :
- golongan auksin
- golongan sitokinn
- golongan giberelin
- golongan inhibitor

D. Vitamin, digunakan :

L

thiamin (B.)

- asam nikotinat (niasin}

- Ca-pantotenat (vitamin Bs)
- Piridoksin {vitamin Be)

£. Air, digunakan aquabidest atau aqua demineralfsata

2.3. Produksi Metabolit Sekunder pada Kultur Jaringan

Metaboiit sekunder merupakan senyawa yang diproduksi tanaman untuk
melindungi dari serangan luar, sepertt serangga, bakteri, jamur dan jenis patogen
lainnya. Setiap spesies tanaman mempunyai metabolit sekunder spesifik tertentu
{Manito, 1981).

Seperti diketahui bahwa tanaman mampu mensintesa senyawa kimia
bahan alam yang lebih dikenal dengan istilah metabaolit sekunder {indrayanto,
1999). | '

Kemampuan suatu tanaman dalam memproduksi metabolit sekunder,
dipengaruhi oleh beberapa faktor sebagai berikut : (indrayanto, 1983)

- Komposisi dan konstituen pada media yang dipakai serta pH media.
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Czhaya dan lemperatur ruang Kuiivas

- Kecepatan agitasi dan volume kultur suspensi
menurut Shetty & Curtis, 1895 fungsi metabolit sekunder antara fain

- Mengatur pertumbuhan dan perkembangan

- Melindungi tanaman terbiadap serangan jamur atau bakter

- Membuat tanaman tidak disukat cleh hewan

- Bereaksi sebagai insektisida

- Membantu proses polinasi (penyerbukan) atau distribusi biji.

Berbagai macam metabolit sekunder dar tanaman pada umumya
digunakan untuk flavor, fragrance, obat-obatan pengawet, pemanis, pestisida
dan obat-obatan (shetty & curtis, 1995).

Pada prinsipnya metabolit sekunder dihasilkan seluruh bagian tanaman,
baik jaringan yang sudah mengalami diferensiasi maupun yang belum
berdiferensiasi (Mantell et af, 1989).

Meskipun telah diketahui sel tanaman bersifat totipotensi tidak berarti
sistem in vitronya dapat melakukan biosintesis metabolit sekunder seidentik
tanaman asalnya (indrayantc, 1988).

Bila dari suatu eksplan tanaman (obat) tertentu kemudian diinisiasi untuk
suatu sistemn kultur jaringan tanaman tertentu maka berdasarkan kemampuan de
novo produksi metabolit sekundernya, sistem kultur jaringan tanaman dapat
dibedakan menjadi 3 golongan. Pertama yaitu sistern kuitur jaringan tanaman
yang mampu memproduksi metabolit sekunder dengan kandungan velatif jauh
lebih besar dari kandungan tanaman in vivonya. Kedua ialah sistem kultur
jaringan tanaman yang tidak mampu membentuk metabolit sekunder

spesifikasinya atau kalau mampu kandungannya relatif kecil dan ketiga sistem
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kuitur jaringan tanaman yang mampu memproduksi metabolii sekunder yang
struktunya berlainan sama sekali dengan produksi tanaman i vivonya
(Indrayanto, 1998)

Berbagat jenis stress beriindak sebagai elisitor pada kultur sei tanaman
dalam rangka untuk memeperoleh metabolit sekunder yang cukup besar pada
sistem KJT tertentu vang dapat mempengamhi proses akumudasi metabolit
sekunder dengan melakukan optimasi pada faktor ekstemal seperti komposisi
media {(sumber karbon, nitrogen, fosfat, fitohormon), stress fisik (cahaya, pH),
stress kimia {logam berat, pestisida) dan stress infeksi/patogen {Indrayanto,

1999).

2.4. Tinjauan tentang Sumber Nitrogen

Dalam tanaman nitrogen mempunyai peranan penting, sebagai penyusun
asam amino, amida, nukleotida dan nukleoprotein serta essensial dalam proses
pembelahan sel untuk pertumbuhan (Gardner, et al, 1991).

Nitrogen dijumpai pada berbagai senyawa penyusun tumbuhan, unsur ini
biasanya diserap dalam bentuk sangat teroksidasi dan harus direduksi oleh
proses yang bergantung pada energi, sebelum bergabung menjadi protein dan
senyawa lain dalam sel Penerapan NO; dan NH,* oleh tumbuhan
memungkinkan tumbuhan untuk membentuk senyawa nitrogen terutama protein.
Bagi tumbuhan yang tidak dapat menambat N, sumber nitrogen utamanya
adalah NOy dan NH," (Salibury & Ross, 1992).

NQO; merupakan osmotikum yang penting bagi tumbuhan, NOs3

merupakan sinyal yang merangsang ekspresi gen yang terlibat dalam

TESIS PENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

-
ad

penyerapan Nitrogen, asimilasi Nitrogen, metabolrsme asam organik dan siniesa
amiium (Nicolaus, 2000).

Pemberian NO; bagi tumbuhan akan menyebabkan (mark Stilt, 1293) :

- peningkatan kadar asam amino dan protein.

- peningkatan pertumbuhan.

- perubahan pada metabolisme karbon termasuk peningkatan asam

organik dan penurunan kadar amifum.

- perubahan kadar fitohormon

- perubahan pada alokasi dan fenologi termasuk pada penurunan rasio

akar-pucuk.

- perubahan pada perkembangan dan pertumbuhan akar.

- penundaan terbentuknya bunga dan nisiasi tuber.

Perubahan sumber Nitrogen dapat meubah keseimbangan hormon dalam
cairan xilem, sehingga mempengaruhi perfumbuhan pucuk. Tumbuhan yang
mengalami perubahan sumber Nitrogen dari campuran NH," dan NO;y” menjadi
NH,* akan (Nicotaus, Z000) :

- membentuk daun yang lebth kecil

mempunyai jumiah sel yang lebih sedikit dibandingkan sebelum

perubahan sumber Nitrogen.
Suplai Nitrogen hanya dalam bentuk NH,* berbahaya bagi sebagian

besar tanaman, karena {Nicolaus, 2000} :
- dapat menyebabkan pertumbuhan akar dan pucuk yang jelek
- mengurangi kandungan mineral dibandingkan dengan tumbuhan yang

menerima NH, dan NO3".
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2.5. Tinjauan tentang Fitosteroid

Senyawa steroid yang terkandung di daiam tumbuhan termasuk dalam
golongan terpenowd, yang berasai dar iriterpen skloartenol (Maniito, 1981).
Steroid merupakan senyawa dengan kerangka dasar Cy; memiliki kerangka inii
stkiopentanoperhidro fenantrena dengan 17 buah atom karbon Pada kerangka
inti seringkali terikat gugus metil pada atom C-10 (Ri) dan C-13 (R2) serta
berbagai rantai samping yang terikat pada atom C-17 (R3) seperti disajikan pada

gambar 2.1.

Gambar 2.2. Struktur inti steroid

Dilihat dari asalnya senyawa stercid yang berasal dari tumbuh-tumbuhan
dibedakan atas :
- steroid alkohol/sterol  (sitosterol,  stigmasterol,  kampesterol,
brassiscasterol).
- Sapogenin steroid (diosgenin, sarsapogenin)
- Steroid alkaloid {solasodin, tamatidin). {Manitto, 1981)
Menurut Manito, 1981 senyawa steroid dapat pula dibedakan atas :

sterol {ergosterol, stigmasterol, kampesterol, kolesterol)

- Adrenokortikoid (kortison, aldosteron)
- asam-asam empedu {asam kolat, asam fitokolat)

- sapogenin (diosgenin, sarsapogenin)
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- hormon seks (oesteron, progresteron)

- aglikon kardiak (digitoksigenin, strofantidin)

Sapogenin steroid

Dalam tanaman sapogenin steroid terdapat dalam bentuk glikosida.
Glikosida saponin akan menghasilkan aglikon. Hidrolisis terhadap glokosida
tersebut menghasilkan diosgenin sebagai aglikon dan gula bebas yang biasanya
berupa ramnosa atau metil pentosa. lkatan antara diosgenin dengan senyawa
gula terietak pada cabang dari atom C ~ 3 melalui gugus hidroksil.

Secara umum sapogenin steroid dibagi berdasarkan ada tidaknya

cabang yang mengandung N o

v

HO

Gambar 2.3 Struktur Diosgenin

Skema jalur biosintesa diosgenin yang dimulai dari bentuk
skualene, membentuk kolesterol dan setelah melalui beberapa tahap

kemudian terbentuk diosgenin dapat dilihat pada gambar 2.4.
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2,3-Skuaienaepoksida

Sikloartenol 24.metien — e p sikioeukaleno!

Obstusifoliol ¢

Y
Lofenol «4————— 24-metilenalofenol ————- 24-Etilidenalofenol

l l l

Kolesterol ——————p 24-Metilenakolesterol — . Isolukosterol

I l

26-Hidroksikolesterol Kampesterol Sitosterol
l l Brasoikasterol Stigmasterol
26 Amino, 160, 26 Amino, 1603,
20a. Dihidroksi 20q Trihidroksi
Kotesterol _ Kolesterol
Solasodina Diosgenin

Gambar 2.4. Perubahan Skualen menjadi Diosgenin

(Indrayanto, 1983)
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BAB If!
KERANGKA KONSEPTUAL DAN

HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Konseptual

Penjagaan atau pemeliharaan dan kitur tanaman tergantung pada
penyediaan nutrien yang tepat, termasuk faktor periumbuhan dan kontrol steril
lingkungan. Walaupun sel tidak berhenti berdiferensiasi, mengandung semua
informasi genetik yang terdapat pada tanaman utuh. Dengan memanipulasi yang
sesuai dari hormon dalam medium adalah memungkinkan untuk permulaan
perkembangan akar, tunas, pucuk dan tanaman lengkap dan kultur sel kalus dan
untuk mendorong pembelahan sel dalam kultur suspensi (Trease, 1987).

Produksi senyawa kimia berupa metaboiit sekunder pada tanaman akan
terbentuk jika sel tanaman mengalami gangguan yang disebut fitoaleksin
(Herbert, 1989). Metaboiit sekunder banyak dimanfaatkan manusia sebagai obat-
obatan, insektiskia, zat warna dan bahan lain yang sangat berguna bagi
kehidupan manusia (Indrayanto, 1999).

Semakin besar kebutuhan manusia akan senyawa tersebut maka
diperiukan jumlah yang memadai dengan cara produksi yang seefisien mungkin
{(Pezzuto, 1993).

Sebagai langkah awa! untuk dapat memproduksi secara optimal metabolit
sekunder yang bermanfaat dalam bidang farmasi diperukan pengetahuan
mengenai faktor-faktor yang mempengaruhi proses pertumbuhan secara fninci.

Faktor-faktor tersebut dapat berupa faktor intemal dan faktor eksternal. raktor

17
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internal meliputi jeris tanaman_ jenis sef dan jenis organ sedang jakior exsiemnal
antara lain berups komposisi media (sumber karbon, nitrogen, josiat, dli),.
intensites cahaya yang dipakai, penambahan elisitor tertentu pada media
(Indrayanto, 1999)

Dalam pembentukan metabolit sekunder tanaman membutuhkan sumber
nitrogen, disamping kebutuhan akan unsur-unsur makro yang lain, seperti
oksiger, hidrogen dan karbon. Sumber nitrogen biasanya berupa ion amonium
dan ion nitrat. Umumnya tanaman rmengambil nitrogen dalam bentuk ion nitrat,
sedang ion amonium harus mengalami oksidasi terlebih dahulu menjadi nitrat

sebelum diambil oleh sel tanaman (Salisbury and Ross, 1392).

Kuttur Jaringan Tanaman

Faktor Eksternal :
- macam rasio on
amoniurn-nitrat

Faktor_ Internal : ‘ - ntensitas cahaya
Jenis kulturc_jan ; . - pH N
Costus speciosus - adanya elisitot tertentu
pada media sel

Y

Ekspresi Gen Tertentu

¢

Proses Fisiologis/Metabolisme dalam Sel

|

Pertumbuhan dan
Produksi Metabolit Sekunder
fitosteroid

Gambar 3.1, Skema Kerzangka Konseptual
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3.2. Hipotesis Penelitian

Berbagal rasto ion amonium-nitrat akan mempengaruhi pertumbuhzn dan

kandungan

kode -8,

TESIS

fitosteroid dari kultur jaringan Cosfus speciosus (Koen) Smith
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Bahan
4.1.1,. Bahan Tanaman

Bahan penelitian berupa kultur pucuk, kultur akar, kuktur kalus dan
kultur suspensi sel Cosfus speciosus yang diinisiasi dari kultur Costus
speciosus (Koen) Smith dengan kode F-8 yang diperoieh dari Laboratorium

Bioteknologi Farmasi, Fakuttas Farmasi Universitas Airlangga.

4.1.2. Bahan Kimia
Bahan kimia yang digunakan buatan E. Merck, Darmstadt dengan derajat

kemumian pro analisis, kecuali dinyatakan lain.

4.1.3. Media Penelitian

Media sub kultivasi yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog
(1962}, terdin dari makroelemen, mikroelemen, vitamin, asam amino dan hormon
pertumbuhan yang dimodifikasi untuk masing-masing kultur Costus speciosus
dengan penambahan :

- Benzyl adenin 1mg/t dan kasein hidrolisat 2g/l untuk Kultur pucuk

Costus speciosus
- Indol asam butirat 3mg/l, untuk kuttur akar Costus speciosus

- Kinetin 2mg/l dan 2,40 0,5mg/l untuk kultur suspensi sel Costus

Speciosus

20
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- Kinetin 2mg/l; 2,4D 0,5mg/l + agar 79/l untuk kultur kalus Costus
speciosus (Lampiran 1.)

Media percobaan merupakan modifikasi dari media kultur pucuk, kukur

akar, kultur kalus dan kultur suspensi sel dengan berbagai rasio

kombinasi ion amonium dan ion nitrat, seperti tertera pada tabel 1.

Tabel 4.1. Komposisi media percobaan dengan berbagai rasio kombinasi
ion amonium-nitrat

No Kode NH," NOy K* Rasio
| Media | (mMm) (mM) (mM) NH,": NOy

1 MS 206 39,4 60,0 1:2
2 A 60,0 - 60,0 ~

3 AN-1 594 06 60,0 99 :1
4 AN-2 58,8 1,2 60,0 491
5 AN-3 54,0 6,0 60,0 9:1
6 AN-4 45,0 15,0 60,0 3:1
7 AN-5 36,0 24,0 60,0 1.9:1
B AN-6 30,0 30,0 60,0 1.1
8 AN-7 20,0 40,0 60,0 1:2
10 AN-8 3,0 57,0 60,0 1:19
11 N - 60,0 60,0 0

4.2. Alat Penelitian

TESIS

- Laminar air flow cabinet, Dalton model San Ei, Seisakusho. Ltd. Type
PCV 750 - APG

- Rotary shaker dengan putaran 80 —120 rpm

- Autoclave SMIC Type WS 2 - 84 — 120 rpm

- PH meter Fieser Accument modei 230 A

- Sentrifuge Zanetzki T-5

- Vortex mixer thermolyte

- Timbangan analitik, Sartorius L 4205

- Lempeng kromatografi Kieselgei 60 F,5, Precoated 0,2 mm (Merck)
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- TLC Scanner Shimadzu CS-830

- Micropipette Socorex 831-1000/5000 NR : 20680S

- Alat-alat gelas untuk pembuatan media

- Botol dan edenmeyer 250 mL untuk kuitivasi kultur pucuk, kuftur akar,
kuttur kalus dan kukur suspensi

- Steril set untuk pekerjaan aseptis (pinset, sendok, gunting, bunsen,
alkohol).

- Fisher conductivity Bridge mode! 31

- Oven “Despatch”

- Hand Refractometer eye. Type series N 10 E (Brix 0-10%) ATAGO

4.3. Metode Penelitian

4.3.1. Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan dengan menggunakan Rancangan Acak

Lengkap (RAL) dengan variabel bebas adalah rasio ion amonium, ion nitrat serta
variabel terikat adalah kandungan fitosteroid.
Tahapan penelitian sebagai berikut :
1. Penyiapan kuitur bahan percobaan yang meliputi dua tahapan kerja yaitu :

a. Pembuatan media kultur

b. Kultivasi kultur jaringan Costus speciosus
2. Perlakuan terhadap kultur jaringan Costus speciosus yang meliputi :

a. Pembuatan media perdakuan.

b. Penanaman dan kultivasi kultur pada media percobaan

c. Pengamatan kecepatan pertumbuhan
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3. Analisis kandungan sapogenin steroid dan sterol secara densitometr.

