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Abstract 

Antioxidants can reduce the negative impact of oxidants in the body. Tea is one source of 

natural antioxidants that contain polyphenolic antioxidants, namely catechins which have 

four derivatives, namely: epicatechin (EC), epicatechin error (ECG), epigalocatechin (EGC), 

and epigalocatechin error (EGCG). The level of catechins in tea will decrease due to the 

process of making tea from fresh tea leaves into steeping tea, so there needs to be an effort to 

increase the content of catechins in tea. This study aims to examine the method of increasing 

the production of catechins in tea callus culture. The treatment was carried out by giving 

elicitor Ca2+ and Cu2+ on tea callus culture medium with various concentrations designed 

in 9 treatments, namely: U0A0, U0A1, U0A2, U1A0, U1A1, U1A2, U2A0, U2A1, U2A2, where U0 = 

Cu2+ treatment. 0 g/L, U1 = Cu2+ treatment 1 g/L, U2 = Cu2+ treatment 2 g/L, A0 = Ca2+ 

treatment 0 g/L, A1 = Ca2+ treatment 176 g/L, and A2 = Ca2+ treatment 352 g/L . All 

treatments were incubated for 10 days with harvest time on day 0, 5, and 10. The results 

showed that the most optimal combination of elicitor Ca2+ and Cu2+ in increasing levels of 

error epicatechin in tea callus culture (C. sinensis L.) was U1A1 treatment with a 

combination of concentrations of Ca2+ (176 g/L) and Cu2+ (1 g/L) during 0 days (less than 24 

hours) with the highest error epicatechin production of 298.37 ppm. 

Keywords: callus culture, catechins, error epicatechin, Camelia sinensis, elicitor, Ca2+, Cu2+ 

Abstrak 

Antioksidan dapat mengurangi dampak negatif oksidan dalam tubuh. Teh merupakan salah 

satu sumber antioksidan alami yang memiliki antioksidan golongan polifenol yakni katekin 

yang memiliki empat turunan yaitu: epikatekin (EC), epikatekin galat (ECG), 

epigalokatekin (EGC), dan epigalokatekin galat (EGCG). Kadar katekin pada teh akan 

turun karena proses pembuatan teh dari daun teh segar menjadi teh seduhan, sehingga 

perlu ada upaya peningkatan kandungan katekin dalam teh. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengkaji metode peningkatan produksi katekin pada kultur kalus teh. Perlakukan yang 

dilakukan yaitu dengan penambahan elisitor Ca2+ dan Cu2+ pada medium kultur kalus teh 

dengan berbagai variasi konsentrasi yang dirancang dalam 9 perlakuan yaitu: U0A0, U0A1, 

U0A2, U1A0, U1A1, U1A2, U2A0, U2A1, U2A2, di mana U0 = perlakuan Cu2+ 0 g/L, U1 = 

perlakuan Cu2+ 1 g/L, U2 =  perlakuan Cu2+ 2 g/L, A0 = perlakuan Ca2+ 0 g/L, A1 = perlakuan 

Ca2+ 176 g/L, dan A2 = perlakuan Ca2+ 352 g/L. Semua perlakuan diinkubasi selama 10 hari 

dengan waktu panen yaitu pada hari ke-0, ke-5, dan ke-10. Hasil Penelitian menunjukkan 

kombinasi elisitor Ca2+ dan Cu2+ yang paling optimal dalam meningkatkan kadar epikatekin 

galat pada kultur kalus teh (C. sinensis L.) yaitu perlakuan U1A1 yaitu dengan kombinasi 

konsentrasi Ca2+ (176 g/L) dan Cu2+ (1 g/L) selama 0 hari (kurang dari 24 jam) dengan hasil 

produksi epikatekin galat tertinggi yaitu sebesar 298,37 ppm. 

Keywords:  kultur kalus, katekin, epikatekin galat, Camelia sinensis, elisitor, Ca2+, Cu2+ 
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Pendahuluan 

Pada era globalisasi, manusia semakin 

rentan terpapar oleh radikal bebas. Sumber 

radikal bebas dapat berasal dari asap 

kendaraan bermotor, asap pabrik, radiasi, 

makanan, dan juga proses oksidasi dalam 

tubuh. Radikal bebas dapat memicu timbulnya 

berbagai penyakit degeneratif. Beberapa 

penyakit degeneratif yang dipicu oleh radikal 

bebas antara lain kanker, jantung, serta 

diabetes. Melihat semakin rentannya manusia 

terserang penyakit degeneratif, dibutuhkan 

senyawa antioksidan yang dapat menangkap 

radikal bebas tersebut, sehingga tidak terjadi 

induksi penyakit (Kikuzaki dkk., 2012). 

