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ABSTRACT

Flavan-3-ol is a secondary metabolite in tea plant that is used as anti obesity agent. The diffi culty in obtaining Flavan-3-ol out 
of tea plant is due to dependency on season, need for large land, need for very intensive care and relatively low production. There 
fore fl avan 3-ol production needs tobe developed in vitro culture technique. This technique can cope with the handicapes above. It can 
effectively control production and requires less space. The purpose of this research was to enhance fl avan 3-ol production by modifying 
medium and precursor appropriately. The steps of this process were: (1) Callus induction through cultivating the tea shoot explants on 
medium fi lled with some growth hormone, (2) fl avan-3-ol induction on callus culture using Cu 2+ elicitor. (3) Observation over callus 
growth, (4) Observation over qualitative characterizes of fl avan 3-ol. The result of the research using Cu 2+ elicitor shows that the 
production of fl avan-3-ol increases by 12.5%.
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PENGANTAR

Flavan-3-ol adalah metabolit sekunder yang terdapat 
dalam daun teh muda (Peter, 2002). Sebagai bahan bioaktif 
memiliki khasiat antiobesitas. Senyawa flavan-3-ol ini 
berperan sebagai zat untuk menghancurkan lemak (Rahardjo 
dan Hermani, 2005), juga antioksidan yang memberikan 
efek penetralisasi kuat terhadap senyawa radikal bebas 
endogen dan eksogen (Murphy, 1999). Radikal bebas 
tersebut menyerang sistem intraseluler dalam berbagai 
jaringan tubuh. Itulah yang menyebabkan munculnya 
tumor, kanker, dan berbagai penyakit degeneratif lainnya. 
Menurut (Karlina, 2006) fl avan-3-ol adalah antioksidan 
yang kekuatannya 100 kali lebih efektif dibandingkan 
vitamin C dan 25 kali lebih dibandingkan vitamin E.

Kendala ketersediaan tanaman yang dipengaruhi 
musim, dengan curah hujan (1075–5450 mm tahun-1), 
suhu 24,4° C (Williges, 2004), kadar senyawa yang relatif 
rendah sekitar 1–3% (Ruan, 2005) memerlukan lahan luas, 
memerlukan pemeliharaan intensif seperti penyiangan, 
pemangkasan, pemberantasan gulma, pemberantasan hama-
penyakit (Setiti, 2000). Oleh karena itu, produksi metabolit 
sekunder fl avan-3-ol perlu dikembangkan dengan teknik 
kultur in-vitro.

Teknik ini mempunyai keuntungan dalam produksi 
metabolit dibandingkan dengan tanaman utuh karena 
kecepatan pertumbuhan sel dan biosintesis dalam kultur 
yang diinisiasi dari eksplan sangat tinggi dan dalam periode 

yang sangat singkat. Beberapa keuntungan dari pemakaian 
teknik kultur in-vitro untuk produksi metabolit sekunder 
antara lain: tidak tergantung musim, sistem produksi dapat 
diatur sesuai kebutuhan, lebih konsisten, dan mengurangi 
penggunaan lahan (Watimena, 1992). Kultur in-vitro juga 
lebih ekonomis untuk tanaman yang memerlukan waktu 
lama untuk mencapai usia produktif.

Akumulasi metabolit sekunder dalam kultur in-vitro 
dapat ditingkatkan melalui berbagai cara, di antaranya 
dengan: perlukaan (Mondal dkk., 2004), radiasi, sinar, 
diberi patogen misal jamur, pertumbuhan diganggu lewat 
pengurangan nutrisi, penambahan toksin logam berat/
elisitor. Peran elisitor dan Cu2+ dalam sintesis metabolit 
sekunder dapat menginduksi asam askorbat dan Flavan-3-ol 
lewat stimulasi (Saptarini, 1994). Penggunaan ion logam 
Cu2+diperlukan karena berperan dalam proses enzimatis 
seperti cytochrom oxidase, ascorbic acid oxidase dan 
laccase dan reaksi oksidasi-reduksi. 

Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan produksi 
fl avan-3-ol dengan teknik kultur in-vitro melalui pemberian 
elisitor Cu2+ sebagai upaya untuk mendapatkan bahan 
bioaktif dalam skala besar. 

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan penelitian adalah eksplan pucuk daun teh dari 
tanaman berumur 4 tahun, menggunakan medium MS pada 
pH 5,8 dengan penambahan gula 3%, agar 0,8%, 2,4-D 1 
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ppm, kinetin 1 ppm, dan elisitor ion logam Cu2+ 1, 5, dan 
10 ppm dimasukkan dalam botol kultur ± 25 ml. Setiap 
perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Sterilisasi alat-alat dan 
media kultur pada autoklaf suhu 121° C selama 9 menit 
dan tekanan 1 atm. Kegiatan kultur dilakukan di laminar 
air fl ow.

Induksi kalus dengan eksplan pucuk daun teh dilakukan 
pada medium MS yang mengandung hormon 2,4-D dan 
kinetin masing-masing 1 ppm (Franco et al., 2006). 
Eksplan dipetik dari pucuk daun teh pada posisi 1, 2 dan 3 
(Simanjuntak, 2004) dicuci dengan air yang mengalir selama 
sepuluh menit. Untuk sterilisasi, eksplan direndam sambil 
dikocok pelan dalam larutan 5,25% natrium hipoklorit 
selama 30 menit. Dibilas dengan akuades steril, sambil 
dikocok pelan selama 5 menit. Pembilasan diulangi 3 kali. 
Dipindahkan pada cawan Petri, untuk menghilangkan 
tulang dan tepi daun, kemudian dipotong-potong ukuran 
0,5–1 cm. Potongan ditanam sebanyak 4–5 eksplan dalam 
botol kultur lalu diinkubasi di ruang bersuhu 25° C. Kalus 
yang terbentuk disubkultur untuk memperbanyak jumlah 
kalus.

Kalus dipotong menjadi 4–5 bagian dan dipindahkan 
pada media baru secara aseptis, diinkubasi dalam ruang, 
bersuhu 25°  C selama 4 minggu dengan pencahayaan 
1100 lux. Kalus dipilih yang berwarna putih kehijauan. 
Kalus hasil subkultur pertama digunakan sebagai eksplan 
untuk elisitasi.

Kalus hasil subkultur sebanyak 0,500 gram dipindah 
ke media baru yang mengandung elisitor ion logam Cu2+ 

dengan variasi konsentrasi 1, 5, 10 ppm.
Analisis kalus flavan-3-ol dilakukan pada umur 4 

minggu dari sejak dipindah ke medium elisitasi dengan cara 
mengeluarkannya dari botol. Sebelum analisis kandungan 
fl avan-3-ol, kalus ditiriskan, sebagian kecil diamati secara 
mikroskopis. Sebagian lagi ditimbang untuk mendapatkan 
bobot basah, kemudian dievaluasi pertumbuhannya dengan 
parameter indeks pertumbuhan (IP), yaitu perbandingan 
bobot akhir pada saat panen terhadap bobot awal saat 
penanaman. Pemeriksaan kualitatif kandungan fl avan-3-
ol dengan melarutkan ekstrak fl avan-3-ol sebanyak 100 
mg ke dalam 1 ml metanol (Caffi n dkk., 2004), kemudian 
ditotolkan pada lempeng kromatografi  lapis tipis (KLT). 

Pada lempeng yang sama juga ditotolkan standar fl avan-
3-ol sebagai pembanding kemudian dieluasi dengan fase 
gerak: kloroform: asam asetat: asam formiat: iso butanol 
(8:1:1:4). Setelah kering diamati spektrum serapan secara 
KLT-densitometri pada panjang gelombang 254–366 nm. 

Untuk mengetahui pengaruh perlakuan elisitasi ion 
logam Cu2+ dilakukan uji Anava apabila perlu dilanjutkan 
uji BNT. 

Untuk mengetahui peningkatan konsentrasi fl avan-3-
ol, diperoleh dengan menyuntikkan ekstrak sampel kalus 
pada kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dengan 
kondisi terpilih. Area yang didapat diinterpolasi ke dalam 
kurva standar dan kurva sampel tanpa perlakuan/kontrol, 
kemudian dilakukan perhitungan peningkatan konsentrasi 
fl avan-3-ol pada kalus.

