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ABSTRAK: Dendrobium sp. adalah salah satu spesies anggrek yang dapat dimanfaatkan sebagai tanaman
obat karena menghasilkan berbagai macam metabolit penting, diantaranya adalah alkaloid yang berfung-
si sebagai antioksidan, antikanker, dan mempunyai aktivitas neuroprotektif. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui senyawa metabolit yang dihasilkan dari kultur pucuk Dendrobium anosmum-gigantea,
yang dibandingkan dengan tanaman induk menggunakan skrining fitokimia, kromatografi, dan densitome-
tri. Kultur pucuk dilakukan menggunakan media MS dengan ZPT NAA 0,5 ppm dan BAP 0,5 ppm. Ekstrak-
si kultur pucuk dan tanaman induk dilakukan dengan metode ultrasonikasi. Skrining fitokimia dilakukan
menggunakan metode spot test dan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Hasil skrining fitokimia menunjukkan
bahwa ada 4 golongan senyawa yang sama-sama dihasilkan oleh ekstrak kultur pucuk dan tanaman induk
yaitu alkaloid, flavonoid, tannin, dan fenol. Analisis kandungan alkaloid antara kultur pucuk dan tanaman
induk dengan metode KLT menggunakan fase gerak kloroform : metanol (12:2) menghasilkan 2 noda pada
Rf 0,41-0,43 dan 0,75-0,78. Sementara itu, dengan metode densitometri menunjukkan spektra densito-
gram yang muncul pada Rf 0,50-0,60 dan 0,90-1,00. Kesimpulannya, kultur pucuk Dendrobium anosmum-
gigantea mempunyai kemiripan kandungan golongan senyawa dengan tanaman induk jika dilihat dari hasil
skrining fitokimia, kromatografi, dan densitometri, sehingga kultur pucuk bisa digunakan sebagai alterna-
tif untuk produksi golongan senyawa yang sama pada tanaman anggrek Dendrobium anosmum-gigantea.

Kata kunci: dendrobium; kultur pucuk; alkaloid; skrining fitokimia

ABSTRACT: Dendrobium sp. is one of the orchid species that was used as a medicinal plant and produces a
variety of important metabolites such as alkaloids having antioxidant, anticancer, and neuroprotective ac-
tivity. This research was aimed to analyze the composition of metabolites produced from shoot culture of
Dendrobium anosmum-gigantea compared with related parent plants using phytochemical screening, chro-
matographic, and densitometric methods. Shoot cultures were performed using MS medium with 0.5 ppm
NAA and 0.5 ppm BAP. The extraction of shoot cultures and parent plants was carried out by ultrasonica-
tion. Phytochemical screening was conducted using the spot test method and Thin Layer Chromatography
(TLC). The results showed that the shoot cultures and parent plant extracts contain four chemical compound
groups, i.e. alkaloids, flavonoids, tannins, and phenols. Alkaloid analysis on shoot cultures and parent plants
by TLC method using the mobile phase of chloroform : methanol (12 : 2) showed two spots at the Rf value of
0.41-0.43 and 0.75-0.78. Densitogram showed two peaks at the Rf value of 0.50-0.60 and 0.90-1.00. In con-
clusion, shoot culture of Dendrobium anosmum-gigantea and its parent plant showed similar compounds,
therefore shoot culture can be used as an alternative for the Dendrobium anosmum-gigantea parent plant.

Keywords: dendrobium; shoot culture; alkaloids; phytochemical screening
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1. Pendahuluan

Anggrek merupakan tanaman hias dengan
keindahan bunganya dan memiliki nilai jual yang
tinggi. Namun di balik keindahan tersebut, ang-
grek mempunyai manfaat antara lain sebagai
produk herbal dan bahan kosmetika. Salah satu
spesies anggrek yang dapat dimanfaatkan se-
bagai tanaman obat adalah anggrek Dendrobium
sp. [1]. Potensi Dendrobium sp. sebagai obat di-
karenakan anggrek ini menghasilkan berbagai
macam metabolit penting, salah satunya adalah
alkaloid. Alkaloid utama pada Dendrobium sp.
adalah Dendrobine (C, H,.0,N) [2].