Antioksidan merupakan senyawa yang 

mampu menangkal atau meredam dampak 

negatif dari oksidan dalam tubuh dengan 

berfungsi sebagai donor proton. Antioksidan 

bekerja dengan cara mendonorkan satu 

protonnya kepada senyawa radikal bebas yang 

bersifat oksidan sehingga senyawa oksidan 

tersebut dapat dihambat (Winarsi, 2007). 

Keseimbangan oksidan dan antioksidan sangat 

penting karena berkaitan dengan imunitas 

tubuh terutama untuk menjaga integritas dan 

berfungsinya membran lipid, protein sel, asam 

nukleat, serta mengontrol transduksi sinyal dan 

ekspresi gen dalam sel imun. 

Antioksidan menurut Prabantini 

(2010), dapat ditemukan dari sumber-sumber 

antioksidan yakni antioksidan sintetik dan 

antioksidan alami. Antioksidan sintetik 

merupakan antioksidan yang diperoleh dari 

hasil sintesis melalui reaksi kimia, antioksidan 

alami merupakan antioksidan hasil ekstraksi 

dari bahan alami. Resiko penggunaan produk 

sintetik telah mendorong kesadaran manusia 

modern untuk beralih ke produk alami, salah 

satu diantaranya dalam hal antioksidan alami.  

Salah satu sumber antioksidan alami 

yang biasa dikonsumsi selain dari buah adalah 

teh. Teh menurut Rohdiana (2001), memiliki 

antioksidan golongan polifenol yakni katekin 

yang memiliki empat turunan yakni epikatekin 

(EC), epikatekin galat (ECG), epigalokatekin 

(EGC), dan epigalokatekin galat (EGCG). 

Menurut Rohdiana (2001), epigalokatekin 

galat (EGCG) dan epikatekin galat (ECG) 

merupakan senyawa utama katekin dalam teh. 

Epikatekin galat (ECG) merupakan salah satu 

turunan katekin yang memiliki daya 

antioksidan terbesar kedua selain 

epigalokatekin galat (EGCG). Oleh karena itu, 

epikatekin galat ini merupakan salah satu 

sumber antioksidan yang potensial. 

Kadar katekin pada teh (Camelia 

sinensis L.) menurut Balittri (2013) adalah 

13,5 – 31 % dari berat kering daun teh segar 

dengan komposisi epigalokatekin galat adalah 

sekitar 5 – 14 % serta epikatekin galat sekitar 2 

– 4 %. Senyawa epigalokatekin galat dan 

epikatekin galat ini merupakan derivat dari 

katekin yang merupakan salah satu substansi 

fenol golongan flavanol (Alamsyah, 2006). 

Selain senyawa fenol, Alamsyah (2006) juga 

menyebutkan bahwa teh memiliki kandungan 

lain seperti substansi penyebab aroma yakni 

klorofil, karotenoid, dan senyawa volatil, 

substansi bukan fenol seperti karbohidrat, 

substansi pektin, alkaloid, protein, vitamin, 

serta mineral.  

Dengan berkembangnya teknologi dan 

ilmu pengetahuan, kandungan zat aktif pada 

suatu sediaan dapat dimaksimalkan. Salah satu 

upaya yang dapat digunakan adalah dengan 

elisitasi pada kultur (Hutami, 2009). Daun teh 

(Camellia sinensis L.) yang dikultur pada 

medium secara in vitro akan tumbuh kalus 

yang merupakan bahan utama elisitasi dalam 

kultur kalus. 

Kalus merupakan kumpulan sel 

amorphous, tidak terorganisasi, dan belum 

berdiferensiasi yang terbentuk akibat luka 

sebagai respon perlindungan untuk menutup 

jaringan luka (Heryanto, 2014). Kalus akan 

tumbuh pada area irisan atau luka pada eksplan 

(Hendaryono dan Wijayanni, 1994). Menurut 

Hartman dkk. (1990), kalus dapat diinisiasi 

dari bagian serta organ-organ tanaman, namun 

masing-masing organ akan memberikan 

kecepatan pembelahan sel yang berbeda 

sehingga akan memengaruhi kecepatan 

pertumbuhan kalus yang berbeda juga. 