4.3.2. Penyiapan kultur pucuk Costus speciosus

4.3.2.1. Pembuatan media cair kultur pucuk

Masing-masing komponen media Murashige-Skoog diambil 10 mi,
dicampur dalam bentuk larutan. Kemudian ditambahkan dengan mioc-inositol,
kasein hidrolisat dan sukrosa dalam jumiah tertentu. Diencerkan dengan air
suling sampai tiga perempat volume akhir. Larutan diatur pada pH 5,657
dengan penambahan HC! 0,1N atau NaOH 0,1N. Kemudian tambahkan lagi air
suling sampai volume larutan 1 |, lakukan pemeriksaan konduiktivitas. Larutan
media dituang dalam botol berukuran sedang, masing-masing 17,5 ml dan

ditutup rapat dengan aluminium foil. Kemudian disterilkan dengan autoklaf 121°C

selama 20 menit.

4.3.2.2. Sub kultur pucuk

Untuk memperoleh kultur pucuk Costus speciosus dalam jumiah yang
cukup, dilakukan perbanyakan dengan cara memindahkan kuttur pucik dari satu
botol kultur yang telah berumur 4 minggu, dipindahkan kebeberapa botol media
yang segar. Semua cara dilakukan secara aseptis dan diinkubasi dalam ruang

kultur suhu 25°C.
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Gambar 4.1 Kultur pucuk Costus speciosus (Koen) Smith

4.3.3. Percobaan kultivasi pucuk Costus speciosus

4.3.3.1. Kultivasi pucuk

Kultur pucuk Costus spetiosus yang diperoleh dari perbanyakan melalui
sub kultur ditanam pada media perfakuan dengan berbagai kombinas'i, masing-
masing botol ditanam sebanyak lebih kurang 1 — 1,5 g, diinkubasi datem uang

kultur dengan suhu 25°C selama 4 minggue.
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4.3.3.2. Pemanenan Kultur Pucuk
Kuttur pucuk yang telah ditanam selama 4 minggu pada media percobaan

dipanen dan dibersihkan darn sisa media.

4.3.4. Analisa pertumbuhan kultur pucuk

4.3.4.1. Penentuan kecepatan pertumbuhan
Kultur pucuk yang telah dipanen dan dibersihkan, ditimbang berat
basahnya dan kemudian dibagi dengan berat basah awal pada saat kuttivasi.

Berat basah kultur {akhir)

P =
Berat basah kuitur (awal)

4.3.4.2. Penentuan pH, konduktivitas dan sisa kadar gula pada filtrat
Penentuan pH, konduktivitas dan sisa kadar gula dilakukan untuk
mengetahui perubahan parameter tersebut setelah kultur pucuk dikultivasi. Kadar
gula diukur dengan menggunakan alat hand refractometer seri N-10E,
pengukuran pH dengan pH meter Fieser accument model 230A dan

konduktivitas diukur dengan alat Fieser conductivity Bridge model 31.

4.3.5. Penyiapan kultur akar

4.3.5.1. Pembuatan media kultur akar

Media yang digunakan untuk kultivast akar Costus Speciosus, dimodifikasi
dengan penambahan indole butirat acid pada media dasar Murashige dan
Skoog. pH larutan diatur pada pH 5,6 - 5,7 dengan penambahan HCI 0,1N atau
NaCH 0,1N kemudian diberi penambahan air sulin}:; sampai volume yang

ditentukan.
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Larutan media dituang dalam botol bermulut febar sebanyak 20 ml. 8oiol
ditutup dengan aluminium foil dan disterilkan dengan autoctave 121°C selama 20

menit, kemudian diinkubasi pada ruang kultur yang bersuhu 25°C.

4.3.5.2. Sub kultur akar

Perbanyakan dan pemeliharaan kuftur akar dilalaikan  dengan
memindahkan akar dari satu totol ke beberapa botol yang izin yang berisi media
segar yang lain, semua pekerjaan dilakukan secara aseptis. Kemudian kultur
diletakkan pada rotary shaker selama 2 minggu dengan kecepatan 80 rpm

dengan intensitas cahaya 1500 lux.

Gambar 4.2 Kultur Akar Costus speciosis (Koen) Smith (kode f - 8)
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4.3.6. Percobaan kuiltivasi kultur akar

4.3.6.1. Kultivasi akar

Untuk memperoleh Kultur akar Costus speciosus dalam jumlah yang
cukup dilakukan perbanyakan melalui subkultur dengan memindahkan darni satu
botol ke botol lain dengan berat 2 — 2,5 g/botol. Ditanam secara aseptis pada
media perlakuan, kemudian diinkubasi pada rotary shaker dengan kecepatan 80

rpm. pada ruang kultur bersuhu 25°C dengan intensitas cahaya + 1300 lux.

4.3.6.2. Pemanenan kultur akar
Kultur yang ditanam pada media perlakuan sefama 2 minggu dipanen

dengan cara dikeluarkan dari botol, ditimbang dan dikeringkan.

4.3.7. Analisa pertumbuhan kultur akar

4.3.7.1. Penentuan kecepatan pertumbuhan

Parameter kecepatan pertumbuhan dari kultur akar Costus speciosus
dinyatakan dengan menghitung indeks pertumbuhan melalui pembagian bobot
akhir dari kultur saat panen dan bobot awal kultur saat penanaman

Berat kultur akhir

P =
Berat awal kultur

4.3.7.2. Penentuan pH, konduktivitas dan sisa kadar gula pada fiitrat media
Penentuan pH, kondulktivitas dan sisa kadar gula dilakukan untuk
mengetahui perubahan parameter tersebut setelah kuitur akar dikultivasi. Kadar

gula diukur dengan menggunakan alat hand refractometer seri N-10E,
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pengukuran pH dengan pH meter Fleser accument model 230A dan

konduktivitas giukur dengan alat Fieser conductivity Bridge model 31.

4.3 .8. Penyiapan kultur kalus Costus speciosus

4.3.8.1. Pembuatan media padat

Pada pembuatan media padat yang digunakan untuk kultivasi kalus
Costus speciosus, diambil volume tertentu dari farutan stok media MS, kemudian
ditambahkan 100 mg miocinositol, sukrosa 30g/i dan kasein hidrolisat 1g/, talu
diencerkan dengan penambahan aquadest sampai volume mencapai + 900 mi,
kerudian lakukan pengontrolan pH dengan penambahan HCI 0,1N atau NaOH
0,1N hingga pH mencapai 56 — 5,7. Setelah itu aquadest ditambahkan lagi
hingga tepat 1 |, tambahkan 7 g agar, panaskan sampai larutan jemih, lalu
tuangkan ke dalam botol bermuiut lebar + 12,5 ml/botol, tutp dengan aluminium

foit, sterilkan dengan autoclave selama 20 menit dengan temperatur 121°C.

4.3.8.2. Sub kultur kalus

Perbanyakan dan pemeliharaan kultur kalus Costus speciosus dilakukan
secara aseptis dengan memindahkan kalus yang berumur 2 — 3 minggu ke botol
lain dengan media yang masih segar, dari satu botol kalus dapat dipindahkan
menjadi 2 atau 3 botol kalus. Kemudian kalus yang ban diinkubasi dalam ruang

kultur bersuhu 25°C.
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Gambar 4.3. Kultur kalus Costus speciosus {Koen) Smith (kode F - 8)

4.3.9. Percobaan kultivasi kultur kalus Costus speciosus

4.3.9.1. Kultivasi kalus

Kuttivasi kalus Costus speciosus yang diperoleh dan perbanyakan meialui
sub kultur, ditanam pada media periakuan dengan berbagai kombinasi amonium-
nitrat masing-masing botol ditanam sebanyak + 1 - 1,5 g, diinkubasi dalam ruang

kultur suhu 25°C selama 3 minggu.
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4.32.9.2. Pemanenan kultur Kaius

. penakyusn seEme 3 Munggu

Kutur kaius yang telah atanam nada medis P
dipanen dengan car2 dikeluarkan dan botol dan dibersinkan dari sisa media agay

yang menempel. kemudian ditimbang dan dikeringkan

4.3.10. Analisa pertumbuhan kultur kalus

4.3.10.1. Penentuan kecepatan pertumbuhan

Parameter kecepatan pertumbuhan dari kultur kalus Costus SPECIOSUS
dinyatakan dengan menghitung indeks pertumbuhan kalus meialui pembagian
bobot akhir dari kultur saat panen dengan bobot awal kultur kalus saat tanam.

Berat kultur akhir

P =
Berat awal kultuf

4.3.10.2. Penentuan pH, konduktivitas dan sisa kadar gula pada filtrat media

Penentuan pH, konduklivitas dan sisa kadar gula dilakukan untuk
mengetahui perubahan parameter tersebut setelah kultur kalus dikultivasi. Kadar
gula diukur dengan menggunakan alat hand refractometer seri N-10E,
pengukuran pH dengan pH meter Fieser accument mode! 230A dan

konduKtivitas diukur dengan alat Fieser conductivity Bridge mode! 31.

4.3.11. Penyiapan kultur suspensi sel Costus speciosus

4.3.11.1. Pembuatan media caif suspensi
Media yang digunakan untuk kuitur suspensi sel Costus Speciosus
adalah media MS yang dimodiftkasikan dengan penambahan micinositol 100 mg,

sukrosa 30 g dan kasein hidrolisat 1 g, selanjutnya ditambahkan aquadest
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hingga volume mencapai + 900 mi nengukuran pH ciatur agar mencapat 35,6 ~
57 dengan penambahan HCt 01N atau NaDOH 01N, iaxuxan pengukuran
wonduktivitas. Lamutan aquadest ditambahkan hingga mencapal 1000 mi dan
dilakukan pembagian ke dalam 20 erenmeyer, tiap erlenmeyer berisi 50 ml
media suspensi. Tutup rapat dengan afluminium foil dan disterilkan dalam
autociave pada suhu 121°C selama 20 menit. Sebeium digunakan media steri

disimpan dalam ruang kultur dengan suhu 25°C.

4.3.11.2. Sub kultur suspensi sel

Kuttur suspensi sel yang digunakan untuk penelitian diperoleh dari hasil
sub kultur yaitu suspensi sel dari satu erlenmeyer kuitur dipindahkan ke dalam
beberapa erlenmeyer berisi media baru, semua nkerjaan dilakukan secara
aseptis. Kemudian erlenmeyer diletakdan pada rotary shaker dengan putaran *
100 rpm dalam ruang kultur, sub kultur suspensi sel dilakukan satu minggu

sekali.
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Gambar 4.4. Ku'tur susnensi Costus speciosus (Koen) Smith (kode F - 8)

4.3.12. Percobaan kultivasi suspensi sel Costus speciosus

4.3.12.1. Kultivasi suspensi sel

Kultivasi suspensi sel Costus speciosus yang diperoleh dari perbanyakan
melaiui sub kultur, ditanam pada media perlakuan dengan berbagai kombinasi
ion amonium-nitrat. Pada masing-masing erlenmeyer ditanam + 6 g suspensi sel
Costus speciosus, dan dikultivesi pada rotary shaker + 100 rpm, suhu 25°C

dengan pencahayaan + 1500 lux dalam ruang kuitur selama 14 haf,
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4.3.12.2. Pemanenan kultur suspensi sel

Pemanenan kultur suspensi sel Cosius spaciosus CHEKLR3N setelzn
kultur berumur 14 hari dengan cara menyaring sel suspensi tersebut agar
biomassa sel terpisah dari fillrat media kemudian sel dibilas dengen aquadest,

hasil biomassa ditimbang dan dikeringkan dibawah tampu cengan suhu + 40 —

50°C.

4.3.13. Analisa pertumbuhan kultur suspensi

4.3.43.1. Penentuan % Packed Cell Volume (%PCV)

- erenmeyer berisi suspensi sel Coslus speciosus dikocok hingga

homogen, isi dituang kedalam gelas ukur 100 ml

ditunggu selama 20 menit, dan dicatat volume endapan dan volume

suspensi total
- PCV dapat dihitung dengan fumus .
Volume endapan sel

% PCV = x 100 %
Volume suspensi total

4.3.13.2. Penentuan indeks pertumbuhan
indeks pertumbuhan dihitung dengan cara membagi berat basah sel

dengan berat basah awal saat kuitivasi

Berat kultur akhir

P =
Berat awal kultur

TESIS PENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

34
4.3.13.3. Penentuan pH, konduktivitas dan sisa kadar gula fittrat media.
Peneriuan pH koncukinzizs dan sisa kadar gula dilakukan urtuk
mengetahui perubahan parameter iersebut seteiah kultur suspensi dikultivasi.
Kadar gula diukur dengan menggunakan alat hand refractomeler sen N-10E,
pengukuran pH dengan pH meter Fieser accument model 230A dan

Kkonduktivitas diukur dengan alat Fieser conductivity Bridge modei 31.

4.3.14. Pengeringan dan Penetapan susut kering

Masing-masing kuitur setelah pemanenan dikumpulkan dan dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan atau dengan pamanasan pada suhu + 40°C.
Untuk keperluan ekstraksi, biomassa yang sudah kering diserbuk dengan cara
digerus, sampai didapat biomassa kering yang homogen. Untuk penetapan susut
kering, serbuk dtimbang 100 mg (berat awal} pada krus porselin, kemudian
dikeringkan datam oven pada temperatus 103 ~ 105°C selama 30 mentt. Setelah
itu dimasukkan kedalam eksikator selama 20 menit dan ditimbang berat kering

akhir.

Berat kering akhir — berat awal
Kadar air (%} = x 100%
Berat awal

4.3.15. Ekstraksi dan analisis zat kandungan

4.3.15.1. Ekstraksi sapogenin steroid dan sterol
Ekstraksi sapogenin steroid dan sterol dilakukan sesuai prosedur dari
indrayanto (1994). 0,5 g serbuk kering ditmbang telit, diekstraksi dengan 8 mi

kioroform masing-masing selama 10 menit sebanyak 4 kali menggunakan
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ultrasonik dan vorteks secara bergantian. Fittrat dikumpulkan, falu divapkan pada
suhu kamar sampai kering, fraksi ini disebut fraksi kloroform.

Residu kemudian dihidolisis dengan 10 ml HCI 2N dalam air pada suhu
100°C selama 2 jam. Seteiah dingin ditambah dengan NaOh 10N sampai Ph 10
dan diekstraksi dengan 8 ml kloroform menggunakan vorteks selama 10 menit.
Masing-masing dilakukan 4 kali. Selanjutnya lapisan kloroform dipisahkan,
dikumpulkan dan diuapkan pada suhu kamar sampai kering. Fraksi ini disebut
fraksi hidrolisat.

Filtrat dari fraksi kloroform maupun fraksi hidroiisat yang telah dikeringkan
masing-masing diencerkan dengan 2 ml kloroform, larutan tersebut kemudian

dibagi 4 bagian masing-masing 0,5 ml dan siap dianalisa.

4.3.15.2. Analisis Kuantitatif Sapogenin steroid secara Densitometri.
Analisis kuantitatif dilakukan sesuai prosedur yang telah ditakukan oleh

Indrayanto et al (1994) dengan menggunakan :

Alat : TLC — S Shimadzu CS - 930
Fasa diam . Lempeng kieselgel 60 F 24
Fasa gerak . Kloroform : etilasetat (4:1)
Pembanding : Diosgenin

Penampak noda : Anisaldehida H.S0,

Penetapan kadar sapogenin steroid / diosgenin dilakukan dengan cara
densitometri, yaitu fiitrat hasil ekstraksi dan zat pembanding {diosgenin)
ditotolkan pada lempeng Kieselgel 60 Fx, sebagai fase diam dan dieluasi
dengan campuran eluen koroform :etilasetat (4 : 1) sebagai fase gerak. Setelah

#u lempeng dikeringkan di udara terbuka, temperatur kamar, semprot dengan
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penampak noda anisaldehida suifat. Selanjutnya dipanaskan dalam oven 100°C
selama 5 menit dan kemumian tiap noda diuji dengan menggunakan spektra
refleksitansi absorbansi maksimum pada 430 nm.

