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ABSTRAK 
 

Asam askorbat merupakan salah satu antioksidan yang dijumpai dalam kelopak bunga rosela. 

Produksinya secara konvensional memerlukan waktu dn lahan yang luas, sehingga diperlukan metode 

alternatif menggunakan pembentukan kalus secara in vitro.  Sukrosa  berperan sebagai sumber karbon 

utama dalam medium MS, slain itu dapat berperan sebagai prazat pembentukan asam askorbat.  Penelitian 

ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh penambahan sukrosa dalam pembentukan kalus dan produksi asam 

askorbat.  Perlakuan yang diberikan adalah beberapa konsentrasi sukrosa yaitu 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L dan 

50 g/L dalam medium kultur.  Kultur diinkubasi selama 42 hari dengan subkultur 2 kali setiap 10 hari sekali.  

Analisis kandungan asam askorbat dilakukan dengan metode titrasi iodometri. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa kalus terbentuk paling cepat pada penambahan sukrosa 20 g/L sedangkan kandungan 

asam askorbat tertinggi diperoleh pada kalus dengan penambahan sukrosa 50 g/ L. 

 

Kata kunci : kalus rosela, asam askorbat, sukrosa  

 

ABSTRAK 
 

Ascorbic acid is an antioxidant which is found in rosella flower. Its production through conventional 

method needs long time and wide field, so an alternative method through development of callus invitro is 

conducted. Sucrose is a main carbon source in MS medium and this sugar plays role as precursor for the 

formation of ascorbic acid. This study was conducted to determine the effect of sucrose concentration on 

callus formation and production of ascorbic acid. Sucrose was added to the media at the concentration  of          

20 g/L, 30 g/L, 40 g/L and 50 g/L. The culture was incubated for 42 days with twice subculture every              

10 days.  Analysis of ascorbic acid was perfomed using iodometry. The results showed that the callus was 

grow better in sucrose of 20 g/L while the ascorbic acid production was better in sucrose 50 g/L.  
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PENDAHULUAN 
Rosela (Hibiscus sabdariffa L.) merupakan 

tanaman tropis anggota familia Malvaceae yang  

memiliki kelopak bunga yang berwarna merah, 

yang mengandung senyawa antioksidan. 

Antioksidan adalah senyawa yang mampu 

menghambat oksidasi radikal bebas 

(Mardiah,2009). Antioksidan yang melimpah 

dalam kelopak bunga rosela  tersebut adalah asam 

askorbat. Kebutuhan antioksidan dari kelopak 

bunga memerlukan bahan baku yang sangat 

banyak. Oleh karena itu, diperlukan metode yang 

lebih efisien untuk produksi metabolit sekunder 

tumbuhan, seperti asam askorbat, melalui teknik 

kultur jaringan. Salah satu teknik kultur jaringan 

yang memungkinkan digunakan untuk produksi 

asam askorbat adalah melalui pengembangan 

teknik induksi kalus. Kalus merupakan jaringan 

non diferensiatif yang terbentuk dari organ yang 

dilukai dan ditumbuhkan dalam medium secara in 

vitro.  Komponen utama dari medium kultur 

adalah mineral dan gula sebagai  sumber karbon 

utama. Umumnya gula yang diberikan ke dalam 

medium MS adalah berupa sukrosa (Torres, 1989).  
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Sukrosa dalam medium kultur juga dapat 

digunakan sebagai prazat pembentukan metabolit 

sekunder asam akorbat, karena vitamin C pada 

tumbuhan terbentuk dari glukosa melalui jalur 

asam D-glukoronat dan L-gulonat (Manitto,1981). 

Hasil penelitian melaporkan bahwa peningkatan 

konsentrasi sukrosa dapat meningkatkan produksi 

alkaloida pada kultur kalus Catharanthus roseus            

(Carew dan Krueger, 1977; Sumardi,2001). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji peran 

sukrosa terhadap pembentukan kalus dan 

mengetahui kandungan vitamin C dari kalus yang 

terbentuk. 