 Pertumbuhan kalus dapat dimanipulasi 

untuk meningkatkan produksi metabolit 

sekunder. Salah satu metodenya adalah dengan 

penambahan elisitor. Elisitor merupakan agen 

aktif yang akan memicu terbentuknya 

metabolit sekunder dengan menginduksi 

respon perlindungan diri tanaman (Caldentey 

dan Bars, 2002). Salah satu elisitor yang dapat 

digunakan adalah Cu2+ yang mampu 

meningkatkan kadar artemisinin pada kalus A. 

vulgaris secara in vitro (Jannah, 2016) dan 

berdasar hasil penelitian Ariningsih (2003), 
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perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan 

menurunkan konsentrasi penambahan ion 

Cu2+ dibawah 2,5 mgl –1 pada media dasar 

Murashige-Skoog (MS) dan penambahan ion 

Ca2+ dibawah 440 mg/l. Tingkat keasaman 

media kultur berpengaruh terhadap proses 

metabolisme sekunder dari tanaman. 

Pengasaman media dapat dilakukan dengan 

berbagai cara, seperti alkalisasi eksternal, 

penambahan yeast, pemberian asam lemah, 

maupun pemberian ion Ca2+ dalam media 

(Roos et al., 1998; Johannes et al., 1998).Oleh 

karena itu, penelitian ini menggunakan elisitor 

Cu2+ dan  Ca2+ untuk meningkatkan produksi 

epikatekin galat pada kultur kalus daun teh 

(Camellia sinensis L.). Penggunaan elisitor 

bertujuan sebagai induktor dalam 

meningkatkan produksi metabolit sekunder 

dengan cara menstimulasi pembentukan 

senyawa fenol (epikatekin galat) (Junaira dkk., 

2014;Purwianingsih dan Hamdiyati, 2007).  

 

Metode Penelitian 

Alat dan Bahan 

Alat-alat yang akan digunakan dalam 

penelitian ini adalah neraca analitik, 

Erlenmeyer 1 L, Erlenmeyer 500 mL, 

Erlenmeyer 100 mL, milipore filter, botol 

kultur, kompor gas Rinnai, Kulkas, Freezer 

(Cool Lab), Laminair Flow (ESCO), autoklaf, 

pipet tetes, pipet ukur, pro pipet, skalpel, blade 

(MEG 10), cawan petri, gelas ukur, pH meter 

Ohaus, mortar, lumpang porselin, eksikator, 

centrifuge tube, sonikator, spektrofotometer 

Genesis 10S UV-Vis, centrifuge Hettich 

EBA3s, oven Venticell, mikropipet eppendorf, 

tip, centrifuge tube, platsilika GF254 CAMAG, 

penggaris, pensil, lampu UV CAMAG, tabung 

reaksi, rak tabung reaksi, ose, lampu spiritus, 

korek api, CAMAG TLC scanner 3, dan kuvet. 

Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah daun teh (daun ke-2 dan 

ke-3) yang diambil dari Nglinggo Kulon Progo 

dengan ciri-ciri berwarna hijau dan sehat, 

medium Murashige & Skoog instan Caisson 

Lab, aquades steril, aquabides, Hormon Benzyl 

Aminopurine (BAP),  Napthalene Acitic Acid 

(NAA),  bacteriological agar OXOID, 

aluminium foil, cling wrap, etanol 70%, 

sodium hipoklorit, Tween 20, kertas saring, 

CaSO4, CuSo4, sukrosa, metanol absolut, 

toluen, aseton,  asam format, fungisida 

(Diathane M-45), bakteriosida (Agrept 20 

WP), standar epikatekin galat, kertas payung, 

dan kapas. 

 

Rancangan Percobaan  

Penelitian yang dilakukan terdiri dari 

tiga tahapan utama yakni kultur kalus teh, 

elisitasi dan ekstraksi kalus hasil elisitasi, serta 

pengujian konsentrasi epikatekin galat dalam 

ekstrak kultur kalus hasil elisitasi. Rancangan 

perlakuan yang dilakukan disajikan dalam 

Tabel 1.  

Rancangan percobaan penelitian pada 

penelitian ini menggunakan metode rancangan 

acak lengkap faktorial. Rancangan yang 

digunakan adalah 3x3x3 dengan faktor berupa 

Elisitor Ca2+ dan Elisitor Cu2+ serta waktu 

pemanenan. Perlakuan konsentrasi Ca+ yang 

digunakan adalah 176 g/L dan 352 g/L 

sedangkan Cu+ adalah 1 g/L dan 2 g/L, 

kombinasi kedua elisitor tersebut. 

  
Tabel  1. Rancangan percobaan penambahan Elisitor Ca2+ dan Elisitor Cu2+ pada medium kultur kalus daun teh 

(C. sinensis L.)  

Konsentrasi Ca2+ 
Konsentrasi Cu2+ 

U0 U1 U2 

A0 U0A0 U1A0 U2A0 

A1 U0A1 U1A1 U2A1 

A2 U0A2 U1A2 U2A2 

Keterangan : U0  perlakuan Cu2+ 0 g/L, U1 perlakuan Cu2+ 1 g/L, U2 perlakuan Cu2+ 2 g/L,  

       A0 perlakuan Ca2+ 0 g/L, A1 perlakuan Ca2+ 176 g/L, A2 perlakuan Ca2+ 352 g/L.  
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Prosedur Kerja 
 

Tahapan yang dilakuakn dalam penelitian ini 

adalah sebagai berikut.  
 