Penetapan kadar sampe! ditentukan dengan cara intrapolasi luas area noda
sampel kedalam persamaan garis regresi kurva baku diosgenin sebagai standar

eksternal yang dibuat pada lempeng yang sama.

4,3.15.3. Analisis Kuantitatif Sterol secara Densitometri

Filtrat hasil ekstraksi dari fraksi cloroform dan zat pembanding kholesterol
ditotolkan pada lempeng kie selgel 60 F a5 untuk menganalisa sterof bebas,
sedang filtrat hasil ekstraksi dari fraksi hidrolisat dan zat pembanding kholesterol
ditotolkan pada lempeng Kieselgel 60 F x, untuk menganalisa sterol terikat.
Hasil totolan pada lempeng Kiesegel dari fraksi kioroform dan fraksi hidrolisat
sebagai fase diam, dieluasi dengan campuran eluen kioroform : etil asetat
dengan perbandingan 4 : 1, satu kali eluasi sebagai fasa gerak. Setelah fu
lempeng dikeringkan di udara terbuka, temperatur kamar, semprot dengan
penampak noda anisakdehida sulfat. Selanjutnya dipanaskan dalam oven 100 °C
selama 5 menitdan kemurnian tiap noda diuji dengan menggunakan spekira
refleksitansi absorbansi 370 — 700 nm. Penetapan kadar sampel ditentukan
dengan cara intrapolasi luas area noda sampel ke dalam persamaan garis
regresi kurva baku sterol sebagai standar ekstemal yang dibuat pada lempeng

yang sama.
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4.3.15.4. Perhitungan Kadar Sampel

H P

Perhitungan kadar sampsi dan sapogenmn steroid {Dicsgenin), Kada:
sampel sterol bebas dan kadar sampet sterol terikat mempergunakan rumus
vV X Kn

KS = Vp X 100 % ug /g BK
B (100% - KA)

"

Keterangan @ KS = kadar sampel (ulg BK)

volume chioroform untuk melarutkan ekstrak (ml}

n

Vv

It

vp volume penotolan (ul)

B berat sampel yang diekstraksi (g)

fl

Kn = konsentrasi noda sampe! (uf)

KA

kadar air (%)

BK = berat kering

4.3.16. Analisis Data

Data hasil penelitian yang diperoleh, dianalisa dengan menggunakan
"Fixed Effect Model* dengan rancangan rambang iugas {one way anava) dimana
model ini bertujuan untuk membandingkan efek periakuan yang berbeda pada
kelompok yang pada awalnya sama.

Jika dalam perhitungan Anava diperoleh harga F hitung > F tabel, dengan
a = 0,05 maka Ho ditolak dan Ha diterima, begitu juga sebaliknya. Jika Ha
diterima berarti ada perbedaan bermakna antar perlakuan atau antar ketompok
perakuan.

Unituk mengeiahui perlakuan atau kelompok perlakuan yang berbeda
perlu dilakukan penguijian lebih fanjut dengan menggunakan satu dari uji LSD.
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BABV

HASIL PENELITIAN

5.1 Pengamatan Parameter Pertumbuhan Kuitur Jaringan Sel Costus
speciosus
Parameter pertumbuhan yang diamati pada penelfitian ini, masing-masing
meliputi
1. Pengamatan Indeks Pertumbuhan, pH, % Brix pada kultur pucuk dan kultur
akar Costus speciosus.
2. Pengamatan Indeks Pertumbuhan kultur Kalus
3. Pengamatan indek Pertumbuhan, pH, % Brix, dan % PCV kultur suspensi
Costus speciosus.
Rata-rata hasil pengamatan parameter pertumbuhan pada kultur jaringan Costus
speciosus akibat pemberian ion Amonium, ion Nitrat dalam berbagai variasi

konsentrasi disajikan padatabel 5.1, 5.2.,5.3., 54
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51.1. Pengamatah Parameter Pertumbuhan Kuitur Pucuk Costus speciosus

Kode F -8,

Tabel 51 Rata-rata + SO parameier pertumbuhan kultur pucuk Costus specicsusilP,
pH, % Brix) dari berbagai rasio ion Amonium, 1on Nilral pada media
percobaan.

Kode Konsentrasi | Rasio IP | _pH %8Brix

Media NH | NOj NH." - NOy {x+ SO {x x SD) {xx SD)

(mM) | (mM) n=12 n=12 n=12
MS 20,6 39,4 1:2 1669024 458+009 | 3,58+0,.21
A 60,0 0 ) 1673£0,14 | 409+0,09 | 3,250,112

AN-1 | 594 0,6 98 :1 1250+0,13 | 371005 | 397+£0,03

AN-2 | 588 1,2 49 11 1,263+£0,15 | 384+005 | 3,20+0,10

AN-3 | 540 6,0 9:1 1554+0,14| 388+0,04 | 404+0,08

ANA4 | 450 15,0 3:1 1,566 +025) 412+£004 | 4,00+£0,00

AN-5 | 350 240 15:1 1647+019 | 508+009 | 3,52+0,04

AN-6 [ 30,0 30,0 1:1 1982+024 | 487+009 | 3,32+0,11

AN-7 | 200 40,0 1:2 1,636 £019 | 487 0,07 | 3,440,110

AN-8 30 57,0 1:19 1586+0,14 | 435+x009 | 349007

N 0 6C,0 0 ! 1,378 £0,13. 4,22i0,15 3,78 £0,03

Keterangan tabel 5.1. :

. P =

TESIS

1
b
e Mmin

penanaman.

Amonium

Nitrat

rata - rata indeks pertumbuhan, %Briks dan pH.
Media kontrol Murashige - Skoog

Amonium dan Nitrat dalam berbagai rasio
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Histlogram Indeks Pertumbuhan rata-rata Kultur Pucuk
Costus specifosus {Koen) Smith Kode F-8
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Gambar 5.1, Histogram parameter pertumbuhan Kultur pucuK'Costus speciosus(iP,
pH, % Bnix} dari berbagai rasio ion Amonium, ion Nitrat.
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5.1.2. Pengamatan Parameter Pertumbuhan Kultur Akar Costus speciosus

ode F-8.

Tabel! 5.2, Rata-rata + SO parameter pertumbuhan kultur akar Costus speciosus(iP,
pH, % Brix) cari berbagai rasio ion Amonium, ion Niirat pada media
percobaan.

Konsentrasi P pH %Brix

Kode - Rasio

] NH, NOy . ) (xx SD) {x £ SD) {xt SD)

Media NH;™ - NO;

{mM) | (mM) n=12 n=12 n=12
MS 20,6 39,4 1:2 0,765+003 | 4980+£0,31 3,30+£0,23
A 60,0 0 oo 0441 +003 | 397014 | 420£0,15

AN-1 99,4 0,6 991 0,418 +£0,04 | 3,210,113 4191013

AN-2 | 588 1,2 49 ;1 0,487 £005 | 336+0,05 | 433£0,11

AN-3 | 54,0 6,0 9:1 0,527 £+0,04 | 5,07 £0,10 477 £0,37

AN-4 | 450 15,0 3:1 0531£003 [ 507+0,08 | 497 ¢ 0,09

ANS | 36,0 24,0 1,91 0605+002 | 511+0,08 | 429+0,11

AN-6 | 30,0 30,0 11 0643+006 | 474+0,13 | 353 0,19

AN-7 | 20,0 40,0 1:2 0652+0,43 | 529019 § 291+ 0,11

AN-8 30 57,0 1:19 0,649 +006 | 481+0,14 | 3,45+£0,29

N 0 60,0 0 0526+0,05 | 5,13+£0,89 | 359+0,20
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Histogram lndeks Pertumbuhan rata-rata Kuilur akar
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Gambar5.2. Histogram parameter pertumbuhan kultur akar Costus speciosus(iP, pH,

TESIS

% Brix) dan berbagai fasio ion Amonium, on Nitcat.
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5.1.3. Pengamatan Kecepatan Pertumbuhan Kultur Kalus Costus speciosus

Kode

Tabel 5.3.

F-8.

berbagai rasio ion Amonium, ion Nitrat pada media percobaan.

Reiz-rata + SD indeks pertumbuhan Kultur Kalus Cosius speciosus(iP) gari

Konsentrasi . e
Kode ¥ = Rasio P
. NH, NO; .. - x £+ SD)
Media | b | mm) NH*: NO;3 o1
MS [ 206 | 394 1:2 5028 +1,74
A | 600 ) w 0,671 +£0,03
AN-1 | 594 | 06 99 : 1 1,430 0,14
AN-2 | 588 1,2 49 : 1 1,068 £0,08
AN-3 | 640 | 60 9:1 1,242 +0,13
AN-4 | 450 | 150 3:1 1,499 +0,15
AN-S | 360 | 240 15:1 2,487 £0,25
AN6 | 30,0 | 300 1:1 2,823+0,29
AN-7 | 20,0 | 40,0 1:2 4,229 10,58
AN8 { 30 | 57,0 1:19 4558 +0,36
N 0 60,0 0 5,720 £ 0,42
Histogram indeks Pertumbuhan rata-rata Kultur Kalus
Costus Speciosus (Koen) Smith kode F-8
T
- 7 :
: |
S ST E
a 371 _ = =
21k
T | B .
0 57 60 mM NO;’
60 3 O mMNH®

Gambar 5.3.

TESIS

Histogram indeks pertumbuhan kultur kalus Costus speciosus(iP) dari
berbagai rasio ion Amonium, ion Nitrat.
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51.4. Pengamatan Parameter Pertumbuhan Kultur Suspensi Coslus

speciosus

F-&.

Ratz-rata + SO parameter pertumbuhan Kuitur suspensi Cosfus speciosus
(2, pH, % Brix, %PCV) dari berbagai rasio ion Amonium, ion Nitrat pada
media peicobaan.

Konsentrasi - e pH %Brix %PCV

Kode [NAFTTOT | 00 | (x£SD) i (xt SD) | (x+SD) | (x* SD)

(M) | (M) NHENOS n=12 n=12 n=12
MS | 206 | 394 172 [ 53135045 | 6,01£0,22 | 1,1040,10 | 8,90933,43
A | 600 | © = 06532007 | 429t 0,07 | 2,6120,00 { 1972+1,11
AN | 59.4 | 06 g9 1 | 08552004 | 414£0,05 | 2,164005 | 2,674:0,65
AN-2 | 58,8 | 12 281 | 0.779:0,10 | 4,232 0,05 | 2,4040,10 | 2,21110,88
AN-3 | 540 | 60 91 12065011 | 4.6220,08 | 1,6740,13 | 4,455%0,83
AN-4 | 450 | 150 31 27641015 | 493015 | 1,440,00 | 7,5232,59
ANS 1 360 | 240 | 15:1 | 3,84650,26 | 5,90£0,09 | 1,360,15 | 8,3402,45
ANG | 300 | 30,0 71 41172022 | 561015 | 1,320,13 | 8,45513,96
AN-7 | 200 | 40,0 15 | 48232045 | 6,33£0,11 | 1,3120,11 | 6,796+4,39
“ANB | 30 | 57.0 7799 | 5.182+0.39 | 5.95£0,07 | 0,8510,13 | 8,93512,21
N 0 | 600 0 34902022 | 6,02 009 | 1,764012 | 7,57918,83

Keterangan tabel 5.4. :
%PCV = volume endapan biomassa / volume suspensi total kali 100%
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GambarS.4. Histogram parameter pertumbuhan kultur suspensi Cosius speciosus
(1P, pH, % Brix dan % PCV) dari berbagai rasio ion Amonium dan ion
Nitrat.
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5.2. Analisis Kualitatif.

5.2.1. Analisis Kualitatif Fitosteroid dengan Kromatografi Lapis Tipis.

Dari eksiraksi serbuk kenng kultur jaringan sel Cosfus speciosus {Koen)
Smith kode F — 8 didapat fraksi kloroform dan fraksi hidrolisat kioroform. Dani
fraksi hidrolisat kloroform dilekukan analisis kualitatif dengan KLT uniuk melihat
adanya diosgenin dan sterol terikat, sedangkan dari fraksi kioroform dilakukan
analisis kualitatif untuk melihat adanya sterol bebas.
Contoh profil kromatogram KLT dari masing-masing fraksi dapat dilihat pada

gambar 5.5. dan 5.6.
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Fraksi hidrolisat kloroform.

Gambar 5.5. Profil Kromatogram Fraksi Hidrolisat Kloroform pada Lempeng |
Kieselgel 60 Fs, dengan fasa gerak kloroform : etil asetat 4:1)
Penampak noda = pereaksi Anisaldehida — as.sulfat
Pembanding = Diosgenin

Keterangan gambar 5.5

D = Standar Diosgenin

A = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium tanpa nitrat
konsentrasi NH* 60 mM rasio 60 : 0

AN1 = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium - ion Nitrat
Konsentrasi NH* 59,4 mM dan NO® 0,6 mM rasio 99 - 1

AN2 = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium : ion Nitrat
Konsentrasi NH* 58,8 mM dan NO? 1,2 mM rasio 49 : 1

AN3 = Sampei Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium : ion Nitrat
Konsentrasi NH* 54,0 mM dan NO® 6,0 mM rasio 9 :1

AN4 = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium : ion Nitrat
Konsentrasi NH* 45,0 mM dan NO® 15,0 mM rasio 3 : 1

ANS = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium - ion Nitrat
Konsentrasi NH* 36,0 mM dan NO® 24,0 mM rasio 1.5 - 1

AN6 = Sampel Kultur Pucuk dengan penambahan ion Amonium : ion Nitrat
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Fraksi Hidrolisat Kloroform dan Fraksi Kloroform
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Gambar 5.6. Profil Kromatogram Fraksi Hidrolisat Kioroform dan Fraksi
kloroform pada Lempeng Kiesegel 60 F., dengan fasa gerak
kioroform : etil asetat (4 : 1)
Penampak noda = pereaksi Anisaldehida — as.sulfat
Pembanding = Sterol {Kholesterol)

Keterangan gambar 5.6.

S = Standar Sterol

AN - 7p = Sampei kuttur pucuk, sterol terikat
AN — 7, = Sampel kultur akar, sterol terikat

AN — 7« = Sampel kultur kalus, sterol terikat

AN - 75 = Sampe! kultur suspensi, sterol terikat
AN -7 = Sampel kultur pucuk, sterol bebas
AN -7 = Sampel kultur pucuk, sterol bebas
AN -7 = Sampel kultur pucuk, stero! bebas
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Contoh spektra dar pembanding diosgenin dan sampel fraksi hidrolisat serbuk
kering Kultur pucuk Costus speckosus(Koen) Smith kode F-8 dapat dilihat pada

5.2.2. ldentifikasi dengan densitometri

gambar di bawah ini.
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700 nm.

Panjang gclombang (nm) —*

PENGARUH KONSENTRASI RASIO ...

Sampel Media ms
Sampel perakuan

hidrolisat, diukur pada panjang gelombang 370 -
Diosgenin standar

2.
3.

Contoh spektra absorban refiektan dari pembanding diosgenin gan fraksi
1.

Gambar 5.7
Keterangan :

TESIS
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6.3, Analisis kuantitatif fitosteroid secara densitometri

£.3.1. Penentuan kadar diosgenin

Diosgenin dalam fraksi hidrolisat kioroform serbuk kerng kultur pucuk
dan kultur akar Costus speciosus{Koen) Smith (kode F-8) ditentukan kadamya
secara densitometri dengan menggunakan larutan pembanding diosgenin.

