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Judul Invensi : METODE PRODUKSI KATEKIN MELALUI KULTUR /N VITRO SUSPENSI Cameliia sinensis.

Abstrak :

Invensi ini berhubungan dengan metode produksi bahan bioaktif katekin melalui kultur in vitro suspensi Camelia sinensis. Lebih khusus lagi
metode ini dapat menghasilkan katekin dalam skala besar. Langkah-langka yang dilakukan untuk produksi katekin meliputi: 1) sterilisasi
\lat dan bahan, 2) pembuatan media perlakuan dengan zat pengatur tumbuh, 3) penyediaan pucuk daun Camellia sinensis L, 4) inisiasi
ksplan dengan menanam potongan pucuk daun teh pada media perlakuan, 5) Induksi kalus Camellia sinensis L dilanjutkan dengan sub-
itur, 6) induksi suspensi, dilanjutkan dengan sub-kultur, 5) elisitasi akumulasi senyawa katekin dengan menggunakan elisitor ion
ilalanin, dan 6) pemeriksaan pertumbuhan suspensi dilanjutkan uji kualitatif maupun kuantitatif kandungan suspensi katekin. Dengan
ses perwujudan invensi ini, dihasilkan produk katekin dimana produk yang dihasilkan kadarnya sebesar 42,91 ppm.



DESKRIPSI

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berhubungan dengan metode produksi bahan
bioaktif katekin melalui kultur in vitro suspensi Camelia
sinensis. Lebih khusus lagi metode ini dapat menghasilkan

katekin dalam skala besar.

Latar Belakang Invensi

Senyawa metabolit sekunder katekin yang terdapat
dalam daun teh mempunyai sifat bioaktif diantaranya
berkhasiat sebagai anti diarhe. Senyawa katekin ini
berperan juga sebagai zat antikanker, anti-inflamasi, dan
mengoksidasi lemak untuk menurunkan berat badan (Parris,
2009). Selain itu, orang yang minum satu cangkir teh hijau
per hari dapat menurunkan risiko terkena stroke 1ischemic

(Colin, 2009).

Semakin berkurangnya lahan perkebunan dapat berdampak
pada lahan untuk perkebunan teh khususnya semakin berkurang
juga. Oleh karena itu, cara produksi katekin dalam skala
besar untuk kebutuhan penduduk sangat diperlukan. Salah
satu aternatif untuk memperoleh metabolit sekunder katekin
adalah teknik kultur suspensi sel. Teknik kultur suspensi
sel dapat berkembang lebih cepat dari pada metabolit yang
dipanen dari perkebunan.

Invensi sebelumnya vyang Dberkaitan dengan produksi
metabolit sekunder diantaranya metabolit sekunder
prosianidin dari kultur sel tanaman Vaccinium pahalae (US
Patent 20050152839). Invensi lainnya seperti dinyatakan
dalam US Patent 5804567 vyang berkaitan dengan theaflavin



untuk mengobati penyakit kanker. Sedangkan invensi yang
akan diajukan 1ini menyediakan pembuatan katekin dari
eksplan pucuk daun Camellia sinensis L., dengan metode
kultur in vitro berbasis teknik kultur suspensi sel yang
dilakukan serba aseptis. Hasil katekin vyang didapatkan
dapat digunakan sebagai antioksidan untuk obat-obatan dan

kosmetik.

Uraian Singkat Invensi.

Sesuai invensi ini menyediakan metode produksi katekin
dengan teknik kultur in vitro suspensi sel. Tahapan
produksinya meliputi tahap-tahap: 1) sterilisasi alat dan
bahan, 2) pembuatan media perlakuan dengan zat pengatur
tumbuh, 3) penyediaan pucuk daun Camellia sinensis L, 4)
inisiasi eksplan dengan menanam potongan pucuk daun teh
pada media perlakuan, 5) Induksi kalus Camellia sinensis L
dilanjutkan dengan sub-kultur, 6) induksi suspensi Camellia
sinensis L., dilanjutkan dengan sub-kultur, 5) elisitasi
akumulasi senyawa katekin dengan menggunakan elisitor ion
fenilalanin, dan 6) pemeriksaan pertumbuhan  suspensi
dilanjutkan wuji kualitatif maupun kuantitatif kandungan
suspensi katekin.