1. Pembuatan Larutan Stok Hormon Benzyl 

Aminopurine (BAP) dan Napthalene Acitic 

Acid (NAA) 
 

Pembuatan larutan stok dilakukan 

dengan cara masing-masing hormon BAP 

dan NAA ditimbang 10 mg. Hormon BAP 

dan NAA dimasukkan ke dalam centrifuge 

tube dan diberi label, kemudian 

ditambahkan beberapa tetes KOH 1 M dan 

HCl 1 M masing-masing untuk NAA dan 

BAP sambil divorteks hingga larut 

sempurna. Larutan kemudian ditambahkan 

dengan aquadest steril hingga volume 10 

mL. Konsentrasi yang dibuat adalah 1000 

ppm, sehingga penggunaan stok ZPT harus 

dihitung terlebih dahulu sebelum 

ditambahkan ke dalam campuran medium 

dengan rumus pengenceran. 
 

2.  Pembuatan Medium Murashige dan Skoog 
 

Pembuatan medium mengacu pada 

penelitian Chand dkk. (2005) degan 

modifikasi. Medium instan MS sebanyak 

2,66 gram dan dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer 1 L yang telah berisi 500 mL 

aquadest steril, kemudian ditambahkan 

dengan sukrosa sebanyak 18 gram. Larutan 

diaduk dengan menggunakan magnetic 

stirer hingga larut. Hormon BAP dan NAA 

masing-masing dimasukkan ke dalam 

larutan sebanyak 600 L dan diaduk.  

Aquades steril ditambahkan hingga 

volume larutan menjadi 600 ml. Kadar 

keasaman (pH) medium selanjutnya diukur 

dan diatur hingga berkisar 5,8 – 6, sambil 

ditambahkan dengan KOH 1 M atau HCl 1 

M. Larutan medium kemudian ditambahkan 

dengan agar dan dimasak hingga mendidih. 

Setelah mendidih, medium dimasukkan ke 

dalam botol kultur steril dan ditutup dengan 

aluminium foil. 
 

3. Sterilisasi Alat dan Medium 
 

Alat-alat seperti pinset, skalpel, dan 

petri berisi kertas saring dibungkus dengan 

kertas payung. Untuk botol kultur dan 

aquadest steril, botol kultur kosong bersih 

dan botol kultur yang berisi aquadest 

ditutup dengan aluminium foil. Alat-alat, 

botol kultur, aquadest steril, dan medium 

selanjutnya dimasukkan ke dalam 

keranjang autoklaf kemudian disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121 oC 

dan tekanan 1 atm selama 20 menit. 

Medium selanjutnya diamati ada atau 

tidaknya kontaminasi selama 1 minggu. 
 

4. Sterilisasi Eksplan dan Inisiasi Kalus Daun 

Teh 
 

Medium yang tidak terkontaminasi 

selanjutnya digunakan sebagai media 

inisiasi eksplan daun teh. Daun teh yang 

akan digunakan sebagai eksplan merupakan 

daun kedua dan ketiga dari pucuk serta 

berwarna hijau dan sehat dengan ukuran 5-

10 cm. Sebelum ditanam pada medium, 

daun dicuci dengan sabun dan disterilisasi 

permukaannya dengan metode sterilisasi 

yang mengacu pada penelitian Putra (2015) 

dengan modifikasi. Daun yang telah dicuci 

kemudian disterilisasi dengan larutan 

sterilan yang berisi 250 mg bakteriosida 

(Agrept 20 WP), 750 mg fungisida 

(Diathane M-45), detergen cair, dan air 

sebanyak 300 mL. Daun selanjutnya 

direndam dan digojok selama 20 menit. 

Sterilisasi eksplan dilanjutkan di 

dalam LAF dengan menggunakan larutan 

NaClO, aquadest steril dan tween 20. 

Larutan NaClO dibuat dengan variasi 

konsentrasi 50%, 30%, dan 10%, masing-

masing konsentrasi ditambahkan 1-2 tetes 

tween 20. Sterilisasi dilakukan dengan 

menggunakan larutan NaClO 50% selama 3 

menit, 30% selama 5 menit, dan 10% 

selama 7 menit sambil digojok. Daun 

kemudian dibilas dengan menggunakan 

aquadest steril sebanyak tiga kali dengan 

lama pencucian 3, 7, dan 10 menit. Setelah 

proses selesai, sterilisasi akhir dilakukan 

dengan mencelupkan eksplan kedalam 

etanol 70% selama 60 detik dan selanjutnya 

dibiarkan kering diatas kertas saring dan 

petri steril. 