Hasil penetapan kadar diosgenin masing - masing perlakuan dapat dilihet pada

tabel 5.5. dan tabel 5.6. serta gambar 5.8. dan gambar 5.9.
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Tabel 55 Kadar diosgenin dad fraksi hidrolisat klorotorm serbuk kesing Kuiter pucuk
Cosius speciosus(Koen) Srith (kode F-8) dan berbagai rasio ion amonium
dan ion nitrat,
f'_;ode lifjriselnza;i- Rasio Kadar dio(sgenisn é;:g /1 BK)
. rlg 3 + . %x
i NH." : NO
dediz (mt) | (mM) ¢ ? n=2-6
MS 20,6 39,4 1:2 25614 =113
A 60,0 0 o 164,52 +1160
AN-1 58,4 06 99 : 1 204,11 +£410
AN-2 | 58,8 1,2 49 :1 214,47 +581
AN-3 | 340 6,0 9:1 230,39 *7.17
AN-4 1 450 15,0 3:1 13028 +154
AN-5 | 36,0 240 1.9:1 115,57 1283
AN-6 | 300 30,0 1.1 118,02 +537
AN-7 20,0 40,0 1:2 184,61 12,41
AN-8 3,0 57,0 1:19 156,77 8,51
N 0 60,0 0 271,76 #1354
Histogram Kadar diosgenin rata-rata Kultur Pucuk
Costus Speciosus {Koen) Smith kode -8
30
3
2 4
o 3
D 200 1 g
g 74
= s A
€ 1s0tfnt
=2 % [ =
n i’ S %
) ?) =% 3
a 100 1 'Zi =
e %
m "u"="%
3 7
<
X

AR NG AR A
gy SRS

50 ¢

v o t ; a +
34 0 06 12 © 15 30 60 mMNOy
206 60 594 583 B4 45 30 0 mM NS

Gambar 5.8. Histogram kadar diosgenin dalam fraksi hidrolisat Kloroforn serbuk kering
kultur pucuk Coslus speciosus(Koen) Smith (kede F-8) daii berbagai
f25i0 ion amonium dan ion nitrat,
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Tabel 55 Kadar diosgenin dari fraksi hidraiisat Kloroform serbuk kedng Kuiier akar
Costus speciasusiKoen; Smith {kode F-5) dar berbagai rasio ion amonium
dan ion nitrat,

E_Kode __!ngrﬁgir_aii:_: Rasio ' Kadar diosgenin {ug / g BK) ;
Lo DNHS T NOy e e (x = SO) '
| Media i) | (i) N NOS Ne3.6
MS | 206 | 39,4 1:2 | 91.50 + 490
A 60,0 0 w | 62,16 +0,48
AN-1 | 594 | 06 99 : 1 82,85 +269
AN-2 | 588 | 1.2 49: 1 7225 +169
AN-3 | 540 | 60 9:1 66,66 +2.01
AN-4 | 450 | 150 3:1 93,05 2,33
AN-5 | 36,0 | 240 15:1 90,32 + 1,89
ANG | 300 | 300 1:1 119,19 +9,16
AN-7 | 200 ] 400 1:2 79,14 #4589
AN-8 | 30 | 570 1:19 64,80- +0,53
N 0 80,0 | 0 4754 +278

Histogram Kadar diosgenin rata-rata Kuftur akar
Costus spesiosus (Koen) Smith kode F-8
140 -

120 -

Kadar Diosgenin (ug/g 8K)

34 0 06 12 6
206 60 594 588 54

Gambar 5.9.  Histogram kadar diosgenin dalam f;aksi hidrolisat Kloroform serbuk keting
kuttur akar Costus speciosusKoen) Smith (kode F-8) dari borbagai 13510
ion amonikm dan ion nitrat.
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5.3.2. Penentuan kadar sterol total sebagai kolestero}

Senyawa stero! bebas dalam fraksi Kioroform dan senyawa stero! terikat
dalam fraksi hidrolisat dari serbuk Kering kuftur akar Costus spaciosus (Koen)
Smith (kode F-8) ditentukan kadarnya secara densiiomieti gengan menggunakan
larutan pembanging kolesterol.

Hasil penefapan kadar sterol total sebagai kolesterol pada masing-masing

perlakuan dapat dilihat pada tabel 5.7, 58, 59., 5.10. dan gambar 5.10.,, 5.11.,

5.12,5.13.
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Tabel 5.7. Kadar sterol total sebagai kolesterol daiam sesbuk Kering Kultur pucuk
Coslus speciosus{Koen} Smith (kode F-8)
Konsentrasi | Kadar Sterol Kadar Sterc '
. bebas tenikat Steroi
:j‘jg'; NH, | NOy NI_:??_S;Z’ oo | (:97gBK) (ug / g BK) total
EEE My | ey | (x+ SD) <+ SD)
n=4-§ n=4-6
MS 20,6 29,4 1:2 66,82 +0,19 | 56,62 +433 | 123,44
A 60,0 O w 5957 +8,44 | 120,27 % 1,88 | 179,84
AN-1 59,4 0,6 Q9 : 1 5272 +1045189,42 + 794114214
AN-2 58,8 1,2 49 :1 64,45 224 73,04 £5723 | 137,49
AN-3 [ 540 6,0 g1 5066 +£169 | 69,19 =589 | 148,65
AN-4 450 150 3:1 5516 +2,72 8681 4 261114197
AN-5 | 36,0 240 15:1 5292 977 | 9414 101 | 1470E
AN-S | 30,0 30,0 1:1 50,82 =020 | 8268 £769 §13350
AN-7 | 200 40,0 1:2 5798 +083 | 9336 +.8 54} 15134
AN-8 30 57,0 1:19 61,43 £6,53 3683 +340 $8,32
N 0] 60,0 0] 69,29 +460 1464 #0994 83,93
Histogram Kadar Sterol total Kultur Pucuk Costus
speciosus (Koen) Smith kode -8
200 -
180 - (r ]
< 160 %,
Cﬂ :i‘ ‘:f-
D 140 - 22
o : :
3 1201 3
9 100 -
5 80 { B e &
-‘3 so | B3 ? T
Q L. 13
=" 1B B B &
01 | B B B
= S 2 =%
O - il -g‘ Foasd ) s‘j ;
394 O 6 15 24 30 40 57 60 mMNO,]
206 GO 54 45 36 30 20 3 O mM NHT
& Kadar Sterol bebas € Kadar Sterol {erikat

Gambar 5.10. Histogram kadar sterol totai kultur pucuk Cosius spacicsts(Koen) Smith

(kode F-8) dari berbagai rasio ion Amonium
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Tabel 55, Kadar sterol total sebagai koiesterol dalam serbuk kodng kuid? arar Costus
speciosusKoen) Smith (kode F-3)

] | Konsentrasi | 11 Kadar Sterol | Kadar Steidl | i
Kode g : Rasio babas tarikat | Sterot |
TUNH: ] NOy ) 1 {ug 1 gBK) (ng / g BK) total

Media NH T NO;
{mt) | (mM) {(x= SD) {x+ SO}
n=4 n=4
MS 206 | 39,4 1:2 4335 +008 | 72,02 £554 ; 115,37
A 60,0 0 ® 7086 211 | 51,08.+£0,88 | 12194
AN-1 | 59.4 06 9g 1 82,28 +071 | 5256 1437 | 134,84
AN-2 | 58,8 1,2 49 :1 50,32 +5,37 | 47,08 +0,24 | 97,40
AN-3 | 540 | 60 9:1 4481 +071 | 4570 £1,44 | 80,57
AN-4 | 450 15,0 3:1 38,01 +046 | 3808 £0,01 | 760°
AN-S | 360 | 240 151 38,70 +078 | 27,28 +0,58 | 6598
AN-6 | 300 | 300 1:1 3340 +083 | 2539 355 | 99,38
AN-7 | 200 | 400 | 1:2 5424 +174 [ 2832 1 ,40| 9263
AN-8 | 3.0 57,0 1:19 6526 +251 | 5309 +2,24 | 123,35
N 0 60.0 0 4304 +179 | 4572 1436 | 9476
Histogram Kadar Sterol Total Kultur Akar Costus
speciosus (Koen) Smith kode 38
160
140 4

g8 B

Kadar Sterol (ug/g BK)
om o)
o o

8 8

206 &0 594 588

- 60 M NOy
O mN N

06 1.2

| @ Kadar Sterol bebas & Kadar Sterol terikat i

Gambar 5.11. Histogram kadar stero! total kultur akar Coslus speciosus (Koen) Smith

TESIS

(kode F-8) dari berbagai rasio ion Amonium dan 1on Nitrat.
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Tabel 5.6, Kadar sterol total sebagai kolesterol dalam serbuk kering Kuitur kalus
Costus speciosus(Koen) Smith (kode -8)

56

Konsantrasi Kadar Sterol Kadar Sterol
bebas terikat Sterol
Kode . - Rasi
ool Rl Bl BV .| waremx) | weresk) | tow
(mt4) | (mt4) ¢ (x+ sD) (x % SD)
n=4-38 n=4-8
MS | 206 | 394 1:2 5294 +367 | 8492 +410 | 137.88
A 60,0 0 ) 12691 %86,131 103,09 +450 230,00
AN-1 | 59,4 0,6 99 :1 7348 +350 | 9223 * 347 165,71
AN-Z | 58,8 1.2 49 .1 57,57 +075 [ 8853 + 299 146,10
AN-3 | 540 G0 9:1 5469 +1,99 | 8860 +328 14329
AN-4 | 450 15,0 3:1 4264 +391 [ 7594 +443 116,58
AN-5 | 360 240 15:1 2750 +765 | 6547 +294 | 93,00
AN-6 | 30,0 30,0 1:1 33,12 +598 | 52,82 +0,70 5594
AN-7 | 20,0 40,0 1:2 3414 +597 | 6692 +4,14 | 101,06
AN-8 | 3,0 57,0 1:19 9102 +1338 | 6680 +397 | 15782
N 0 60,0 0 5258 +559 | 6133 #2656 | 113,91
Histogram Kadar Sterol Total Kultur Kalus Costus
speciosus (Koen) Smith kode F-8
250 -
< 200 { gs
o %
= 2 B
5 B B B
C 3= % 3
g IH' S B om =
o i OB B2 B B B B B R
'l b s G b 73 e da e
o ?J! I g2 B i B B BE
g oo oM B o i
gl M WE HE M mE & A 1}1
i i I WM EN o (W[ I ]
o LAl i DR % G OE G B hG ik
394 0 ¢6 1.2 6 15 24 a0 <0 57 60 mM NOy
206 60 504 588 S4 45 36 30 20 3 0 nM NI
#m Kadar Sterol bebas  £2 Kadar Sterol terikat -

Gambar 5.12. Histogram kadar sterol lotal kultur kalus Costus specicoss(Koen) Smith
(kode F-B) dari berbagai rasio ion Amonium, ion Nitrat,
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Tabel 5.10.  Kadar sterol total sebagai kolesteral dalam serbuk kering Kultur suspensi
Cosius speciozis'Koen) Smith (kode F-8)
Konsentrasi | ¥adar Sterol Kadar Sterol
| kode ) ’ Rasio bebas terikat Stero!
) |
| et NH.™ | NO; N o | g7 98K) (ug / g BK) (otal
(mtd) | {(mi) «oT (x = SO) (x + SD)
n=4-§ n=4-8
MS 20,6 39,4 1} 2 ]20071 + 740 | 66,65 +3,30 267,36 |
A 60,0 0 0 167,10 + 517 [ 10515 +3,55 | 27225
AN-1 | 584 0,6 99 1 185,23 + 7,77 | 11516 11052 | 300,39
AN-2 | 588 1.2 49 1 15554 + 101 | 15490 + 241} 310,44
AN-3 | 54,0 6,0 9 1 13264 + 753 | 87,12 + 132 | 219,76
AN-4 | 450 15,0 3 1 50,50 #8239 | 108,27 + 237 | 158,77
AN-5 | 36,0 240 | 15 1 42,458 +1,71 85,45 +£235 | 13791
ANS [ 30,0 30,0 1 163,08 +0,96 3414 +371 202,22
AN-7 | 20,0 | 400 1 2 180,03 +2,66 33,97 +£1,01 214,06
AN-8 3,0 57,0 1 19 | 114,10 +3,47 32,10 +£656 | 14620 |
N | 0 60,0 0 9202 +167 57,58 £426 | 14960
Histogram Kadar Sterol Total Kultur Suspensi
Costus speciosus {Koen) Smith kode F-8
350 4
e
©
0
o>
= 200
[
s
N
]
hel
£0
X
6 15 24 30 60 ni KO,
54 45 36 30 0 mMNILS
&z Kadar Sterol bebas & Kadar S_terol terikat |

Gambar $.13. Histogram kadar sterol tota! kultur suspensi Costus speciosus (Koan)
Smith (kode f-8) dari berbagai rasio ion Amoniurn, ion Nitrat
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11. Kadar diosgenin dari fraksi hideolisat kiacofomm serbuk kering kuliur pucuk
dan kultur akar Coslus speciosus Koen} Smith (kode F-B) dar borbagn
£35S0 10N amanium dan on nileal,

Tabeol

[ Konsenirast | 1 Kadar giosgenin ] Kadar diosgenin ].
Pada kutt [ ada kullur pucuX
Kode ‘ —‘ Resio a#da e axkar pada iullu [">'u J
.. HNiH, iy . . {ua { g BK) (g g BK)
Miedia NH" T NOy g .
{m) | (i) (x £ SD) (i 8D
n=2-% n=2-6
MS | 206 | 39,4 1:2 €150 +490 255,13 1,16
A 60,0 0 0 6216 +0,48 164,52 +1160
AN-1 | 594 | 06 99 : 1 8285 +2,69 204,10 +4,19
AN-2 | 588 1,2 49 1 7225 +1,69 21447 2581
AN-3 | 540 G0 g1 66,65 #2011 230,38 +717
AN-4 | 450 15,0 3:1 93,05 4233 130,28 +154
AN-5 | 36,0 240 1,5:1 90,31 +1,88 115,57 +283
ANG | 30,0 30,0 1:1 119,19 9,16 118,02 =537
AN-7.{ 20,0 | 40,0 1:2 79,13 +489 184,81 +12,41
AN-8 3,0 57,0 1:19 6479 053 156,76 - + 8,51
N 0 60,0 0 4753 +2,78 271,76 +1354
Histogram kadar diosgenin pada kultur pucuk dan kuliur akar Coslus
speciosus (Koen) Smith kode F-8
£00 «
N 4
X
o 300 s
oh ] iy et
o 509 :‘_’:‘ e x —
E ’-h "I}E ; X .-.’ . e
S 00 B = : & % E*‘ER
& A B %,,
O e i g b ] S
2 ‘-
.
T 100 A
2
50 4
o - "' P . - A T P i -
M. ¢ ot 12 ] 15 -4 L1 <0 ST 60 ™M MOy
o &h Lu¢ “ER 2 45 H kL] 0 1 T ek BES
i & Kador ciosgenin pucuk & Kadar diosgenin akar j
Gambar 5.14. Histogram kadar diosgenin pada kultur akar dan Kultur pucuk Costus
speciows(Kacn) Smith (kode F-§ydan berbagatl 12510 ion Amoniumdoan ion nitrat
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Sementara itu untuk mengetahui adanya pengaruh rasio ion amonium-on

nitrat daiam berbagai variasi konsentrasi terhadap indeks pertumbuhan kultur sel

Costus speciosus dilakukan uji regresi korelasi dengan hasil persamaan

disajikan pada tabel 5.12 dan kurva regresinya akan ditampilkan pada gambar

5.15 sampai gambar 5.18

Tabel 5.12. Hasil uji regresi-korelasi antara konsentrasi ion amonium-ion nitrat terhadap
indeks pertumbuhan kultur jaringan sel Costus speciosus {Koen) Smith kode

F-8
Koefisien
Y X Model Persamaan Cubic
Determinasi
IP Kultur Pucuk NH? | Y= 3€-06X°-0,0006X"+0,0272+1,426 R?=0,501
R =0,7078 Freung=2,343 P =0,15%4
NO® | Y=-3E-06X"-9E-05X°+0,0169X+1,3989 R*= 0,501
R= 0,70784 Fhiung= 2,343 P=0,1594
1P Kultur Akar NH" | Y=6E-06X>-0,0007X"+0,0197X+0,5583 R*=0,851
R=0,9226 Fiung=13,351 P=0,0028
NC® | Y= 6E-06X>+0,0004X°+0,0013X+0,4571 R*= 0,851
R=0,9226 Fiieung=13,351 P=0,0028
IP Kultur Kalus NH* | Y=6E-05X7+0,0054X°-0,0445X+5 2055 R?=0,9453
R=0,9723 Fhitung=40,3168 P=0,0001
NO” | Y=-6E-05X"+0,0052X"-0,0317X+1,0884 R*=0,9453
R=0,9723 Frung=40,3168 P=0,0001
IP Kultur Suspensi | NH® | Y=5E-05X"-0,007X°+0,174X+4,0249 R“=0,9668
R=0,9833 Fhiung=67,9209 P=0,000
NO® | Y=-5E-05X°+0,0025X*+0,0948X+0,742 R’=0,9668
R=0,9833 Fraung=67.9209 P=0,000
* Fhit lebih besar dari F tabel pada « 0,05
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| 25 - y = -3E-06X" - 9E-05x° + 0.0169x + 1.3989,
' 2 _ !

| < 2l R? = 0.501(NO3) |
. 0 i
& 1532 |
|5 |
5 1- 3 |
B~ y = 3E-06x’ - 0.0006x%° + 0.0272x + 1.4257'
£ 05- R? = 0.501(NH4) i

| 0 - : . o

0 20 40 60 80
,l Amonium / Nitrat {(mM)

R . N — JR—

Gambar 5.15. Kurva hubungan antara konsentrasi ion amonium - lon nitrat dengan
indeks pertumbuhan kultur Pucuk Costus speciosus

Ket : ¢« Amonium

A Nitrat

, 1 y = -6E-06x> + 0.0004x° + 0.0013x + 0.4571
1; R® = 0.8512(NO3)

_ E 08 - ® A

| <

3

I 3

X .