Steririlasi alat-alat dan bahan dilakukan di dalam
autoklaf. Media nutrisi vyang digunakan adalah media
Murashige & Skoog (MS) yang dimodifikasi dengan penambahan
kinetin dan 2,4-D.

Uraian Lengkap Invensi

Invensi ini dimulai dengan sterilisasi semua bahan dan
alat di dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 9 menit
tekanan 1 (satu) atmosfir. Sterilisasi ruangan maupun

tempat inokulasi dengan menggunakan lampu ultraviolet.



Sterilisasi sangat penting untuk mencegah kontaminasi
bakteri maupun jamur pada proses produksi.

Media nutrisi yang digunakan media MS yang
dimodifikasi dengan penambahan kinetin dan 2,4-D. Pembuatan
media padat adalah sebagai berikut: erlenmeyer 500 mL diisi
makronutrien MS vyang berisi: (NH4NO31650 mg/L, KNO3 1900
mg/L, CaCl,2H,0 440 mg/L, MgS047H,O0 370 mg/L, KH,POs 170
mg/L) ditambah mikronutrien MS (FeSO47H,0 27,8 mg/L,
Na,EDTA.2H,0 37,3mg/L, H3BO36,2 mg/L, MnSO044H,0 22,3mg/L,
ZnsS047H,0 8,6mg/L, KI 0.83mg/L, Na,Mo042H,0 0,25 mg/L,
CuS0,5H,0 0,025 mg/L) ditambah myoinositol 100mg/L ditambah
Vitamin B5 0.5-2 mg/L ditambah Sucrosa 20 gram/L.
Selanjutnya diatur pH nya pada 5,8 dengan penambahan
larutan NaOH 0,1N atau HC1 0,1N dengan menggunakan pH
meter, kemudian ditambahkan bubuk agar sebanyak 4 gram
kemudian dipanaskan sambil diaduk dengan stirer hingga
mendidih. Untuk media suspensi bahan yang digunakan hampir
sama dengan media padat tanpa penambahan agar-agar.
Larutan medium panas kemudian dimasukkan ke dalam botol
kultur masing-masing botol sebanyak 12,5 mL medium.
Selanjutnya botol kultur berisi medium MS vyang telah
dimodifikasi ditutup dengan aluminium foil dan
disterilisasi di autoklaf.

Bahan eksplan yang digunakan adalah pucuk daun teh
yvang diperoleh dari perkebunan. Eksplan dipetik dari pucuk
daun teh posisi 1, 2 dan 3 dari kebun dicuci dengan air
yang mengalir sampai bersih. Selanjutnya direndam dalam
larutan dithane dan agrept 2 gram/L selama 20 menit untuk
mematikan jamur. Selanjutnya proses dilakukan di laminar
air flow (LAF) pucuk daun direndam sambil dikocok pelan
dalam larutan berbahan aktif 5,25% NaCLO selama 30 menit.
Selanjutnya dibilas dengan akuades steril, sambil dikocok