Daun yang telah kering kemudian 

diiris sebesar 1x1 cm dan selanjutnya 

dimasukkan ke dalam botol kultur yang 

berisikan medium inisiasi. Botol 

selanjutnya ditutup dengan aluminium foil 

dan di-wrap dengan plastik wrap. Eksplan 

diinkubasi pada suhu 25-28 oC dalam 

ruangan inkubasi. Eksplan diamati 

pertumbuhannya setiap minggu. Subkultur 
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dilakukan sebelum medium dan kalus 

sudah berubah warna serta pertumbuhan 

kalus sudah memenuhi medium. 
 

5. Persiapan Medium elisitasi 
 

Sebelum melakukan proses 

elisitiasi, medium Murashige dan Skoog 

cair dibuat terlebih dahulu dengan 

penambahan larutan CaSO4 dengan 

konsentrasi 176 g/L dan 352 g/L dan 

larutan CuSO4 dengan konsentrasi 1 g/L 

dan 2 g/L ,dan  kombinasi keduanya sesuai 

tabel rancangan perlakuan. Medium yang 

telah dibuat, selanjutnya diautoklaf dan 

diamati ada atau tidaknya kontaminasi 

selama 1 minggu. 
 

6. Elisitasi 
 

Sebanyak 0,5 g kalus selanjutnya 

ditanam ke dalam masing-masing medium 

perlakuan. Kultur diinkubasi pada suhu 25 
oC. Kalus dipanen pada hari ke-0, 5, dan 10. 

Pemanenan dilakukan dengan mengambil 

kalus dari mediu kultur, membersihkannya 

dari medium kultur yang menempel 

kemudian dikeringkan pada suhu 50 oC 

selama 24 jam. Induksi dilakukan dalam 

keadaan aseptis pada LAF.  
 

7. Ekstraksi Kalus Daun C. sinensis L. 
 

Metode ekstraksi pada penelitian 

ini mengacu pada metode oleh Azwanida 

(2015) dengan modifikasi, kalus yang telah 

kering, diambil sebanyak 0,1 g kemudian 

digerus menggunakan mortar dan lumpang 

porselin. Kalus yang telah halus 

dimasukkan ke dalam centrifuge tube yang 

telah diberisi metanol absolut sebanyak 3 

mL (perbandingan 1:30). Tube selanjutnya 

dimasukkan ke dalam alat sonikator dengan 

suhu ekstraksi 55 oC selama 40 menit 

dengan kekuatan 37 kHz pada metode 

sweep. Setelah ekstraksi selesai, tube di 

sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm 

selama 10 menit. Supernatan kemudian 

dipindah pada tube baru. Ekstrak 

selanjutnya disimpan pada suhu 4 oC. 
 

8. Analisis Metabolit Sekunder dengan 

mengunakan Kromatografi Lapis Tipis 
 

Metode pengujian KLT mengacu 

pada AHPA (2015) dalam HPTLC 

Association. Plat silika 60 F254 disiapkan 

serta ditentukan batas atas dan bawah (1 

cm), dengan jarak tempuh eluent adalah 6 

cm. Plat selanjutnya dipanaskan pada suhu 

100 oC selama 2 menit. Chamber yang akan 

digunakan sebelumnya telah dijenuhkan 

dengan memasukkan fase gerak 

toluen:aseton:asam format (9:9:2). Sampel 

dan larutan epikatekin galat selanjutnya 

ditotolkan pada plat silika sebanyak 5 L. 

Plat dielusi hingga fase gerak mencapai 

batas akhir. Visualisasi dilakukan pada 

chamber UV dengan panjang gelombang 

254. Hasil visualisasi sampel 

dibandinginkan dengan standar epikatekin 

galat. 
 

9. Kuantifikasi Kadar Epikatekin Galat 

dengan Kromatografi Lapis Tipis 
 

Metode kuantifikasi kadar 

epikatekin galat dengan menggunakan KLT 

mengacu pada AHPA (2015) dalam 

HPTLC Association dengan modifikasi. 