HASIL 

Induksi Kalus Teh

Empat minggu setelah induksi, kalus terbentuk pada 
tepi jaringan yang terpotong kemudian melebar ke seluruh 
permukaan eksplan. Hasil induksi kalus dari daun teh 
dengan media MS ditambah 2,4-D 1 ppm dan kinetin 1ppm 
dapat dilihat pada Gambar 1. 

Gambar 1. Induksi daun teh umur 4 minggu, dengan media MS 
+ 2,4-D 1 ppm dan kinetin 1 ppm

Pada hasil subkultur pertama, pada umur empat minggu 
setelah masa tanam, diameter kalus meningkat menjadi
± 1 cm (Gambar 2).
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Gambar 2. Kalus subkalus, umur 4 minggu

Morfologi Kalus

Morfologi kalus pada media kontrol dan media dengan 
penambahan elisitor Cu2+ menunjukkan bentuk dan warna 
hampir sama yaitu hijau kekuningan (Gambar 3).

Pengamatan Morfologis

Pengamatan morfologis dengan mikroskup fl uoresen 
perbesaran 400× menunjukkan perbedaan. Bentuk sel kultur 
perlakuan elisitor lebih berisi dibandingkan dengan sel 
kultur tanpa perlakuan elisitor (Gambar 4).

Uji KLT- Densitometer Flavan-3-ol 

 Hasil penotolan, diamati pada KLT- Densitometri 
(Markham, 1988) pada sinar UV panjang gelombang (λ) 
254–366 nm. Spektrum serapan sampel yang dihasilkan 
sama dengan spektrum serapan standar fl avan-3-ol (Gambar 
5A–B).

Pengaruh Elisitasi

Elisitasi sangat efektif untuk merangsang pembentukan 
metabolit fl avan-3-ol, namun dalam penelitian ini tidak 
memengaruhi pertumbuhan kalus.

Gambar 3. Morfologi kalus menunjukkan pertumbuhan dan warna hampir sama antara kontrol dan perlakuan 
(penembahan elisitor Cu2+)

A. Kontrol B. Perlakuan

Gambar 4. Pengamatan morfologis dengan mikroskop fluoresen pembesaran 400 ×: (A) Sel kultur tanpa 
elisitorm (B) Sel kultur dengan perlakuan elisitor

A. Sel kultur tanpa elisitor-elisitor B. Sel kultur dengan perlakuan elisitor
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Kultur teh hasil pemanenan tiga kali ulangan, kultur 
kalus ditimbang. Berat basah dievaluasi pertumbuhannya 
dengan parameter indeks pertumbuhan (IP), hasil 
perhitungan dan histogram IP dapat dilihat pada Tabel 1 
dan Gambar 6.

Gambar 6. Indeks pertumbuhan kultur kalus dengan elisitor

Perhitungan Produk Flavan-3-ol Hasil Elisitasi

Hasil perhitungan konsentrasi konrol didapat dari 
interpolasi ke dalam kurva regresi kontrol ditambah lima 
macam konsentrasi fl avan-3-ol (μg/ml) VS Area ( mAU*s), 
didapat persamaan sebagai; y = 20,11161 × + 9,25102.
Bila y dipotongkan pada x, didapat 

x = 9,25102
20,11161

x = 0,45998 μg/ml (konsentrasi fl avan-3-ol pada kontrol)
Hasil perhitungan konsentrasi fl avan-3-ol ditambah 

elisitasi CuSO4 5 ppm dengan adisi standar 15 μg/ml 
didapat area = 344,47. Area ini diinterpolasi ke dalam 
kurva-kurva standar regresi linier sebagai;

Gambar 5. Spektrum serapan diamati pada KLT-densitometri: (A) spektrum serapan standar, (B) spektrum serapan kultur teh elisitor

Tabel 1. Indeks pertumbuhan kultur kalus dengan elisitor Cu

Konsentrasi Cu x  Bobot awal (g) SD x  Bobot akhir (g) SD IP SD
0 ppm
1 ppm
5 ppm
10 ppm

0,512
0,503
0,501
0,506

0,00990
0,00424
0,00919
0,00849

1,783
1,570
1,493
1,651

0,06576
0,01414
0,14284
0,13152

3,481
3,121
2,981
3,261

0,06114
0,00179
0,23064
0,20524

Y = 19,2792× -15,334.
344,47 = 19,2792× -15,334.