 

METODOLOGI 
Inisiasi kultur 

Eksplan berupa daun rosela urutan ke 3 

dari pucuk dicuci dengan air mengalir dan 

detergen, kemudian disterilisasi dengan larutan 

NaHipoklorit 10% selama 5 menit dan dibilas 

dengan akuades steril. Eksplan dibilas dengan 

alkohol 70% beberapa menit selanjutnya ditanam 

dalam botol kultur.  Medium yang digunakan 

adalah medium MS yang diberi zpt NAA 2 ppm dan 

BAP 3 ppm dan penambahan sukrosa 20 g/L,30 

g/L,40 g/L, 50 g/L, serta 1 perlakuan tanpa diberi 

sukrosa.  

Kultur dipelihara dengan melakukan 

subkultur setiap 10 hari sekali. Kalus yang tumbuh 

hasil subkultur yang ke-2 dipanen. 

 

Analisis kandungan vitamin C kalus dengan 

metode titrasi iodometri 

Kalus hasil dari tiap perlakuan sukrosa 

diekstraksi dengan akuades, hasilnya kemudian  

dimasukkan dalam labu ukur 50 mL. Akuades 

ditambahkan ke dalam labu ukur tersebut sampai 

volume mencapai 50 mL, lalu disaring dengan 

kertas saring. Filtrat sebanyak 10 mL dimasukkan 

dalam labu Erlenmeyer 125 mL, kemudian 

ditambahkan 2 mL larutan amilum 1%. Larutan 

tersebut selanjutnya dititrasi dengan larutan iodin 

standar standar 0,01 N sampai larutan berubah 

warna menjadi biru. Kandungan asam askorbat 

dalam kalus ditentukan dengan  menggunakan 

rumus sbb: 

Kandungan Vit.C : 50/10 x 0,88x b 

         A 

Keterangan : 

b: volume rata-rata hasil titrasi (mL)  

A: Berat Sampel (g). Sudarmaji (1989) 

 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa daun 

rosela mampu mengalami dediferensiasi menjadi 

kalus pada medium MS yang mengandung 

kombinasi zpt yang sama  NAA 2 ppm dan BAP 3 

ppm.  Penambahan sukrosa ke dalam medium MS 

memberikan pengaruh  secara signifikan. Inkubasi 

kultur selama 42 hari cukup memberikan 

gambaran respon eksplan terhadap penambahan 

sukrosa dalam medium.  

Histogram pada Gambar 1 menunjukkan 

bahwa eksplan berupa daun rosela memberikan 

respon terhadap medium MS yang mengandung 

NAA dan BAP serta penambahan sukrosa. Kalus 

terbentuk paling cepat terjadi pada perlakuan 

konsentrasi sukrosa 40g/L dan 50 g/L yaitu pada 

hari ke 4.  Penambahan sukrosa sebanyak 20 g/L 

maupun 30g/L memberikan efek lebih lambat 

daripada perlakuan sebelumnya yaitu pada hari  

ke 5.  Hal ini membuktikan bahwa selain zpt,  

sukrosa pada konsentrasi tinggi (lebih dari 30 

g/L) diperlukan untuk menginduksi kalus pada 

jaringan secara in vitro.  Media tanpa penambahan 

sukrosa (0 g/L atau kontrol) hingga akhir 

penelitian tidak terjadi inisiasi kalus. Hal ini 

menunjukkan bahwa sukrosa sangat mutlak 

diperlukan untuk memacu inisiasi kalus. Medium 

MS yang mengandung garam mineral, zpt dan 

vitamin ternyata tidak mampu menginduksi 

kalogenesis pada daun rosela. Eksplan                 

pada perlakuan control hanya membengkak  

tetapi tidak menghasilkan kalus pada 

permukaannya. 

Efek penambahan sukrosa juga tampak dari 

berat basah kalus.  Medium MS yang mengandung 

sukrosa 30g/L menghasilkan rata-rata berat basah 

tertinggi, meskipun perbedaan yang terjadi tidak 

signifikan  (Gambar 2). Sukrosa dengan 

konsentrasi lebih tinggi dari komposisi normal 

medium MS justru menunjukkan penurunan berat 

basah kalus.  Hal ini disebabkan kosentrasi 

medium menjadi  lebih pekat dan menghambat 

penyerapan air maupun garam mineral yang ada.  