F %02 y = 6E-06x° - 0.0007:2 + 0.0197x + 0.5583
| 0 R?=0.8512 (NH4)

0 20 40 60 80

Amonium / Nitrat (mM)

Gambar 5.16. Kurva hubungan antara konsentrasi ion amonium - lon nitrat dengan
indeks pertumbuhan kultur akar Costus speciosus

Ket - « Amonium
ANitrat
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y = 6E-05x> + 0.0052)% - 0.0317x + 1.0884
R? = 0.9453 (NO3)

IP Kultur Kalus

13 y = 6E-05¢° - 0.00542 5 $hoa45x + 5.2085
0 — = R? = 0.9453(NH4) |
0 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM) JI

Gambar 5.17. Kurva hubungan antara konsentrasi ion amonium - ion nitrat dengan
indeks pertumbuhan kultur kalus Costus speciosus

Ket . « Amonium

ANitrat
5 = -5E-05x> + 0.0025x° + 0.0948x + 0.742"
—— ! 2 '
Ss5le 68NO3)
g_ ] _.-".-
g4,
A
0 ; -
5 3 e
221 S oo0m2
2 y = 5E-05x" - 0.007x"+). 174x + 4.0249
a R? = 0.9668(NF)
0 Ao - r S —
0 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM)

ambar 5.18.  Kurva hubungan antara konsertrasi ion amonium - ion nitrat dengan
indeks pertumbuhan kultur suspensi Costus Speciosus
Ket : e Amonium

A Nitrat
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Sementara itu untuk mengetahui adanya pengaruh rasio ion amonium-ion
nitrat dalam berbagai variasi konsentrasi terhadap kandungan fitosteroid kultur
sel Costus speciosus dilakukan uji regresi korelasi dengan hasil persamaan
disajikan pada tabel 5.13 dan kurva regresinya akan ditampilkan pada gambar
5.19 sampai gambar 5.24
Tabel 5.13. Hasil uji regresi-korelasi antara kadar fitosteroid kultur jaringan sel Costus
speciosus (Koen) Smith kode F-8
Y X Model Persamaan ( Cubic } Koef.Determinasi
Diosgenin Pucuk | Amonium | Y =0,0025X°-0,1522X°+0,0105X+226,58 R “=0,3086
R = 0,5555 Fue= 10416 P =0,4314
Nitrat Y =-0,0025X7+0,2894X°-8,2427X+209,22 R* =0,3086
R =0,5555 Fra= 1,0416 P =04314
Diosgenin Akar | Amonium | Y = 0,0002X°-0,0629X%+3,2916X+50,033 R*=0,7142
R = 0,845 Fre = 5,82995 P = 0,0256
Nitrat Y = -0,0002X°-0,0233X°+1,8781X+68,647 | R*=0,7142
R =0,845 Fiy = 5,82995 P = 0,0256
Sterol Pucuk Amonium | Y = 0,0012X°-0,134X%+0,47831X+84,54 R = 0,7805
R = 0,8834 Fox = 8,29563 P = 00105
Nitrat Y = -0,0012X°+0,0881X%-2,0306X+15567 | R=0,7805
R =0,8834 Fre = 8,29563 P =0,0105
Sterol Akar Amonium | Y = 0,0029X°0,2225X%+3,1302X+104,41 R*=073%
R =0,858 Fra = 6,5035 P=00196
Nitrat Y = -0,0029X7+0,3042X%-8,0314X+123,19 | R°= 0,736
R=0858 Fra =6,5035 P =0019
Sterol Kalus Amonium | Y = 0,0028X7-0,184X°+1,9842X+131,29 R®= 0,7012
R =0,8374 Fpg = 5,4744 P =0,0297
Nitrat Y = 0,0028X"+0,3174X°-0,9875X+183.6 R?=0,7012
R =0,8374 Fra = 5,4744 P =0,0297
Sterol Suspensi | Amonium | Y= 0,0085X°-0,7346X°+16 444X+130,34 R°=0,8612
R =0,9280 Fre = 14,4758 P = 0,0022
Nitrat Y = -0,0085X7+0,7934X°-19,969X+30594 | R°=0,8612
R =0,9280 Fra = 14,4758 P =0,0022
* F hit lebih besar dari F tabe! pada o 0,05
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Gambar 5.19. Kurva hubungan antara variasi ion amonium - ion nitrat dengan kadar
diosgenin kultur Pucuk Cosfus speciosus

y = 0.0002x° - 0.0629%° + 3.2916x + 50,033
20 - R?=0.7142

Diosgenin Akar (ug/g BK)
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Amonium / Nitrat (mM) |

Gambar 5.20. Kurva hubungan antara variasi ion amonium - ion nirat dengan kadar
diosgenin kultur Akar Costus speciosus

Ket : « Amonium

ANirat

TESIS PENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA



i" < 200 y = 0.0012 + 0.0881x - 2.0306x + 155.67
- T R? = 0.7806
-
: o
2
| e
=
S
L 50 y = 0.0012x° - 0.134x% + 4. 7831x + 84.54
3 ' R?=0.7805
n o — e 1
0 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM)

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

64

Gambar 5.21.  Kurva hubungan antara variasi ion amonium - ion nitrat dengan kadar

sterol kultur pucuk Costus speciosus

Ket : « Amonium

ANitrat
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Gambar 5.22. Kurva hubungan antara variasi ion amonium - ion nitrat dengan kadar

sterol kultur akar Costus speciosus

Ket . ¢« Amonium

TESIS

A nitrat

PENGARUH KONSENTRASI RASIO ...

RATNA KUSUMA



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

— 250 - y =-0.0028x° + 0.3174x° - 9.9875x + 1896 |

& R? = 0.7012(NO3p

o 200 -

[

2

n TT—.. A

o B e

E 100 ¢ I W 4

3 50- y = 0.0028x° - 0.184)% + 1.9842x + 131.29

2 R? = 0.7012(NH4)

@» Q- . _ .
| 0 20 40 60 80 |
i' Amonium / Nitrat (mM)
I _

Gambar 5.23.  Kurva hubungan antara variasi ion amonium - ion nitrat dengan kadar
sterol kultur kalus Cosfus speciosus

Ket . « Amonium

ANitrat
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Gambar 5.24. Kurva hubungan antara vanasi ion amonium -~ ion nitrat dengan kadar
sterol kultur suspensi Costus speciosus
Ket : « Amonium

ANitrat
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tethadap Indeks  Perumbuhan Kukur Jaringan Sel Costus
3peciosus
f Koefisien
: X Y Model Persamaan .
; Determinasi
;'R?asio (ion Indeks Y=0619+0,0022X |r=0475
. amonium : ion Pertumbuhan r =0,689 F,=7,235" P =0.028
| nitrat ) Kultur Akar
{ Rasio (ion Indeks Y =3342+00335X |r =039
; amonium ; ion Perumbuhan r =0,628 F,=5201" | P=0,052
nitrat ) Kultur Pucuk
Rasio ( ion Indeks Y = 3,483 + 0,028 X r = 0,283
amonium : ion Pertumbuhan r =0,532 Fy=3.160 P=0113
nitrat ) Kultur Kalus
Rasio (ion Indeks Y=3877+0,0379X |F=0,511
amonium ; ion Pertumbuhan r =0,715 Fpy=8,362" | P =0,020
nitrat ) Kultur Suspensi

*} F hitung lebit besar dari F tabel pada a 0,05

=
[}

ip kuftur akar
00O
o~
[
L ]
[ )

03 4 y =0,0273x + 0,4056
0.2 - R? = 0,695
0,1 -
0
‘ 0 5 10 15
! ratio ion amonium-ion nitrat
Gambar 5.21.
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Gambar §.22. Kurva hubungan antara rasio ion amonium, lon nitrat dengan
indeks pertumbuhan kuftur pucuk Sel Costus speciosus

1
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Gambar 5.23. Kurva hubungan antara rasio ion amonium, lon nitrat dengan
indeks pertumbuhan kultur suspensi Sel Costus speciosus
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Tabel. 5.15 Hasit Uji Regresi Korelasi antara Rasio ion Amonium dan lon Nitrat
terhadap Kadar Fitosteroid Kuktur Jaringan Sel Costus speciosus

Koefisien
X Y Model Persamaan Determinasi

Rasio lon Sterol Akar Y =87.285 + 0,412 X ¢ =0,298
Amonium & r =0546 F.,=3,392 P=0,103
nitrat

Rasio fon Sterol Pucuk Y =127.955-0,0174 X *=0,063
Amonium & r =0,252 F.,=0,540 P =0483
nitrat

Rasio lon Sterol Kalus Y=119,282 - 0,493 X |r =0,358
Amonium & r =0.598 Fn=4,460 P = 0,068
nitrat

Rasic lon Sterol Suspensi | Y = 187,543 - 1414 X ~=0517
Amonium & r =0,719 F,=8,548" P=0,019
nitrat

Rasio fon Diosgenin Akar | Y =81,135+0,0248 X | *=0,002
Amonium & r =0,041 F,=0,014 P=0910
nitrat

Rasio ton Diosgenin Y=183.278 -0,461 X = 0,051
Amonium & | Pucuk r =0,175 Fe=0,252 P=0629
nitrat

*) F hitung lebih besar dari F tabel pada a 0,05
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Gambar 5.24. Kurva hubungan antara rasio ion amonium, lon nitrat dengan

TESIS

sterol suspensi Sel Costus speciosus
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BAB VI

PEMBAHASAN

6.1. Analisis Pertumbuhan Kuttur Jaringan Sel Costus speciosus (Koen)

Smith (kode F-8)

6.1.1. Kultur Pucuk Costus speciosus {Koen) Smith (kode F-8)

Dari hasil pengamatan yang dilakukan terhadap indeks pertumbuban i
kultur pucuk Costus speciosus (Koen) Smith kode F-8, tabel 5.1. menunjukkan
bahwa penambahan ion ameonium (tanpa nitrat) konsentrasi ion amonium 60 mM
rasio 60 : 0 dan kombinasi ion amonium - ion nitrat 1 : 1 dengan konsentrasi ion
amonium : ion nitrat masing masing 30 mM dapat meningkatkan indeks
pertumbuhan masing-masing sebesar A (0,23%) dan AN-6 (18,75%), walaupun
kenaikan yang dihasilkan tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna
dibandingkan dengan pertumbuhan pada media kontrol kombinasi ion amonium -
ion nitrat 20 mM : 40 mM dengan rasio 1 : 2. Penurunan indeks pertumbuhan
kultur pucuk dibandingkan dengan kultur yang ditanam pada media kontrol dapat
dilihat pada kombinasi ion amonium-ion nitrat rasic 99:1,49:1,9:1,3:1, 1.5
1,1:2, 1: 19 dan penambahan ion nitrat (tanpa penambahan ion amonium)
rasio 0 : 60 berturut turut sebesar AN-1 (25,10%), AN-2 {24,33%), AN-3 (6,89%),
AN-4 (6,17%) dan AN-5 (1,32%), AN-7 (1,98%), AN-8 (4,97%) dan N (17,44%).

Hasil uji regresi antara ion amonium dan ion nitrat terhadap indeks
pertumbuhan pada kultur pucuk tidak menunjukkan adanya hubungan baik pada

model persamaan cubic, quadratic maupun linear
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Pada rasio ion amonium dan ion nitrat dengan indeks pertumbuhan kultur
pucuk tidak menunjukkan adanya hubungan yang bermakna. Dari hasil analisis
yang didapat terlihat bahwa untuk pertumbuhan tanaman membutuhkan kedua
unsur sumber nitrogen
Sumber nitrogen yang diperoleh sendiri sendin tidak memberikan pertumbuhan
yang sempurna selain sumber nitrogen pertumbuhan masih memerukan banyak
faktor baik eksternal maupun internal bagi keperluan sumber nitrogen ,Amonium
dan nitrat merupakan sumber nitrogen utama bagi tumbuhan dan pertumbuhan
tanaman akan optimal bila kebutuhan nitrogen ini disuplai dalam bentuk ion NH,*

dan NO5 (Nicolaus, 2000)

6.1.2. Kultur Akar Costus speciosus (Koen) Smith {(kode F-8)

Dari hasil pengamatan yang diakukan terhadap indeks pertumbuhan
kultur akar sel Cosfus speciosus menunjukkan adanya penurunan indeks
pertumbuhan. Pada media dengan penambahan ion amonium (tanpa
penambahan icn nitrat) terjadi penurunan sebesar 43,89%.

Pada kombinasi dengan penambahan ion amonium - ien nitrat dalam
berbagai rasio menunjukkan penurunan indeks pertumbuhan masing-masing
sebesar AN-1 (46,82%), AN-2 (38,04%), AN-3 (32,95%), AN4 (32,44%), AN-5
{23,03%), AN-6 (18,19%), AN-7 (17.05%) dan AN-8 (17 43%) yang diperlihatkare
pada tabel 5.2 dan ghmbar 5.2 Sedangkan pada media N yang hanya ditambanh
nitrat sebagai sumber nitrogennya (tanpa amonium) Menunjukkan penurunan

indeks Pertumbuhan sebesar 33,08%.
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Dari pemberian ion amonium, ion nitrat maupun ion amonium-nitrat dalam
berbagai rasio semuanya menunjukkan penurunan indeks pertumbuhan
dibandingkan dengan kontrol. Walaupun indeks pertumbuhan menunjukkan
kenaikan seiring dengan penambahan jumiah ion nitrat.

Suplai nitrogen hanya daiam bentuk NH,* berbahaya bagi sebagian besar
tumbuhan karena dapat menyebabkan pertumbuhan akar yang jelek (Nicolaus,
2000). Dan telah diketahui pula bahwa pertumbuhan dan perkembangan akar
dipengaruhi oleh penambahan nitrogen. Kadar NOj; yang tinggi akan
menghambat pertumbuhan akar (Mark Sitt, 1999)

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang
bemmakna antara rasio ion amonium - ion nitrat dengan indeks pertumbuhan
kuttur akar. Hal ini ditunjukkan oleh nilai derajat keeratan hubungan (r =0,923)
dan koefisien determinasi (* =0,851) pada P = 0,003, demikian pula pada model
persamaan quadratic dan linear menunjukkan adanya hubungan {Lampiran 16 )
Dari hasil uji regresi korelasi yang didapat dari rasio berbagai ion amonium dan
iion nitrat terhadap indeks pertumbuhan kultur akar juga memperiihatkan adanya
hubungan yang ditunjukkanoleh nilai derajat keeratan hubungan(r=0,689)
..koefisien determinasi (= 0,475) pada P= 0,028
Dar hasil persamaan regresi , terihat akar dapat langsung memamfaatkan
sumber nitrogen yang terserap .