Senyawa alkaloid pada Dendrobium crumeta-
num sw berpotensi untuk pengobatan radang te-
linga bagian dalam [3]. Daun anggrek Dendrobium
auranticum dapat digunakan sebagai obat hipo-
tensi, sedangkan daun Dendrobium chrysantum
dan Dendrobium densiflorum dapat digunakan se-
bagai obat diabetes [1], serta ada beberapa spe-
sies Dendrobium yang mempunyai aktivitas an-
tibakteri [4]. Alkaloid pada spesies Dendrobium
dapat berfungsi sebagai antioksidan, antikanker,
dan mempunyai aktivitas neuroprotektif [5]. Per-
masalahan yang sering ditemukan pada produk
herbal adalah kondisi lingkungan dan perbe-
daan letak geografis yang dapat mempengaruhi
produksi metabolit sekunder, bahkan juga untuk
produk yang dihasilkan oleh spesies tanaman
yang sama [6]. Permasalahan tersebut dapat dia-
tasi dengan perbanyakan tanaman menggunakan
kultur jaringan tanaman [7].

Penelitian sebelumnya yang dilakukan pada
anggrek Dendrobium anosmum-gigantea, yaitu
kultur pucuk menggunakan media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh Naftalen
Asam Asetat (NAA) dan Benzyl Amino Purine
(BAP) menghasilkan kultur pucuk optimum pada
konsentrasi NAA 0,5 ppm dan BAP 0,5 ppm [8].
Penelitian lain menemukan bahwa terdapat dua
senyawa alkaloid pada kultur biji Dendronium
huoshanense menggunakan HPLC dan TLC, se-
dangkan tanaman anggrek utuh untuk spesies
yang sama mengandung empat senyawa alkaloid

[9]. Tujuan dari penelitian ini adalah melakukan
karakterisasi senyawa metabolit yang dihasilkan
dari kultur pucuk Dendrobium anosmum-gigan-
tea yang dibandingkan dengan tanaman induknya
yang utuh, menggunakan analisis skrining fito-
kimia, kromatografi, dan densitometri. Gambar
tanaman Dendrobium anosmum-gigantea dapat
dilihat pada Gambar 1. Penelitian ini merupakan
tahap dasar dalam teknologi bioproses senyawa
metabolit sekunder pada sistem kultur jaringan
tanaman yang dapat diaplikasikan pada industri
obat herbal.

I
Gambar 1. Tanaman Dendrobium anosmum-gi-
gantea [10]

2. Metode
2.1. Subkultur pucuk Dendrobium anosmum-

gigantea

Kultur pucuk steril Dendrobium anosmum-gi-
gantea yang dikembangkan di Fakultas Farmasi
Universitas Surabaya disubkultur pada media MS
(Murashige dan Skoog) dengan tambahan ZPT
Naftalen Asam Asetat (NAA) 0,5 ppm dan Benzyl
Amino Purine (BAP) 0,5 ppm. Media MS yang di-
gunakan mengandung 30 g/L (3%) sukrosa dan
0,8 % Agar. pH media disesuaikan pada nilai 5,8
menggunakan 1 N HCl atau 1N NaOH sebelum
disterilisasi. Media disterilisasi dengan menggu-
nakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Kultur pucuk diinkubasi pada suhu ruang
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27+2°C dan kelembaban 80% di bawah lampu
white fluorescent dengan intensitas 2000 lux.
Setelah 25 hari, hasil kultur dievaluasi panjang
dan jumlah dari pucuk yang terbentuk untuk
nantinya dipersiapkan untuk diekstraksi. Hasil
tunas yang baik, yaitu berwarna hijau, bertam-
bah panjang, jumlah dan massanya, diambil dari
media kultur dan dicuci menggunakan aquades

untuk menghilangkan sisa Agar dari media.