Peristiwa penghambatan penyerapan air tersebut 

lebih tampak pada penambahan sukrosa 50 g/L.  

Dapat diduga bahwa penambahan sukrosa lebih 

dari konsentrasi normal akan menghambat 

pertumbuhan jaringan secara in vitro. Namun 

demikian menurut Maretzki (1984) respon 

pertumbuhan sel terhadap penambahan 

karbohidrat setiap spesies berbeda.  
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Produksi asam askorbat dalam kalus 

Konsentrasi sukrosa yang tinggi diserap sel-

sel kalus selain untuk pertumbuhan juga 

digunakan untuk membentuk metabolit sekunder. 

Menurut Jang dan Sheen (1997) dalam Merrilon 

dan Ramawat (1999) gula dalam pembentukkan 

metabolit sekunder, gula digunakan sebagai 

sumber energi, sumber karbon, dan untuk 

mengatur sinyal yang mempengaruhi ekspresi gen 

dalam proses pembentukkan metabolit sekunder. 

Hasil analisis kandungan asam askorbat 

dalam kalus rosella tampak bahwa pada medium 

tanpa sukrosa tidak tedeteksi karena tidak 

menghasilkan kalus sama sekali (Gambar 3). 

 
 

Gambar  1.  Histogram waktu inisiasi terbentuknya kalus Hibiscus sabdariffa L. 

 

 
 

Ganbar  2. Histogram  berat basah kalus (g) H. sabdariffa L. 

 
 

 
 

Gambar 3 . Histogram kandungan vitamin C  kalus Hibiscus sabdariffa L pada pemberian konsentrasi 

sukrosa berbeda. 
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Penambahan sukrosa yang rendah (20 g/L) sudah 

menunjukkan adanya kandungan asam askorbat.  

Siring dengan peningkatan konsentrasi sukrosa 

yang ditambahakan dlam medium ternyta 

menunjukkan peningkatan kandungan asam 

askorbat.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

asam askorbat tertinggi dari kalus Hibiscus 

sabdariffa L diperoleh dari perlakuan  konsentrasi 

sukrosa 50 g/L sebanyak 0,41mg/g. Hasil tersebut 

tidak berbeda secara signifikan dengan perlakuan 

konsentrasi  40 g/L, yaitu bekisar 0.38-0.41 mg/g. 

Menurut Jang dan Sheen (1997) dalam 

Merrilon dan Ramawat (1999) gula dalam medium 

kultur untuk tujuan produksi metabolit sekunder 

memiliki 3 peran, yaitu sebagai sumber energi, 

sumber karbon, dan untuk mengatur sinyal yang 

mempengaruhi ekspresi gen dalam proses 

pembentukkan metabolit sekunder.  Dicosmo 

(1989) menyatakan bahwa sumber karbon dapat 

menginduksi pembentukkan metabolit sekunder 

dan pada konsentrasi yang tinggi karbohidrat 

dapat mempertahankan metabolisme sekunder. 

Dalam sel tumbuhan, karbohidrat dapat 

mempengaruhi pembentukan metabolit sekunder 

melalui glikolisis dan daur Krebs. Kedua jalur 

tersebut menjadi sumber energi dalam 

pembentukan metabolit sekunder (Ramawat, 

1999).  Sukrosa dalam medium kultur mengalami 

hidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa.  Glukosa 

yang terbentuk selanjutnya akan masuk ke dalam 

jalur asam D-glukoronat dan L-gulonat untuk 

membentuk asam askorbat (Manitto,1981). 

Peningkatan konsentrasi sukrosa tampak mampu 

mempengaruhi kandungan  asam askorbat di 

dalam kalus Hibiscus sabdariffa L. 

 

KESIMPULAN  
Penambahan sukrosa dalam media MS 

mampu mempercepat waktu inisiasi dan 

mempengaruhi pembentukan kalus Konsentrasi 

sukrosa yang tinggi menghasilkan kandungan 

asam  askorbat tertinggi pada kalus rosela.  
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