6.1.3. Kultur Kalus Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Dari hasil analisis yang dilakukan terhadap indeks periumbuhan dan

kuitur kalus sel Costus speciosus menunjukkan adanya penurunan indeks

pertumbuhan. Pada media dengan penambahan ion amonium (tanpa
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penambahan ion nitrat) terjadi penurunan sebesar 86,65%, sehingga sel kalus
nampak tidak tumbuh.

Pada kombinasi dengan penambahan ion amonium - ion nitrat dalam
berbagai rasio menunjukkan penurunan indeks pertumbuhan masing-masing
sebesar AN-1 (71,56%), AN-2 (78,76%), AN-3 (75,30%), AN-4 (70,19%), AN-5
(50,54%), AN-6 (41,87%), AN-7 (15,89%) dan AN-8 (9,35%). Sementara itu
terjadi kenaikan indeks pertumbuhan sebesar 13,94% pada media yang hanya
ditambah nitrat sebagai sumber nitrogennya (tanpa amonium), tabel 5.3 .
Perlakuan ini memberikan parameter indeks pertumbuhan terbesar pada kultur
kalus sedangkan indeks pertumbuhan terkecil ditunjukkan oleh media tanpa
penambahan ion nitrat.

Hasil uji regresi - korelasi model linear menunjukkan adanya hubungan
yang bermakna antara berbagai konsentrasi ion amonium dan pada berbagai
konsentrasi ion nitrat dengan indeks pertumbuhan kultur kalus. Hal ini
ditunjukkan oleh nilai derajat keeratan hubungan {r =0,9723) dan koefisien
determinasi (r* =0,945) pada P = 0,000. Hubungan yang signifikan juga
ditunjukkan oleh model persamaan linear dan quadratic (Lampiran 16 ).
Hubungan yang signifikan ini tidak diikuti oleh hubungan dar rasio ion amonium
dan ion nitrat, yang memperlihatkan tidak adanya hubungan antar rasio dengan
indeks pertumbuhan pada kultur pucuk.

6.1.4. Kultur Suspensi Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Hasil analisis yang ditunjukkan oleh indeks pertumbuhan kultur suspensi
sel Coslus speciosus menunjukkan adanya kenaikan indeks pertumbuhan seiring
dengan meningkatnya jumlah ion nitrat dalam media, (Lampiran 16 ). Jika

dibandingkan dengan kondisi kontroi terlihat penurunan indeks pertumbuhan
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berturut-turut sebesar A (87,71 %), AN-1 (82,03%), AN-2 (85,34%), AN-3
(75,61%), AN-4 (47 41%), AN-5 {27,57%), AN-6 (22,51%), AN-7 (9,22%) dan
AN-8 (2,47%). Penurunan indeks pertumbuhan juga terjadi pada media yang
hanya ditambah nitrat (tanpa amonium) sebesar 34,31%.

Indeks pertumbuhan terbesar diperoleh dari media AN-8 dengan rasio
amonium : nitrat sebesar 1 : 19, sedangkan indeks pertumbuhan terendah
ditunjukkan oleh kendisi media tanpa nitrat.

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang
bermakna antara rasio fon amonium - ion nitrat dengan indeks pertumbuhan
kultur suspensi. Hal ini ditunjukkan oleh nilai derajat keeratan hubungan
(r =0.9833) dan koefisien determinasi (* =0.967) pada P = 0,001.Hasil uii regresi
koreiasi pada model persamaan linear dan quadratic juga menunjukkan adanya
hubungan yang bermakna.

Pada hasil uji regresi korelasi yang ditunjukkan oleh rasio dari ion
amonium dan ion nitrat pada kuftur suspensi juga menunjukkan adanya
hubungan yang bermakna yang ditunjukkan dengan derajat keeratan hubungan

r=0,715 Koefisien determinasi = 0,511 pada P = 0,020

6.2 . Hasil Analisis Kadar Diosgenin

6.2.1. Kultur Pucuk Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Berdasarkan hasil analisis kuantitatif yang dilakukan, kadar diosgenin
yang diperoleh dari fraksi hidrolisat pada tabel 5.5 gambar 5.8 menunjukkan
penurunan kadar diosgenin dalam berbagai vanasi konsentrasi berturut-turut

sebesar A (55,69%) yaitu pada media dengan penambahan ion amonium (tanpa
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nitrat), sedangkan dari media kombinasi ion amonium-nitrat dengan berbagai
rasio terjadi penurunan berturut-turut sebesar AN-1 (20,31%), AN-2 (16,27%),
AN-3 (10,05%). AN-4 (49,14%), AN-5 (54,88%), AN-6 (53,92%), AN-7 (27,85%),
AN-8 (38,80%).

Kenaikan kadar diosgenin sebesar 6,10% terjadi pada penambahan ion
nitrat tanpa penambahan amonium. Sedangkan kadar diosgenin terendah pada
media dengan rasio ion amonium-nitrat 1,5 : 1. Sementara itu kadar diosgenin
tetinggi ditemukan pada media yang hanya menggunakan ion nitrat sebagai
sumber nitrogen tanpa penambahan ion amonium.

Hasil uji regresi — korelasi tidak menunjukkan adanya hubungan yang
benmakna antara rasio ion amonium — ion nitrat dengan kadar diosgenin kultur
pucuk, baik pada model persamaan linear maupun persamaan quadratic

(Lampiran 16 )

6.2.2. Kultur Akar Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Berdasarkan hasil analisis kuantitatif yang dilakukan, kadar diosgenin
yang diperoleh dari fraksi hidrolisat menunjukkan penurunan kadar diosgenin
pada A (32,07%) yaitu pada media dengan penambahan ion amonium {tanpa
nitrat). Sementara itu penurunan kadar diosgenin juga terjadi pada kombinasi ion
amonium-nitrat dengan berbagai rasio, dimana AN-1 (9.45%), AN-2 (21,03%),
AN-3 (27,15%), AN-5 (1,29%), AN-7 (13,51%), AN-8 (48,04%), yang ditunjukkan
pada tabel 5.6 gambar 5.9

Sementara itu kenaikan kadar diosgenin pada kultur akar terjadi pada

AN-4 (1,70%) dengan rasio 1 : 3 dan AN-6 (30,26%) dengan rasio 1 : 1.
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Sedangkan pada media yang menggunakan ion nitrat (tanpa amonium), kadar
diosgenin yang diperoleh sama dengan kadar diosgenin media kontrol.

Kadar diosgenin tertinggi pada kultur akar diperoleh dari media dengan
rasio amonium-nitrat 1 : 1, sedangkan kadar diosgenin terendah diperoleh pada
media dengan rasio ion amonium-nitrat 1 : 19.

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang
bermakna antara rasio ion amonium - ion nitrat dengan kadar diosgenin kultur

akar.
6.3. Hasil Analisis Kadar Sterol

6.3.1. Kultur Pucuk Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Analisis dilakukan dengan menggunakan KLT-densitometri dan hasil
analisis kuantitatif kadar sterol total merupakan gabungan kadar sterol terikat
fraksi hidrolisat dan kadar sterol bebas fraksi khioroform.

Hasil analisis menunjukkan bahwa kadar sterol total tertinggi diperoleh
dari media A dengan penambahan ion amonium tanpa penambahan ion nitrat
sebesar 45,70%. Pada kombinasi media yang menggunakan ion amonium-nitrat,
kenaikan kadar sterol berturut-turut sebesar AN-1 (15,15%), AN-2 (11,39%), AN-
3 (20,59%), AN-4 (15,01%), AN-5 (19,14%), AN-6 (8,16%), AN-7 (22,61%), AN-8
(20,35%).tabel 5.7 dan gambar 5.10

Kadar sterol terendah diperoleh dari media N yang menggunakan ion
nitrat tanpa penambahan ion amonium.

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang

bermakna antara berbagai konsentrasi ion amonium dan berbagai konsentrasi
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fon nitrat dengan kadar sterol kuttur pucuk. Hal ini ditunjukkan oleh nilai derajat
keeratan hubungan pada model persamaan finear (r = 0,790) dan koefisien
determinasi (° = 0,624) pada P = 0,004, demikian pula pada model
persamaanquadratic dan cubic terlihat adanya hubungan korelasi . pada
berbagai rasio ion amonium dan ion nitrat tidak menunjukkan adanya hubungan
,dari peneiitian ini terlihat bahwa sumber nitrogen diperiukan oleh tanaman dalam
pembentukan kadar fitosteroid namun rasio kombinasi ion amonium dan ion

nitrat masih belum menunjukkan hubungannya.

6.3.2. Kultur Akar Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Hasil analisis kadar sterol total kultur akar ditunjukkan dengan kenaikan
kadar sterol pada media A dengan penambahan ion amonium tanpa
penambahan ion nitrat sebesar 5,70% . Pada kombinasi media AN-1 (16,88%)
dan AN-8 (6,42%).

Penurunan kadar sterol pada media kombinasi ion amonium-nitrat
sebesar AN-2 (156,57%), AN-3 (30,21%), AN-4 (34,04%), AN-5 (42,81%), AN-6
(48,52%), AN-7 (19.71%) dan pada media yang menggunakan nitrat tanpa
amonium sebesar 17,86%. Tabel 5.8 gambar 5.11

Hasil uji regresi - korelasi Pada model persamaan cubic menunjukkan
adanya hubungan yang bermakna antara rasio ion amonium - ion nitrat dengan
kadar sterol kultur akar. Hal ini ditunjukkan oleh niiai derajat keeratan hubungan
(r=0,858 ) dan koefisien determinasi (r*=0,736 } pada P =0.0196.

Dari hasil uji regresi korelasi, menunjukkan adanya hubungan yang

bermakna antara kadar diosgenin dengan kadar sterol total kuttur akar.
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6.3.3. Kultur Kalus Costus speciosus (Koen) Smith (kode F-8)

Hasil analisis terhadap kadar sterol total kultur kalus ditentukan oieh
gabungan kadar stero! terikat fraksi hidrolisat dengan kadar sterol bebas fraksi
khioroform. Peningkatan kadar sterol ditunjukkan oleh media A dengan
penambahan ion amonium tanpa penambahan ion nitrat sebesar 66,83%. Pada
media AN-1 {20,20%), AN-2 (5,98%) AN-3 (3,94%) dan AN-8 (14,48%), yang
ditunjukkan oleh tabel 5.9 gambar §.12

Penurunan kadar sterol pada media kombinasi ion amonium-nitrat
ditunjukkan AN-4 (13,98%), AN-5 (32,50%), AN-6 (37,66%), AN-7 (26,69%) dan
pada media yang hanya menggunakan nitrat sebagai sumber nitrogen tanpa
amonium sebesar 17,37%.

Kadar sterol terendah terdapat pada AN-6 dengan rasio 1 : 1 dan kadar
sterol total tertinggi terdapat pada media A yang hanya menggunakan ion
amonium sebagai sumber nitrogen.

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang
bermakna antara rasio ion amonium - ion nitrat dengan kadar sterol kuftur kalus.
Hal ini ditunjukkan oleh nilai derajat keeratan hubungan pada mode! persamaan
cubic sebesar (r =0,837) dan koefisien determinasi (* =0,7012) pada P =0,0297

Hasil uji regresi korelasi, pada model persamaan cubic dan quadratic

juga memperlihatkan adanya keeratan hubungan ( Lampiran 16 ).

6.3.4 Kultur Suspensi Costus speciosus (Koen)} Smith (kode F-8)
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Hasil analisis kuantitatif yang diperoleh dari sterol bebas fraksi khioroform
dan sterol terikat fraksi hidrolisat menunjukkan peningkatan pada media A
dengan penambahan ion amonium sebagai sumber nitrogen tanpa penambahan
ion nitrat sebesar 1,83%.

Sedangkan pada media yang mengandung kombinasi ion amonium-nitrat
peningkatan kadar sterol terdapat pada AN-1 (12,35%) dan AN-2 (16,11%).
Penurunan kadar ditunjukkan oleh AN-3 (17,80%), AN-4 (40,62%), AN-5
(48,41%), AN-6 (24,36%), AN-7 (19,86%), AN-8 (45,32%) dan pada media yang
menggunakan nitrat tanpa amonium sebesar 44,04%.

Kadar sterol terendah ditunjukkan oleh AN-5 dengan rasio amonium-nitrat
1,5 : 1. Sedangkan kadar sterol tertinggi ditunjukkan oleh AN-2 dengan rasio
amonium-nitrat 49 : 1.

Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang
bermakna antara berbagai konsentrasi ion amonium dan berbagai konsentrasi
ion nitrat dengan kadar sterol kultur suspensi. Hal ini ditunjukkan oleh nilai
derajat keeratan hubungan (r = 0,637) dan koefisien determinasi (° = 0,406)
pada P = 0,035. Hasil yang sama juga ditunjukkan oleh rasio dari ion amonium
dan ion nitrat yang memperlihatkan adanya hubungan yang bermakna pada r
=0,715 koefisien determinasi r* = 0,511 dan pada P 0,020

Dari hasil uji regresi korelasi antara kadar diosgenin dengan kadar sterol

total kultur suspensi tidak menunjukkan adanya hubungan yang bermakna.

79
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Pertumbuhan kuttur pucuk dan kultur akar sel Costus speciosus (Koen) Smith
F-8, mencapai optimal dengan penambahan ion amonium-ion nitrat masing
masing konsentrasi Amonium 30.0 mM Nitrat 30 mM dan Amonium 20
mM,Nitrat 40 mM rasio 1 : 1 dan 1 : 2. Sedangkan pada kultur suspensi dan
kultur kalus, pertumbuhan mencapai optimal masing masing pada
konsentrasi amonium 3,0 mM dan nitrat 57,0 mM dengan rasio ion amonium-
ion nitrat 1 : 19 dan rasio 0 : 60 (media ion nitrat 60 mM tanpa penambahan
ion amoniumy.

2. Konsentrasi dan rasio ion amonium dan ion nitrat berpengaruh terhadap
kadar fitosteroid kultur jaringan Costus speciosus (Koen) Smith F-8.

- Pada kuitur pucuk dan kultur kalus
Kadar diosgenin tertinggi tercapai pada konsentrasi nitrat 60 mM rasio 0 :
60 (media dengan penambahan ion nitrat tanpa ion amonium).
Sedangkan kadar sterol tertinggi tercapai pada konsentrasi amonium
rasio 60 : 0 (media dengan penambahan ion amonium tanpa ion nitrat).

- Pada Kultur akar
Kadar diosgenin tertingqi tercapai pada konsentrasi amonium 30 mM dan
nitrat 30 mM dengan rasio media ion amonium-ion nitrat 1 : 1. Sedangkan
kadar sterol tertinggi tercapai pada media dengan konsentrasi amonium

59,4 mM dan nitrat 0,6 mM rasio ion amonium-ion nitrat 99 : 1.
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g1

- Pada kultur suspensi
Kadar sterol tertinggi tercapai pada media dengan konsentrasi amonium
5, mM dan nitrat 1,2 mM rasio ion amonium-ion nitrat rasio 49 : 1.

3. Hasil uji regresi korelasi pada berbagai konsentrasi ion amonium dan ion
nittat menunjukkan adanya hubungan yang bermakna dengan indeks
pertumbuhan kultur akar, pucuk , kalus dan suspensi

4. Hasil uji regresi - korelasi menunjukkan adanya hubungan yang bermakna
pada vanasi rasio ion amonium - ion nitrat dengan indeks pertumbuhan i
kultur akar, kultur kalus dan kultur suspensi. Adanya hubungan yang
bermakna juga ditunjukkan oleh rasio ion amonium - jon nitrat dengan kadar

sterol kultur pucuk dan kultur suspensi.
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7.2. Saran

Dari Penelitian ini disarankan untuk :

1. Dilakukan penelitian lebih fanjut mengenai konsentrasi ion nitrat pada kultur
pucuk dan kultur akar agar diperoleh informasi yang lengkap dalam
meningkatkan produksi diosgenin dan konsentrasi ion amonium dalam
meningkatkan produksi sterol kultur jaringan Costus speciosus.