2.2. Ekstraksi

Pucuk hasil kultur dan tanaman induk masing-
masing dipotong kecil, kemudian ditimbang
sebanyak 500 mg dan digerus dalam kondisi
dingin dengan mortir dan stamper hingga
halus. Pucuk yang sudah halus dimasukkan ke
dalam tabung sentrifus dan ditambahkan 5 ml
etanol 70%. Campuran tersebut dihomogenkan
dengan vortex selama 1 menit, kemudian
diekstraksi berulang sebanyak 5 kali dengan
cara ultrasonikasi yang dibagi menjadi 2 tahap,
yaitu 2 x 10 menit dan tahap kedua 3 x 5 menit.
Tahap pertama disonikasi selama 10 menit,
kemudian dipisahkan filtrat dan residu dengan
cara disentrifugasi dengan kecepatan 3000
rpm selama 1 menit, disaring menggunakan
kertas saring. Residu hasil pemisahan disonikasi
kembali selama 10 menit dan dipisahkan kembali
filtrat dan residunya. Tahap kedua dilakukan
hal yang sama dengan tahap pertama sebanyak
3 kali dengan waktu masing-masing 5 menit.
Selanjutnya, filtrat hasil pemisahan dimasukkan
ke dalam labu ukur 25 ml dan ditambahkan
etanol 70% sampai 25 ml (adaptasi dari Yunita,
2011) [6].

2.3. Analisis fitokimia

Ekstrak dari kultur pucuk dan tanaman
induk masing-masing diuji kualitatif untuk
mengetahui kandungan aktif seperti alkaloid,
flavonoid, steroid, terpenoid, saponin, tanin,
dan fenol, melalui prosedur standar skrining
reaksi

fitokimia menggunakan reagen dan

warna. Pengujian senyawa alkaloid dapat

dilakukan menggunakan pereaksi Dragendorf.
Terbentuknya endapan merah menunjukkan
adanya senyawa alkaloid. Selain itu, analisa
alkaloid juga dapat menggunakan pereaksi
Mayer dan Wagner dengan hasil positif jika
menunjukkan adanya endapan putih (Mayer) dan
endapan coklat (Wagner). Pengujian senyawa
flavonoid menggunakan serbuk Mg dan HCI pekat
dengan terbentuknya warna merah/kuning/
jingga. Pengujian senyawa steroid dan terpenoid
dan H,SO,
dengan terbentuknya warna ungu/jingga/kuning

menggunakan CH,COOH glasial

keemasan untuk triterpenoid dan warna biru atau
hijau untuk steroid. Pengujian senyawa saponin
menggunakan HCI 1 N dengan terbentuknya
busa stabil. Pengujian senyawa tanin dan fenol
menggunakan FeCl, dengan terbentuknya warna
biru hitam atau coklat hitam.

2.4. Analisis kromatografi

Ekstrak kultur pucuk dan tanaman induk
masing-masing dianalisis dengan menggunakan
metode kromatografi lapis tipis (KLT) untuk
mengetahui  kandungan  metabolit  yang
terdapat dalam ekstrak etanol. Fase gerak yang
digunakan untuk mengeluasi sampel dibuat
variasi berdasarkan gradien kepolaran. Pereaksi
penampak noda disesuaikan dengan metabolit
sekunder yang diamati. Untuk alkaloid total
telah dioptimasi fase geraknya menggunakan
3 komposisi fase gerak yang berbeda yaitu
Kloroform : metanol : amonia (85:15:1), etil asetat
: kloroform (8:2), kloroform : metanol (12:2) dan

menggunakan fase diam plat silica gel GF 254.