Plat silika 60 F254 disiapkan serta ditentukan 

batas atas dan bawah (1 cm), dengan jarak 

tempuh eluet adalah 6 cm. Plat selanjutnya 

dipanaskan pada suhu 100 oC selama 2 

menit. Chamber yang akan digunakan 

sebelumnya telah dijenuhkan dengan 

memasukkan fase gerak 

toluene:aseton:asam format (9:9:2). Sampel 

dan standar epikatekin galat dengan variasi 

konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 

200 ppm, 250 ppm. Selanjutnya, senyawa 

standar ditotolkan pada plat silika sebanyak 

5 L. Plat dielusi hingga fase gerak 

mencapai batas akhir. Visualisasi dilakukan 

pada chamber UV dengan panjang 

gelombang 254 dan plat selanjutnya di-scan 

dengan TLC Scanner. Hasil scan KLT 

larutan standar kemudian dibuat kurva 

standar hubungan konsentrasi dengan 

densitas sehingga didapatkan persamaan 

garis Y= bx+a, dengan x adalah konsentrasi 

dan y merupakan densitas. Kadar senyawa 

selanjutnya dihitung dengan menggunakan 

persamaan yang didapatkan. 
 

10. Analisis Data 
 

Data yang telah diperoleh 

selanjutnya diolah dengan menggunakan 

ANAVA dengan tingkat kepercayaan 95%. 

Untuk mengetahui beda nyata antara 

perlakuan yang dengan menggunakan 

software SPSS 23.0. 
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Hasil dan Pembahasan 

   Penelitian ini menggunakan eksplan 

berupa daun teh (Camellia sinensis L.) yang 

diinduksi pada medium Murashige dan Skoog 

dengan penambahan hormon Benzyl Amino 

Purin (BAP) dan Napthalene Acetic Acid 

(NAA) dengan konsentrasi masing-masing 

hormon adalah 1 ppm. inisiasi kalu dimulai 

pada jaringan yang mengalami luka, ini 

berhubungan dengan sejumlah faktor seperti 

respon sel terhadap pelukaan, oksigen yang 

lebih besar dan nutrient yang cukup (Silalahi, 

2010). Kalus yang tumbuh memiliki morfologi 

bertekstur kompak hingga remah, memiliki 

warna hijau hingga putih kekuningan. Kalus 

yang terbentuk memiliki bentuk bulat 

(globular). Warna hijau pada kalus ini 

terbentuk karena kalus masih memiliki zat 

hijau daun, namun selama proses subluktur 

dilakukan kalus yang terbentuk perlahan 

menjadi remah. 

 

 

  
 

Gambar 1. Kalus hasil pertumbuhan dari eksplan daun teh (Camellia sinensis L.) pada medium Murashige and 

Skoog, A: kalus kompak, B: kalus remah 

 
Kalus yang terbentuk kalus kompak 

Camellia sinensis L yang terbentuk 

menghasilkan indol alkaloid lebih tinggi 1,9-

2,4 kali dibandingkan dengan kalus remah 

(Zao et al,, 2001). Kalus kompak dan berwarna 

hijau disebabkan karena xylem dan floem 

berkembang dengan baik.  Menurut Yelnititis 

(2012), kalus remah dapat terbentuk karena 

beberapa hal yakni proses subkultur yang 

berulang, interaksi antara hormone auksin dan 

sitokinin pada dosis optimum, stress terhadap 

ZPT auksin, atau karena sifat tanaman yang 

secara alami memiliki respon pembentukan 

kalus remah. Kalus yang terbentuk memiliki 

warna hijau hingga putih kekuningan seperti 

pada penelitian Chaturvedi (2013) yang 

menghasilkan kalus teh yang berwarna hijau 

pada saat mendapat perlakuan cahaya. 

Sedangkan warna putih kekuningan atau 

kuning yang muncul dapat disebabkan karena 

kalus mengalami pembelahan sel secara terus 

menerus dan berulang sehingga menyebabkan 

absennya kloroplas (George, 2008; dan 

Heryanto, 2014). 

Kalus yang telah mengalami subkultur 

selanjutnya dilakukan proses elisitasi pada 

medium Murashige dan Skoog padat yang 

telah ditambahkan dengan elisitor Ca+ dan Cu+. 

Perlakuan konsentrasi Ca+ yang digunakan 

adalah 176 g/L dan 352 g/L sedangkan Cu+ 

adalah 1 g/L dan 2 g/L yang kemudian 

dilakukan kombinasi kedua elisitor tersebut. 

Kalus kemudian ditanam pada medium yang 

telah diberikan senyawa elisitor dan diinkubasi 

selama 10 hari dengan waktu panen yakni hari 

ke-0, ke-5, dan ke-10. Pengujian yang 

dilakukan adalah penentuan kadar epikaten 

galat pada masing-masing perlakuan.  

Sebelum digunakan, kalus yang telah 

dipanen kemudian dikeringkan pada oven 

dengan suhu 50 oC selama 24 jam. Kadar air 

yang didapat dari hasil pengeringan kalus 

adalah sebesar 89,99 %. Kalus yang telah 

kering kemudian diekstraksi dengan 

menggunakan metode sonikasi. Pelarut yang 

digunakan yaitu metanol dengan perbandingan 

pelarut adalah 1:30. Kalus kering ditimbang 

seberat 0,1 g dan digerus hingga halus. 