2. Perlunya diadakan penelitian mengenai pengaruh sumber nitrogen lain
terhadap produksi metabolit sekunder pada kultur jaringan Costus speciosus

(Koen) Smith F-8.
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Lampiran 1. Komposisi media Murashige dan Skoog yang dimodifikasi untuk
pertumbuhan kultur pucuk, kultur akar, kultur kalus dan kultur
suspensi se! Costus speciosus {Koen) Smith kode F-8.
Jumiah {mg /1)

Komponen Kultur Pucuk ;| Kuitur Akar | Kultur Kalus | Kultur Suspensi
NHNO, 1650 1650 1650 1650
KNO; 1900 i 1900 1900 1900
CaCl,.2H,0 440 i 440 440 440

| MgS0,.7H.0O 370 : 370 370 370
KHPO, 170 170 170 170
H;BO, 6,200 6,200 6,200 6,200
MnSO..4H,0 22,300 22,300 22,300 22,300
ZnSOL.7THLO 8,600 8,600 8,600 8,600
Na;MoQ,.2H,0 0,250 0,250 0,250 0,250
CuSQ.5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,;0O 0,025 0,025 0,025 0,025
FeSQ:.7HO 27,800 27,800 27,800 27,800
Na,EDTA 37,300 37,300 37,300 37,300
Kl 0,830 0,830 0,830 0,830
As. Nikotinat 0,500 0,500 0,500 0,500
Piridoxin HCI 0,500 0,500 0,500 0,500
Glisin 2,000 2,000 2,000 2,000
Thiamin HCI 0,100 0,100 0,100 0,100
Benzyl Adenin 1,000 - - "
IBA; - 3,000 - -
Kinetin - - 2,000 2,000
24D - - 0,500 0,500
Sukrosa 30000 30000 30000 30000
Mio-inositol 100 100 100 100
Casein Hidrosilat 2000 1000 1000 1000
Agar - - 7 -
pH 56-57 56-57 56-57 56-5,7
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Lampiran 2. Skema pembuatan media BAC, kultur pucuk Coslus speciosts
{Koen} Smith kode F-8.

Larutan stok komponen media MS dengan konsentrasi 100 kali

'

Masing-masing diambil 10 ml

Ditambah 10 mi BA (1 mg/10 ml)

;

Ditambah 2 gram kasein hidrosilat

;

Ditambah 100 mg Mio-inositol

'

Ditambah 30 g sukrosa

|

Ditarnbah air suling sampai 3/4 volume akhir

pH diatur sampai 5,6 - 5,7 dengan NaCH 0,1N atau HCI 01N

'

Ditambah dengan air suling sampai volume akhur (1 fiter)

Panaskan sampai larut

!

Masukkan dalam botol

|

Ctokiaf 121°C selama 20 menit

|

Simpan di nuang bersuhu 25°C (ruang kultur)
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Lampiran 3. Skema pembuatan media 1BA; kultur akar Costus speciosus
(Koen) Smith kode +-8.
Diambil 10 ml dari tiap larutan stok media MS (pada lamp.1 no. 1-18)
Dimasukkan dalam beker glass 1 liter
- Ditambahkan 100 mg Mio-inosiol
- Ditambahkan 1 g kasein hidrosilat
- Ditambahkan 30 g sukrosa
- Ditambahkan air suling sampai 3/4
v volume akhir
pH diatur 56 - 5,7 dengan penambahan NaOH 0,1N atau HCI 0,1N
- Ditambahkan air suling sampai
volume akhir (1 iter)
- Diukur konduktivitas media
Masukkan 25 mi media ke dalam botol kuftur
Otoklaf 121°C selama 20 menit
Simpan di ruang bersuhu 25°C (ruang kuitur)
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Lampiran 4. Skema pembuatan media kultur kalus dan kultur suspensi Coslus
speciosus (Koen) Smith kode F-8.

Larutan stok komponen media MS

!

Masing-masing diambil 10 ml

Ditambah 1 gram kasein hidrosilat dan 100 mg Mio-inositol

!

Ditambah 30 g sukrosa

;

Ditambah air suling sampai 3/4 volume akhir

pH diatur sampai 5,6 - 5,7 dengan NaOH 0, 1N atau HCI G,1N

'

Ditambah dengan air suling sampai volume akhir (1 liter)

|
! '

Jntuk media padat Untuk media cair
Tambahkan agar Masukkan ke dalam erlenmeyer

:

Masukkan dalam botol bermmulut lebar

|

Otokiaf 121°C seiama 20 menit

;

Simpan di ruang bersuhu 25°C (ruang kuttur)
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Lampiran 5. Skema ekstraksi sapogenin steroid dan sterol.

0,5 g serbuk kering

;

Ekstraksi dengan 8 mi khioroform selama 10 menit (4 kali)

Filtrat {fraksi khioroform}) Residu
Uapkan ad kering Hidrolisis dengan 10 mi HCl 2N
sefama 2 jam 100°C

Tentukan sterol bebas ‘
Dibasakan dengan NaCH 10 N

sampai pH 10

Ekstraksi dengan khiloroform 8 mi
selama 10 menit, sentrifugasi
2500 rpm selama 10 menit (4 kali)

|
! v

Residu Filtrat (fraksi hidrolisat)

;

Diuapkan

Ditarutkan dalam khioroform 2 mi

!

Analisis kualitatif dan kuantitatif
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Lampiran 6
Analisis of Variance Indeks Pertumbuhan ({P) Pada Kultur Kalus
Descriptives
1P Pada Kultur Kalus
N Mean Std. Deviation | Minimum Maximum
A 30 67147 3.1812€-02 .583 .728
AN-1 30 1.43050 .13865 1.193 1.835
AN-2 29 1.06769 7.8717E-02 959 1.331
AN-3 29 1.20741 AT312 548 1.367
AN-4 30 1.50820 24014 1.101 1.942
AN-5 a0 2.48620 24575 2.148 2.852
AN-& 30 292253 29079 2.462 3.464
AN-7 17 4.22906 57776 3.345 5625
AN-8 a0 4 55797 35849 4036 5221
N 30 5.72877 42238 4938 6.476
Kontrol 18 563767 42482 4723 6.261
Total 303 2.70138 1.78085 548 6.476
ANOVA
IP Pada Kultur Kalus
Sum of

| Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 932.689 10 93.299 1099.165 000
Within Groups 24.785 292 B8.4BBE-02
Total 957.774 302

Lampiran 7

Analisis of Variance Indeks Pertumbuhan (IP) Pada Kultur Pucuk

Descriptives
IP Pada Kultur Pucuk

N Mean Std. Deviation | Minimum Maximum
A 12 1.67250 13844 1.498 1.985
AN-1 12 1.25008 13088 1.038 151
AN-2 12 1.26283 .16425 1.054 1629
AN-3 10 1.55430 .13633 1.368 1.764
AN-4 10 1.56600 .2303¢ 1.157 1.975
AN-5 10 1.64740 19922 1.343 1.931
AN-6 12 1.98250 24074 1611 2.345
AN-7 12 163558 .19866 1.351 1976
AN-8 12 1.58608 14349 1.371 1.826
N i3 1.37785 13538 1.216 1.690
Kontrol 12 1.66900 - 24505 1.381 2.171
Yotal 127 1.56135 .26838 1.038 2.345
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ANQVA
IP Pada Kultur Pucuk
Sum of
| Squares of Mean Square F Sig.

Between Groups 5234 10 523 15.803 000
within Groups 3.842 116 3.312E-02
Total 9.075 126

Lampiran §

Analisis of Variance Indeks Pertumbuhan (IP) Pada Kultur Akar

Descriptives
IP Pada Kultur Akar
N Mean Std. Deviation | Minimum Maximum
A 10 44060 3.0178E-02 .aré AT7
AN-1 10 41840 4.3321E-02 359 466
AN-2 10 AB720 4 7539E-02 374 563
AN-3 9 52667 4 4576E.02 463 584
AN-4 10 .53080 2.5965E-02 463 .550
AN-5 10 60700 1.9391E-02 .581 645
AN-6 10 54280 6.5243E-02 509 736
AN-7 7 65214 .12916 406 814
AN-8 8 64925 5.5792E-02 .591 J37
N 8 52538 4 917302 .460 604
Kontrol 10 768600 2.5267E-02 746 824
Total 102 56696 .11763 .358 .B24
ANQOVA
IP Pada Kultur Akar
Sum of

| Squares of Mean Square F Sig.
Between Groups 1.144 10 114 41.037 000
Within Groups 254 91 2.787€-03
Total 1.397 101
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Analisis of Variance Indeks Pertumbuhan (IP) Pada Kultur Suspensi

Descriptives
IP Pada Kultur Suspensi

Mean Std. Deviation | Minimum Maximum
A 10 65290 7.2095E-02 545 .762
AN-1 10 95550 4.3687€-02 869 1023
AN-2 9 77889 40156 618 .89g
AN-3 1¢ 1.29560 11434 1.179 1.596
AN-4 8 2.79363 15363 2638 3.023
AN-5 9 3.84822 28684 3.440 4.261
AN-6 10 411740 .21826 3.765 4.464
AN-7 10 4.82340 48598 4119 5.564
AN-8 10 5.18160 .38733 4,644 5.809
N 9 3.51033 .24025 3.132 3.934
Kontrol 10 5.41300 36241 4.747 5.745
Total 105 3.04743 1.80131 545 5,809

ANOVA
1P Pada Kuttur Suspensi
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.

Between Groups 330.815 10 33.082 468612 .
Within Groups 6.636 94 7.059E-02
Total 337.451 104
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Oneway - Kadar Diosgenin Pada Kultur Pucuk

ANOVA
Kadar Diosgenin
Sum of
Squares of Mean Square F Sig. |
Between Groups | 85360.600 10 8536.050 108.305 .000
Within Groups 1891.566 24 78.815
Yotal 87252167 34
Subset for alpha = 05
Kode N 1 2 3 4 6
AN-S 2 | 11556950
AN-§ & | 118.02000
AN-4 2 | 130.27950 .
AN-8 6 156.76933
A 2 164.51950
AN-7 6 : 184.81417
AN-1 2 20410800
AN-2 2 214.47000 | 214.47000
AN-3 2 230.36850
Kontrot 2 256.13750
N 3 271.76433
Lampiran 11
Oneway - Diosgenin Kultur Akar
ANOVA
Kadar Diosgenin
Sumof
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 8572.976 10 857.298 10.420 000
Within Groups 1234077 15 82272
Total 9807.053 25
Subset for alpha = 05
Kode N 1 2 3 4
N 2] 4753800
AN-2 4| 6096375 | 6096375
A 2| 6215650 | 62.15850
AN-8 2| 6479850} 64.79850
AN-3 2] 6665900 | 6665900
AN-1 4 73781268 | 73.78125
AN-T 2 79.13700 | 79.13700
AN-S 2 90.31600
Kontrol 2 91.50000
} AN 2 9305150
U - : 119.48200
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Lamprran 12 96
Oneway - Kadar Sterol Pada Kultur Pucuk
ANOVA
Kadar Sterol
Sum of : .
Squares df Mean Square F Sig. >
Between Groups 5825653 10 582.565 1.249 29
Within Groupe 18196.968 39 466.589
Total 24022621 49
Subset for 2lpha = .05
Kode N 1 2
N 4| 4196900
AN-8 4] 49.16125 | 49.16125
Kontrol 4| 6171825 | 61.71825
AN-1 8| 6189288 ] 6189288
AN-E 4| 6675325 | 66.75325
AN-2 4| 67.19400 ] 67.19400
AN-4 4| 7194575 | 7194575
AN-5 4| 7345925 | 73.45925
AN-3 a | 7442675 | T4.42675
AN-7 4| 7567050 | 7567050
A 6 79.80450
‘Lampiran 13
Oneway - Sterol Kultur Akar
ANOVA
¥adar Sterol
Sum of
| Squares df Mean Square ¥ Sig.
Between Groups 5994 853 10 599.495 7.764 000
Within Groups 2548.118 33 77.216
Total 8543071 43
Subset for alpha = .05
K N 1 2 3 4 5 6 7
AN-6 4| 2969575
AN-5 4| 3299025 | 32.99%025
AN-4 4| 3804875 ] 3804875 | 38.04875
AN-3 4 4525650 | 4525650 | 4525650
N 4 47.38225 | 4738225 | 47.38225
AN-2 4 4870150 | 4870150 | 48.70150 | 48.70150
AN-7 4 s281125 | 5281125 ] s261125
Kontrol 4 5768600 ! 5768500 { 5768600 | S7.66600
A 4 6097100 | 6097100 { 6€0.97¢00
AN-8 a4 6167725 6187725
AN-{ 41 ' 67.44875
TESIS I.DENGARUH KONSENTRASI RASIO ... RATNA KUSUMA
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Lampiran 14
Oneway - Kadar Sterol Pada Kultur Kalus

ANOVA
Kadar Stecol
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 32769.779 10 3276.976 13.333 000
Within Groups 14501430 | . 59 245,787 '
Total 47271.209 69
: Subset for alpha = .05
Kode N 1 2 3 4
ANE 8| 3860688
AN-§ 9| 4021711
AN-7 8| 42.16150
AN-4 6 | 5377967 | £3.77957
N 7 1 5633400 | 56.33400
Kontrol 4 6893550 | 68.93550 -
AN-3 6 77.20150
AN-2 6 78.21450
AN-8 6 82.95217
AN-1 6 |- £5.98563
A 4 114.97375
Lampiran 15
Oneway - Kadar Sterot Pada Kuitur Suspensi
- ANOVA
Kadar Sterof
Sum of
Squares df Mezn Square F Sig.
Between Groups | 65553.174 10 6555.317 2.857 006
Within Groups 123902.63 54 2294.493
Yoial 189455.80 64
Subset for aipha = 05
Kode N 1 2
AN-5 8] 6896113
AN-4 6 | 69.76033 _ ) -
N 4| 7480500 | - :
AN-8 71 7829814 |
AN-S 6 | 76.80083
AN-3 . 6| 10220950 | 102.2¢950
AN-7 & | 10700237 | 107.00237
A 5 | 129.93380 | 129:93380
Konirot 4 1 134.18500 | 134.18500
AN-2 6 15522417
AN-1 5 15720760
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Lampiran 16, Model Persamaan Regresi Indek Pertumbuhan Kultur Jaringan Costus speciosus

R=0,8592 R’=0,7382
Fnitr=25,372*  P=0,0007

R=0,9733
Fnit=72,0244*

R?=0,9474
P=0,000

Y X Model Persamaan Linier / Koefisien Determinasi
Linear Quadratic Cubic
P Amonium Y=-0,0022X+1,6425 Y=-0,0004X*+0,0229X+1,3868 Y=3E-06X"-0,0006X°+0,0272+1,4257
Kultur R=0,2386 R’=0,0569 | R=0,7041 R=0,4958 R=0,7078 R*=0,501
Pucuk Fnit=0,5431 P=0,4799 | Fnit=3,933 P=0,646 Fnit=2,343 P=0.159
Nitrat Y=0,0022X+1,5085 Y=.0,0004X7+0,0211X+1,4404 Y=-3E-06X’-9E-05X*+0,0169X+1,3989
R=0,2386 R?=0,0569 | R=0,7041 R*=0,4958 R=0,7078 R’=0,501
Fnit=0,5431 P=0,4799 | Fnit=3,933 P=0,646 Fhit=2,343 P=1.59
IP Amonium =-0,0032x+0,6815 Y=-0,0002x%+0,0077x+0,5869 Y=6E-06X"-0,0007X7+0,0197X+0,5583
Kultur R=0,6520 R*0,4252 | R=0,8824 R=0,7787 R=0,9226 R*=0,851
Akar Fnit=6,656* P=0,0297 | Fnit=14,071* P=0,0024 Fnit=13,351% P=0,0028
Nitrat Y=-0,0032x+0,4905 Y=-0,0002x"+0,0129x+0,4335 =-6E-06x"+0,0004x™+0,0013x+0,4571
R=0,6520 R*=0,4252 | R=0,8824 R*=0,7787 R=0,9226 R* 0,851
Fnit=6,656* P=0,0297 | Fnit=14,071* P=0,0024 Fnit=13,351* P=0,0028
IP Amonium Y=-0,0774x+5,529 Y=-8E-05x%-0,0725x+5,4864 Y=6E-05x"+0,0054x7-0,0445x+5,2055
Kultur R=0,5589 R*=0,9195 | R=0,9590 R’=0,9197 R=0,9723 R*=0,9453
Kalus Fnit=102,778*  P=0,000 Fnit=45,841* P=0,000 Fnit=40,3168*  P=0,0001
Nitrat Y=0,0774x+0,882 Y=-8E-05x"+0,08 | 8x+0,8568 Y=-6E-05X"+0,0052X?-0,0317X+1,0884
R=0,5589 R¥0,9195 R=0,9590 R*=0,9197 R=0,9723 R*=0,9453
Fnit=102,778*  P=0,000 Fnit=45,841* P=0,000 Fnit=40,3168*  P=0,0001
IP Amonium Y=-0,0703x+],2728 Y=-0,0022x°+0,0706x+4,273 Y=5E-05X"-0,007X7+0,174X+4,0249
Kultur R=0,8592 R’=0,7382 | R=0,9733 R?=0,9474 R=0,9833 R*0,96679
Suspensi Fnit=25,372*  P=0,0007 Fnit=72,0244*  P=0,000 Fnit=67,9207*  P=0,000
Nitrat Y=0,0703x+1,2728 Y=-0,0022x*+0,1951x+0,5374 =-5E-05X7+0,0025X7+0,0948 X+0,742