pelan selama 5 menit, wulangi kegiatan ini 3 kali. Daun



tanpa tulang dan tepi steril dipindahkan pada cawan petri,
kemudian daun dipotong-potong dengan ukuran 0,5-1 cm.
Potongan daun ditanam pada botol kultur, sebanyak 4-5
eksplan. Botol kultur diinkubasi di ruang terang pada suhu
25°C dan diamati kemampuannya untuk membentuk kalus dan
kalus yang terbentuk disubkultur. Kalus yang disubkulturkan
dipilih bagian yang berwarna putih kehijauan karena pada
bagian tersebut sel-selnya masih aktif mengalami
pembelahan. Subkultur dilakukan dengan cara memindahkan
kalus pada media baru secara aseptis diinkubasi dalam ruang
kultur pada suhu 25°C selama 4 minggu dengan pencahayaan
untuk pemeliharaan kalus dan perbanyakan. Kalus hasil
perbanyakan dipindahkan ke media suspensi, dan dielisitasi
dengan ion fenilalanin sebanyak 4 ppm. Setelah umur 4
minggu dari masa elisitasi, dipanen dengan cara
mengeluarkan dari botol, ditiriskan di tisu kemudian
ditimbang, didapat berat basah dan setelah pengeringan
didapat berat kering. Hasil vyang diperoleh dari berat
kering ini merupakan hasil produksi katekin vyang dalam
penggunaannya perlu diekstrak untuk mendapatkan kadarnya.
Penentuan kadar katekin menggunakan kromatografi cair
kinerja tinggi / HPLC. Kadar katekin dengan HPLC didapat
kadar sebesar 42, 91ppm.



Klaim

1

Metode produksi katekin menggunakan teknik kultur in

vitro sesuai langkah-langkah sebagai berikut:

a). Sterilisasi alat di dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 9 menit tekanan satu atmosfir dan
sterilisasi bahan menggunakan larutan benomyl,
agrept dan NaCloO;

b). Pembuatan media perlakuan dengan zat pengatur
tumbuh kinetin dan 2,4-D;

c). Inisiasi eksplan dengan menanam potongan pucuk
daun Camellia sinensis L pada media perlakuan;

d). Induksi kalus Camellia sinensis L dilanjutkan
dengan subkultur;

e). Induksi suspensi Camellia sinensis L dilanjutkan
dengan subkultur;

f). Elisitasi suspensi Camellia sinensis L dengan
menggunakan fenilalanin; dan

g) . Pemeriksaan pertumbuhan suspensi dilanjutkan
ujikandungan suspensi secara kualitatif-
kuantitatif dengan HPLC.

Metode produksi katekin dengan teknik kultur in vitro

sesuai dengan klaim 1, dimana sterilisasinya

menggunakan benomyl dan agrept 2 gram/L dan NaClO

5,25%.

Metode produksi katekin dengan teknik kultur in vitro

sesual dengan klaim 1 dan 2 menggunakan zat pengatur

tumbuh kinetin dan 2,4-D.

Metode produksi katekin dengan teknik kultur in vitro

sesuai dengan klaim 1 dan 3, memerlukan potongan pucuk

daun teh seluas lcm?.

Metode produksi katekin dengan teknik kultur in vitro

sesuai dengan klaim 1- 4, dimana -elisitor vyang

digunakan adalah fenilalanin



6. Metode produksi katekin dengan teknik kultur in vitro
sesual dengan klaim 1 hingga 5 menghasilkan kadar

katekin sebesar 42,91 ppm.



ABSTRAK

METODE PRODUKSI KATEKIN MELALUI KULTUR IN VITRO
SUSPENSI Camellia sinensis.

Invensi ini berhubungan dengan metode produksi bahan
biocaktif katekin melalui kultur in vitro suspensi Camelia
sinensis. Lebih khusus lagi metode ini dapat
menghasilkan katekin dalam skala besar. Langkah-langka
yang dilakukan untuk ©produksi katekin meliputi: 1)
sterilisasi alat dan bahan, 2) pembuatan media perlakuan
dengan zat pengatur tumbuh, 3) penyediaan pucuk daun
Camellia sinensis L, 4) 1inisiasi eksplan dengan menanam
potongan pucuk daun teh pada media perlakuan, 5) Induksi
kalus Camellia sinensis L dilanjutkan dengan sub-kultur,
6) 1induksi suspensi, dilanjutkan dengan sub-kultur, 5)
elisitasi akumulasi senyawa katekin dengan menggunakan
elisitor ion fenilalanin, dan 6) pemeriksaan pertumbuhan
suspensi dilanjutkan uji kualitatif maupun kuantitatif
kandungan suspensi katekin. Dengan proses perwujudan
invensi ini, dihasilkan produk katekin dimana produk yang

dihasilkan kadarnya sebesar 42,91 ppm.