Pengujian kadar epikatekin galat pada 

sampel dilakukan dengan menggunakan 

metode kromatografi lapis tipis (KLT) untuk 

mendapatkan hasil kualitatif dan kuantitaif. 

Data kuantitatif didapat berdasarkan 

perhitungan dengan persamaan regresi linier 

B A 
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Y=ax+b yang didapat dari pengujian densitas 

pada deret konsentrasi senyawa epikatekin 

galat tunggal. Bercak senyawa epikatekin galat 

pada penelitian ini dapat terlihat secara 

langsung pada plat tanpa menggunakan reagen 

pemberi warna, sehingga nilai Rf dapat 

langsung dihitung. Hal ini terjadi karena 

senyawa yang diuji memiliki sifat yang 

berwarna dibawah cahaya (menyerap warna 

tampak), sehingga dapat dilakukan visualisasi 

secara langsung tanpa menggunakan sinar UV 

(Morlock dan Kovar, 2003 dalam Sherman dan 

Fried, 2003). Namun, dalam penelitian ini 

visualisasi dilakukan dibawah sinar UV 254 

nm yang menghasilkan visualisasi lebih jelas. 

Deteksi bercak epikatekin galat yang dilakukan 

dibawah sinar UV dengan panjang gelombang 

254 nm akan menyebabkan plat terfloresensi 

sehingga bercak senyawa dapat terlihat. Hasil 

visualisasi plat kromatografi pada UV 254 

(Gambar 1) menunjukkan bercak epikatekin 

galat kalus sejajar dengan bercak standar 

dengan Rf sebesar 0,52 dengan warna bercak 

di bawah sinar UV adalah hitam dan berwarna 

cokelat di bawah sinar tampak. 

  

 
Gambar 2. Hasil visulisasi plat kromatografi pada UV 254 nm ekstrak kalus hasil elisitasi dengan variasi 

konsentrasi bubuk Ca+dan Cu+ 

 
Nilai Rf senyawa standar epikatekin 

galat yang dibandingkan dengan bercak elusi 

KLT pada sampel terdapat pada Rf 0,52 yang 

sesuai dengan AHPA (2015) yang 

menyebutkan bahwa nilai Rf senyawa 

epikatekin galat adalah 0,52, epigalokatekin-3-

O-galat memiliki Rf 0,37, Rf epigalokatekin 

adalah 0,46, senyawa epikatekin memiliki Rf 

0,62. Pengujian kadar epikatekin galat pada 

sampel dihitung dengan persamaan garis 

regresi Y= 20,511x – 237,91 dengan nilai R2 

sebesar 0,94. Persamaan regresi tersebut 

didapat dari perbandingan luas area 

kromatogram dengan konsentrasi yang telah 

dibuat seri konsentrasi bertingkat yakni 50, 

100, 150, 200, dan 250 ppm. Hasil 

penghitungan konsentrasi senyawa epikatekin 

gala disajikan pada Tabel 2. 

Beberapa perlakuan elisitor elisitor Ca+ 

dan Cu+ penelitian ini tidak terlalu signifikan 

dalam meningkatkan produksi epikatekin galat 

dibandingkan dengan kontrol. Pada perlakuan 

penambahan elisitor tunggal, yaitu 

penambahan Ca2+ konsentrasi rendah (176 

g/L), dapat meningkatkan konsentrasi 

epikatekin galat pada masa inkubasi yang lebih 

lama dibanding perlakuan penambahan Ca2+ 

dengan konsentrasi lebih tinggi (352 g/L). 

Sementara pada lama waktu inkubasi yang 

sama, penambahan Cu2+ konsentrasi rendah (1 

g/L), dapat meningkatkan konsentrasi 

epikatekin galat lebih tinggi dibanding 

perlakuan penambahan Cu2+ dengan 

konsentrasi lebih tinggi (2 g/L). Namun 

demikian dari hasil kolaborasi kedua 

perlakuan, yaitu penambahan Ca2+ dan Cu2+ , 

masing-masing dengan konsentrasi rendah 

(Ca2+ (176 g/L) dan Cu2+ (1 g/L)), memberikan 

pengaruh peningkatan konsentrasi epikatekin 

galat yang paling tinggi. Cu merupakan salah 

satu mikronutrien yang dibutuhkan tumbuhan 

dalam proses metabolisme dan enzimatik serta 

mampu mengoptimalkan penggunaan tembaga 

didalam jaringan. 
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Tabel 2. Kadar epikatekin galat pada kalus daun C.sinensis L. hasil elisitasi oleh elisitor Ca+ dan Cu+ 