R=0,96679
P=0,000

R=0,9833
Fnit=67,9200*
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Lampiran 17, Model Persamaan Regresi Kadar Fitosteroid Kultur Jaringan Costus speciosus

Model Persamaan / Koefisien Determinasi

Y X
Linear Quadratic Cubic
Y=-0,3876X+199,70 Y=0,0698X7-4,8318X+238 2 Y=0,0025X>-0,1522X7+0,0105X+226, 58
Amonium | R=0,1592 R?=0,0253 R=0,51043 R*=0,26054 R=0,5555 R?=0,3086
Fnit=0,23387 P=0,6402 Fnit=1,4093P=0,2990 Fnit=1,0416 P=0,4314
Diosgenin
Pucuk Y=0,3876X+176,45 Y=0,0698X7-3,5465X+199,64 Y=-0,0025X°+0,2894X"-8,2427X+209
Nitrat R=0,1592 R*=0,0253 R=0,51043 R*=0,26054 R=0,5555 R*=0,3086
Fnit=0,23387 P=0,6402 Fnit=1,4093 P=0,2990 Fnit=1,0416 P=0,4314
¥=-0,1215X+82,059 Y=-0,043X7+2,8568X+51,077 Y=0,0002X"-0,0629X+3,2916X+50,033
Amonium | R=0,13902 R*=0,0193 R=0,8433 R*™=0,71116 R=0,8451 R*=0,7142
Diosgenin Fnit=0,17737 P=0,6835 Fnit=9,8483*P=0,007 Enit=5,82995P=0,0256
Akar Y=0,1215X+74,769 Y=-0,043X*+2,2998X+67,786 Y=-0,0002X"-0,0233X*+1,8781 X+68,647
Nitrat R=0,13902 R*=0,0193 R=0,8433 R*=0,71116 R=0,8451 R*=0,7142
Fnit=0,17737 P=0,6835 Fnit=9 8483 P=0,007 Fnit=5,8299 P=0,0256
Y=0,9262X+102,69 Y=-0,0223X%+2,3472X+90,386 Y=0,0012X"-0,134X%+0,4783 1 X+84,54
Amonium | R=0,79002 R’=0,6242 | R=0,8532 R*=0,7279 R=0,8834 R%=0,7805
Sterol Fnit=14,9465* P=0,0038 | Fnit=10,7033 * P=0,0055 Fnit=8,2956* P=0,0105
Pucuk Y=-09262X+158,26 Y=-0,0223X7+0,3318X+150,85 Y=-0,0012X"+0,0881X%-2,0306X+155,67
Nitrat R=0,79002 R’=0,6242 | R=0,8532 R¥*=0,7279 R=0,8834 R*=0,7803
Fnit=14,9465*  P=0,0038 | Fnit=10,7033* P=0,0055 Fnit=8,2956* P=0,0105
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Y=0,046X+94,951

Y=0,0423X"-2.6462X+118,27

¥=0,0029X"-0,2225X%+3,1302X+104,4]

Amonium | R=0,04114 R’=0,0017 | R=0,6413 R¥=0,41123 R=0,858 R*=0,736
Sterol Fnit=0,01526 P=0,9044 Fnit=2,7938 P=-0,1202 Fhit=6,505 * P=0,0196
Akar Y=-0,046X+97.712 Y=0,0423X°-2,4292X+111.76 ¥=-0,0029X’+0,3042X%-8,0314X+123,19
Nitrat R=0,04114 R*=0,0017 R=0,6413 R*=0,41123 R=0,858 R’=0,736
Fnit=0,01526  P=09044 Fnit=2,7938 P=0,1202 Fnit=6,5035* P=0,0196
Y=0,8193X+156,11 Y=0,0681X°-3,5139X+144 48 Y=0,00283"-0,184X%+1,9842X+131,29
. R=0,44609 R=0,199 R=0,7695 R2=0,5921 R=0,8374 R*<0,7012
Amonium
Sterol Fnit=2,2359*  P=0,169] Fnit=5,8073* P=0,0277 Fnit=5,4744+ P=0,0297
Kalus Y=0,8193X+156.11 Y=0,0681X%-4,6552X+178.72 Y=-0,0028X"+0,3174%-4 9875X+1.896
Nitrat R=0,44609 R*=0,199 R=0,7695 R*=0,5921 R=0,8374 R*=0,7012
Fnit=2,2359*  P=0,169) Fnit=5,8073* P=0,0277 Fnit=5,4744 * P=0,0297
Y=1,8266X+152.03 Y=0,0336X"-0,3113X+170,55 Y=0,0085X"-0,7346X*+16,444+130,34
. R=0,6373 R’=0,4061 | R=0.6674 R*=0,4454 R=0,9280 R%=0,8612
Amonium
Fnit=6,1551* P=0,0349 | Fnit=3.2129 P=0,0946 Fnit=14,4758 * P=0,0022
Sterol
Suspensi Y=-1,8266X+261,63 Y=0,0336X-3,719X+272, 79 Y=-0,0085X"+0,7934X-19,969+305.94
Nitrat R=0,6373 R’=0,4061 | R=06674 R?=0,4454 R=0,9280 R’=0,8612
Fit=6,1551 * P=0,0349 | Fnit=3,2129 P=0,0946 Fnit=14,4758% P=0,0022

<
=
]
n
]
N4
<
P4
T
<
o
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Lampiran 18, Kurva hubungan Indeks Pertumbuhan Kultur Pucuk, Kultur Akar

20

20

y = 0.0022x + 1.5085

R? = 0.0569(NO3)

4

y = -0.0022x + 1,6425

R? = 0.0569(NH4)

40
Amenium ! Nitrat (mM}

60

80

y = 0.0032x + 0.4905 -
R = 0. 4252(NO3Y)

)

y = -0.0032x + 0.6815
R? = 0.4252(NH4)

40
Amonijum / Nitrat (mM}

60

a0

P Kultur Pucuk

IP Kuttur Akar

20

20

y = -0.0004x° + 0.0229x + 1.2868

R’ = 0.4958(NO3)

y = -0.0004x° + 0.0211x + 1.4404

R? = 0.4958(NH4)

40 &0
Amonium / Nitrat {mM)

80

y = -0.0002% + 0.0129x + 0.4335 |

R™ = 0.7787(NO3)

]

y = -0.0002x + 0.0077x + 0.5869 .

R’ = 0.7787(NH4)

40
Amonium / Nitrat (mM}

60

80

P Kultur Pucuk

IP Kultur Akar

08
08
0.4
02
0

20

20

y = -3E-06x° - 9E-05:¢ + 0.0160x + 1.3989
R? = 0.501(NO3)

<
=
-]
[
2
N4
<
z
?

y = 3E-06x* - 0.0006%° + 0.0272x + 1.4257

R? = 0.501(NH4)

40 60

Amonium / Nitrat {(mM}

y = BE-06x° + 0.00041° + 0.0013¢+ 0,

R? = 0 8512(NO3}

&

y = 6E-06x" - 0 0007x" + 0.0197x + 0.5563

R = 0 8512 (NH4)

40
Amonium { Nitrat {(mM}

60

TRASI FBSIO ...
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Lampiran 19. Kurva hubungan Indeks Pertumbuhan Kultur Kalus, Kultur Suspensi

¥ = -BE-05x + 0.0052)¢ - 0.0317x + 1.0884

RATNA KUSUMA

s ——— R . .
y=00774x + 0.8824 7 y = -BE-05x° + (0 0818x + 0.8568

7 7. 7.
6. RE=09195(N0Y | R? = 0.9197(NO3) | 6 | R? = 0.9453 (NO3)

g T e A _ g 4 A

55 35 lgs

m 4 . L] ol v 4 : & . “ 4

5 5 Y = -BE-05¢ - D.0725x + 5.4864 5.

£3 y = -0.0774x + 5,529 £ 3 2 £ 3.

2, 2, R® = 0.9197(NH4) 2,

g 2 = 1.8185(NH4) o : a :
\ _ _ ! ! y = 8E-05x’ - 0.0054x” + #.0445x + 5.2055
0+—— T e e——— . - . _ | 0 . _ 04 e . 13~|‘|D°.NWWMZILV T

0 20 40 60 80 | | 0 20 40 60 80 0 20 40 0 g0
Amonium / Nitrat (mM) _ . Amonium / Nitrat {mM) _ Amonium f Nitrat {(mM) 2
—— Loy u =
Z
w

6 y=00703x +1.2728 _ 7 8 y = -0.0022¢" + 0.1951x + 0.5374 _ 6 y = -5E-05x" + 0.0025x° + 0.0948x + o.@ﬁ _
g5 = 0738200 |1 B . a R 5 0.9474 B ! = 0.9688(NO3) =

[ :

£ L -2 | g4 5

=2 A : = : = Z

£2: - 2,

' : 2.
g, y=-0.0703x + 54037 3 | 2 . o 2o y = SE-05x - 0.007%4,0.174x + 4.0249
o ; A R? = 0.7382(NH4) 4 o . R’ = 0.9474(NH4) m _ o ! R? = 0.966
- . . ce— - e C——— . - - _ . ] | : : : I o . . Ca
0 20 40 60 80 ¢ 0 20 40 60 80 | | o 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM) Amaonium / Nitrat {mM) _ Amonium / Nitrat {mM)
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Lampiran 20. Kurva hubungan Diosgenin Kultur Pucuk, Kultur Akar

y=0.3876x+ 178,45

300 R? 5 0.0253(NO3) - .
. s !
250§ . A . 1
200 #— [ Y |
ol - » X H
gisofe . ° _
100 - 4 00
_ y = -0.3878x + 199.7
S0 - R? = 0.0253(NH4)
o . —— . ey o !
0 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM) _
. ]
_ |
140 | y=0.1215x + 74.769 |
120 | . R?=0.0183(NO3) . |
._“N ‘ * N, me B0 -
’.Illllllll*.l .
60 4% ¢ "o
4" o
20 i y=-0.1215x + 82.059
Y R’ = 0.0193(NH4)
0 20 40 80 80
Amonium ! Nitrat (mM)

Diosgenin Akar (ug/g BK)

Diosgenin Pucuk {uglg BK) ;

y = 0.0698x’ - 3.5465x + 109.64 |

. + RP=0.2605(NO3)
»
|

a®
a0 e °
y = 0.0698x° - 4.8318x + 238.2
R? = 0.2605(NH4) m
20 40 60 80 |
Amonium { Nitrat (mM}

y = -0.043x° + 2.2068x + 67.786

» R?= 0.7112(NO3)

1

20

y = -0.043¢° + 2.8568x + 51.077
R = 0.7412 (NH4)

40
Amonium ! Nitrat {mM)

60 a0

<
=
2
[0}
o}
X
<
Z
T
<
—— oo - . - e - e m am .,..k...|||R..
® 300 . y = -0.0025¢ + 0.2894x” - 8.2427x + 209.22
& 2
2 a0t o R? 3,0.3086(NOX
- h
-
(L3
= '
o R
m A 8 @ _
& 50! y = 0.0025x’ - 0.1522¢ + 0.0105x + 226.58;
2 R? = 0 3086(NH4) o
=] 0 - Rilinietutnd St =
0 20 40 60 800
Amonium / Nitrat {mM) m
T
£
L
(%2}
Z
S O 4
£ 10, ¥ = -0.0002¢" -0.0233¢" + 1.8781x + mmw
= 120 - R°=0.7142 z
w 100 - Q
m 80 - n
< 60
e 40- y = 0.0002x° - 0.0629x" + 3 2916x + 50.033
$ 20 R2=07142
% 04 .. . e - [
0 20 40 60 80
Amonium / Nitrat (mM)
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Lampiran 21. Kurva hubungan Sterol Kultur Pucuk, Kultur Akar

|
!
|

S

=]

=]
—

y = -0.9262x + 156 26

R? = 0.8242(NO3)e

o &

&

50 y = 0.92682x + 102.89
0L R’ = 0.6242(NH4)
] 20 40 60 80
Amonium { Nitrat (mM)
160 - y=-0.048x + 97,712
1 2
140 | m... 0.0017(NO3)
120 +. . . R s
160 - —y,
80{ & . e
60 - L a *

40 ‘ y = 0.046x + 94,851
20 . R = 0.0017(NH4)
O N . .

0 20 40 80 80

Amonium / Nitrat (mM)]

Sterol Pucuk (ug/g BK)

Sterol Akar (ugig BK)

y = 0.02233 + 0.3318x + 150.85 |

R’ = 3728(NO3)

160

140 3

120
100
80
60
40
20

| PP

2

2

0

0

¥ = 0 0223%° + 2.3472x + 90.386
R? = 0.728(NH4)

40
Amonium / Nitrat (mM}

60

80

y=0.0423x" - 2.4292x + 111.76

R = 0.412(NO3)
&

y =0.0423% - 2.6462x + 118.27
R’ = 0.4112(NH4}

40
Amonium / Nitrat {mM})

60

80

Sterol Pucuk {ug/g BK)

Sterol Akar (ug/g BK)

¢ 2

¥ =-0.0012x + 0.0881x - 2.0306x + 15
R? = (0.780%

ATNA KUSUMA

14
5.67

; y=0.0012¢ - 0.134x° + 4.7831x + 84.54
i i : :
[ Foxors o
. S8
0 20 40 80 B0
Amonium / Nitrat (mM} 2
L E
P4
w
[72]
y = -0.00201C + 0.304252 - 8.0314x + 12819
R’ = 0.736(NQ3) 5
S [ ] ¥ a W
A
Ll
i o

a
y = 0.0029x" - 0.2225x + 3.1302x + 104.41

0

R = 0. 736(NH4)

40 60
Amonium / Nitrat (mM)

80
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Lampiran 22. Kurva hubungan Sterol Kultur Kalus, Kultur Suspensi

y=-0.8183x + 158.11

s m
x 250 % R? = 0.199(NO3) . _.
@ 200 | i

B _ _

<3

_.mm mom, y = 0.8183x + 106.95 ,

| mw R?=0,199(NH4) |

mDln.,_.,.. 0. - S L _

| 0 20 40 60 8

e Amonium / Nitrat {(mM) _

2 i

L

>

- L _.

|Z€ 150 y = -1.8266x + 261.63 |

! ] . ul ;

_mm 200 v R?=0.4081(NO3) o 7

=32

o8 2

_P

2§

o9 i |

T_ns 100 y=1.8266x + 162,03 |

|m m: R? = 0.4061(NH4)

| 04 - - e o S . o

| 0 20 40 60 80

Amonium { Nitrat (mM}

Sterol Kalus (uglg BK)

Sterol Suspensi {ugig BK}

250

200 ;

150 |
100 1

50

350
300

250 1
200 ;

150
100
50

< z = “t
n.ﬁ%.q SYLISYaAING, <
» 1.NHDLEE W
—1T1 K Z
) 3
T
7 _. . - . e ——— - e ——— ..|.....M -
y = 0.0681x° - 4.6552x + 178.72 | g 250 \ y = -0.0028x’ * 0.3174x7 - 9.9875x + 189.6
R? = 0.5921{NO3) . S m 200 R? = 0.7012(NO3P
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