X = 344,47 + 15,334
19,2792

X = 18,662 μg/ml (perlakuan elisitasi + standar). 
Konsentrasi fl avan-3-ol perlakuan elisitasi = 
18,662 μg/ml -15 μg/ml = 3,66280 μg/ml. 
Peningkatan produk fl avan-3-ol hasil perlakuan 
elisitasi adalah: 0,45998

3,6628  × 100% = 12,55%

PEMBAHASAN

Kalus elisitasi berwarna hijau. Seiring dengan 
pertumbuhan, warna menjadi hijau kekuningan/keputihan 
pada permukaan yang dilukai, karena respons terhadap 
kerusakan, sesuai dengan penelitian Evans dkk. (2003) 
ketika tanaman dilukai, akan terjadi penebalan luka yang 
disebut kalus.

Elisitasi perlu optimasi: konsentrasi, waktu elisitasi, 
dan dosis. Penambahan Cu2+ dalam kultur in-vitro sampai 
dosis tertentu dapat memengaruhi akumulasi metabolit 
sekunder, hal ini disebabkan karena ion logam Cu2+ dapat 
berfungsi sebagai pemacu terhadap aktivitas lipoxigenase, 
membran sel dan Ca2+ dalam sitosol sehingga berpengaruh 
pada metabolisme, hasil metabolit dan pertumbuhan sel. 
Relevan dengan penelitian Hernandez dkk. (2005) bahwa 
penggunaan elisitor CuSO4 pada kultur tanaman Grindelia 
pulchella dapat meningkatkan bobot kalus sampai 3,5 
kali. 

A B
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Pengamatan morfologis dengan mikroskop fl uoresen 
terlihat bahwa perlakuan ion logam Cu2+ menunjukkan 
penambahan isi sel dibanding sel kultur tanpa perlakuan 
elisitor, penambahan isi sel ini diduga sebagai plastida, hal 
ini sesuai pendapat (Salisbury dkk., 1996) bahwa ion Cu 2+ 
pada tanaman terdapat pada protein kloroplas. 

Pertumbuhan kalus lambat karena kalus menyesuaikan 
diri dengan media baru dan kalus masih berada pada fase 
lag menuju fase linier pertumbuhan sel, pada fase linier 
pembentukan metabolit sekunder mulai terjadi.

Berdasarkan uji Anava perlakuan pada konsentrasi
5 ppm mempunyai perbedaan pengaruh yang sama (tidak 
signifi kan) dengan perlakuan 1 ppm. Namun perlakuan 
pada konsentrasi 5 ppm memberikan perbedaan pengaruh 
yang signifi kan terhadap konsentrasi 10 ppm dan 0 ppm. 
Hal ini relevan dengan penelitian Kusumaeni (2000) bahwa 
penambahan Cu2+ sebesar 2,5 ppm meningkatkan metabolit 
sekunder. 

Analisis Regresi Y = 0,0091 X2 – 0,0981 X + 1,7308 
yang memiliki kontribusi sebesar 0,8143 (Gambar 7), hal ini 
berarti bahwa kenaikan konsentrasi Cu2+ akan memberikan 
pengaruh terhadap bobot basah kalus sebesar 81,43%.

Gambar 7. Hubungan berat basah kalus dengan konsentrasi 
Cu2+

Peningkatan produk kalus flavan-3-ol sebesar
12,5% dibandingkan kalus tanpa perlakuan adalah karena 
penggunaan konsentrasi ion logam Cu2+ sebanyak 5 ppm, 
yang merupakan konsentrasi kritis yang dapat memberikan 
pengaruh maksimum pada produk kultur fl avan-3-ol. 
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