Sampel Hari Konsentrasi (ppm) 

U0A0 

0 34,15 

5 96,25 

10 153,64 

U0A1 

0 119,15 

5 171,19 

10 156,70 

U0A2 

0 179,26 

5 82,03 

10 44,01 

U1A0 

0 236,38 

5 144,85 

10 193,88 

U1A1 

0 298,37 

5 189,03 

10 25,42 

U1A2 

0 29,31 

5 27,21 

10 52,88 

U2A0 

0 175,42 

5 57,42 

10 34,65 

U2A1 

0 186,48 

5 73,29 

10 117,86 

U2A2 

0 182,71 

5 117,23 

10 59,90 

 
Berdasarkan data yang diperoleh, 

kondisi yang sering ditemui yaitu semakin 

meningkatnya konsentrasi elisitor yang 

ditambahkan ke dalam kultur, senyawa 

epikatekin galat yang terbentuk semakin 

menurun. Penurunan ini dapat terjadi karena 

konsentrasi elisitor yang digunakan melampaui 

batas optimum. Menurut Dornenburg (2003), 

jumlah elisitor yang terlalu banyak dapat 

menurunkan produksi biomasa yang akan 

berefek pada menurunnya induksi enzim PAL 

sehingga produksi senyawa antioksidan 

menjadi terhambat. 

Meningkatnya produksi epikatekin 

galat pada perlakuan dapat disebabkan karena 

elisitor yang digunakan dikenali sebagai agen 

pathogen, sehingga kehadirannya 

mengakibatkan kalus menghasilkan senyawa 

H2O2 secara langsung yang akan meningkatkan 

reactive oxygen species (ROS) serta 

meningkatnya produksi asam jasmonat dan 

metil jasmonat endogen. Meningkatnya ROS 

dan senyawa asam jasmonat serta metil 

jasmonat endogen ini akan menyebabkan kalus 

menghasilkan senyawa fenolik dengan bantuan 

enzim PAL sebagai respon awal pembentukan 

senyawa fenolik (Srisornkompon dkk., 2014; 

Abraham dkk., 2011). 

Dalam proses biosintesis metabolit 

sekunder berdasarkan beberapa penelitian yang 

telah dilakukan, banyak penelitian yang 

menyatakan bahwa produksi metabolit 

sekunder (senyawa fenol) terutama epikatekin 

galat merupakan interaksi yang rumit dari 

beberapa enzim yakni phenylalanine ammonia 

lyase (PAL), leucoathocyanidin 4-reductase 

(LAR), atnhocyanidin synthase (ANS), 

athocyanidin reductase (ANR), dan enzim-

enzim lain yang bekerja pada jalur asam 

sikimat (Punyasiri dkk.,2004; Ververidis dkk., 

2007). Menurut Punyasiri dkk. (2004), secara 

singkat, katekin pada teh disintesis dari 

leukoatosianidin, leukosianidin, dan 

leukodephidin, yang akan diubah dengan 
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bantuan enzim LAR. Namun, dalam biosintesis 

epikatekin dan epigalokatekin, leukosianidin 

bukan merupakan prekursor utama.  

Meningkatnya aktivitas enzim PAL 

akan menyebabkan produksi senyawa-senyawa 

fenolik meningkat. Salah satunya adalah 

epikatekin galat. Senyawa epikatekin galat 

akan terbentuk dari leukosianidin yang akan 

diubah menjadi antosianidin dengan bantuan 

anthocyanidin synthase (ANS), selanjutnya 

antosianidin akan diubah menjadi epikatekin 

dengan bantuan anthocyanidin reductase 

(ANR) (Punyasiri dkk., 2004).  Akan tetapi, 

pembentukan derivat dari flava 3-ol seperti 

epikatekin galat dan epigalokatekin galat 

secara lengkap masih belum diketahui secara 

pasti. 

Simpulan 

Morfologi dan warna kalus dari 

eksplan daun C. sinensis (L.) pada medium 

Murashige and Skoog dengan penambahan 

hormon BAP dan NAA 1 ppm memiliki 

tekstur kompak dan remah, dengan warna 

bervariasi yaitu hijau, putih, dan putih 

kekuningan. Kombinasi elisitor Ca+ dan Cu+ 

yang paling optimal dalam meningkatkan 

kadar epikatekin galat pada kultur kalus daun 

C. sinensis (L.) adalah kombinasi elisitor Ca2+ 

(176 g/L) dan Cu2+ (1 g/L) selama 0 hari 

(kurang dari 24 jam). 
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