2.5. Analisis densitometri

Ekstrak tanaman induk dan kultur pucuk
masing-masing dianalisis dengan Densitometer
(Camag TLC Scanner 4). Sebelum dilakukan
pengamatan profil metabolit, dilakukan scanning
terlebih dahulu untuk menentukan panjang
gelombang maksimum dari ekstrak pucuk.
Spektrum yang terbentuk dianalisa berdasarkan
puncak dan area yang terbentuk pada panjang
gelombang tertentu kemudian dibandingkan
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profil spektrum yang dihasilkan oleh ekstrak
tanaman induk dan kultur pucuk Dendrobium
anosmum-gigantea.

3. Hasil dan diskusi
3.1. Persiapan sampel

Hasil subkultur pucuk Dendrobium anosmum-
gigantea menggunakan media MS dengan
konsentrasi ZPT NAA 0,5 ppm dan BAP 0,5
ppm. Keberhasilan subkultur dilihat melalui
peningkatan Indeks Pertumbuhan (IP) pucuk.
Hasil IP yang terukur adalah 1,058 * 0,0151.
Pemilihan kultur pucuk dan tanaman induk
anggrek Dendrobium anosmum-gigantea untuk
diekstraksi adalah pucuk berwarna hijau, yang
menandakan bahwa kondisi tanaman sampel baik
[11]. Penimbangan pucuk menghasilkan rata-rata
215,3 + 1,07 mg, sedangkan tanaman induk rata-
rata penimbangannya 220,5 * 9,87 mg. Ekstraksi
dilakukan dengan metode ultrasonikasi dalam
etanol 70% dan dilakukan ekstraksi berulang
sebanyak 5 kali untuk mendapatkan ekstrak yang
maksimal [6].

Kedua ekstrak memiliki kriteria jernih dan
berwarna hijau, tetapi intensitas warnanya
lebih pekat terlihat pada ekstrak dari tanaman
induk jika dibandingkan dengan ekstrak yang
berasal dari kultur pucuk. Intensitas warna hijau
pada ekstrak ditimbulkan oleh metabolit yang
terkandung dalam tanaman, khususnya adalah
kandungan klorofil, sehingga kemungkinan
intensitas warna ekstrak tanaman induk lebih
tinggi dibanding kultur pucuk karena kandungan
klorofil tanaman induk lebih banyak. Klorofil
merupakan metabolit utama yang menyebabkan
warna hijau pada tanaman khususnya pada daun
[11]. Metabolit yang dihasilkan tanaman induk
umumnya lebih banyak dari pada tanaman yang
dikultur, karena media kultur yang digunakan
baru dan tanaman perlu adaptasi untuk sama
seperti tanaman induknya [12,13]. Hasil ekstraksi
dapat dilihat pada Gambar 2.

3.2. Skrining fitokimia
ekstrak
dianalisis dengan menggunakan metode skrining

Kandungan golongan senyawa

fitokimia menggunakan spot test dan metode KLT.

Gambar 2. Hasil ekstraksi tanaman induk (A) dan kultur pucuk (B)

Hasil skrining fitokimia spot test tanaman induk
dan kultur pucuk Dendrobium anosmum-gigantea
dapat dilihat pada Tabel 1, sedangkan hasil KLT
pada Tabel 2 dan Tabel 3.

Dari hasil skrining fitokimia yang dilakukan
menggunakan metode spot test dan KLT, kedua
ekstrak baik dari tanaman induk maupun kultur
pucuk mengandung golongan senyawa yang
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Tabel 1. Hasil skrining fitokimia spot test

Golongan senyawa Tanaman induk Kultur pucuk
Keberadaan Hasil Keberadaan se- Hasil
senyawa nyawa
Alkaloid + Endapan putih + Endapan putih (Mayer)
(Mayer)
+ Endapan + Endapan merah bata
merah bata (Dragendorf)
(Dragendorf)
+ Endapan + Endapan coklat (Wag-
coklat (Wag- ner)
ner)
Flavonoid - Tidak ada pe- - Tidak ada perubahan
rubahan
Steroid dan terpenoid - Tidak ada pe- - Tidak ada perubahan
rubahan
Saponin - Tidak terben- - Tidak terbentuk busa
tuk busa
Tanin + Terbentuk + Terbentuk warna
warna coklat coklat kehitaman
kehitaman
Fenol + Terbentuk + Terbentuk warna
warna coklat coklat kehitaman
kehitaman
Keterangan:

(+) = kemungkinan adanya golongan senyawa

(-) =tidak adanya golongan senyawa

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia metode KLT tanaman induk

Golongan Sinar tam- UV Rf Pereaksi Warna Keberadaan
senyawa pak 254 nm 366 nm penampak noda senyawa
noda
Alkaloid Hijau Hijau Fluoresensi 0,42 Dragendorf Coklat +
muda jingga 0,85
Flavonoid Kuning ke- Kuning Fluoresensi 0,65 Uapamonia Kuning +
hijauan jingga 0,75 (sesaat
setelah di-
uapkan)
Steroid dan  Jinggake- Merah muda Fluoresensi 0,2 Lieberman- Jingga kehi- -
terpenoid hijauan keunguan jingga Burchard jauan
Saponin Hijau ke- Kuning ke- Fluoresensi 0,17  Lieberman- Hijau ke- -
coklatan coklatan jingga 0,59  Burchard coklatan
0,74
Tanin Jinggake- Merah muda Fluoresensi 0,76  FeCl, Abu-abu +
hijauan biru keabuan kecoklatan
Fenol Hijau Hijau Fluoresensi 0,12  Folin Ciocal- Birumuda +
muda jingga teau
Keterangan:

(+) = kemungkinan adanya golongan senyawa

(-) =tidak adanya golongan senyawa
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Tabel 3. Hasil skrining fitokimia metode KLT kultur pucuk

Golongan Sinar tam- UV Rf Pereaksi Warna Keberadaan
senyawa pak 254 nm 366 nm penampak noda senyawa
noda
Alkaloid Hijau Hijau Fluoresensi 0,4 Dragendorf Coklat +
muda jingga 0,83
Flavonoid Kuning ke- Kuning Fluoresensi 0,64 Uapamonia Kuning +
hijauan jingga 0,74 (sesaat
setelah di-
uapkan)
Steroid dan  Jinggake- Merah muda Fluoresensi 0,21  Lieberman- Jingga kehi- -
terpenoid hijauan keunguan jingga Burchard jauan
Saponin Hijau ke- Kuning ke- Fluoresensi 0,21 Lieberman- Hijau ke- -
coklatan coklatan jingga 0,65  Burchard coklatan
0,81
Tanin Jinggake- Merah muda Fluoresensi 0,71  FeCl, Abu-abu +
hijauan biru kecoklatan
Fenol Hijau Hijau Fluoresensi 0,11  Folin Ciocal- Birumuda +
muda jingga teau
Keterangan:

(+) = kemungkinan adanya golongan senyawa
(-) =tidak adanya golongan senyawa

sama, yaitu alkaloid, flavonoid, tannin, dan fenol.
Alkaloid pada spesies Dendrobium, salah satunya
senyawa dendrobine mempunyai aktivitas
farmakologi seperti anti kanker [14], antivirus
[15], sehingga dilakukan identifikasi senyawa
alkaloid untuk mengidentifikasi kemiripan antara
kultur pucuk dan tanaman induk.

Optimasi fase gerak dilakukan untuk
identifikasi golongan senyawa alkaloid pada
tanaman induk. Tiga jenis fase gerak yang dipakai
yaitu kloroform : metanol : amonia (85:15:1),
etil asetat : kloroform (8:2), kloroform : metanol

(12:2). Fase gerak terbaik untuk senyawa alkaloid

yang diperoleh adalah kloroform : metanol (12:2)
dengan menghasilkan pemisahan yang baik
yaitu 2 noda warna coklat pada Rf 0,42 dan 0,83
(menggunakan penampak noda Dragendorf).

3.3. Analisis kromatografi
metanol (12:2)

digunakan untuk mengeluasi ekstrak tanaman

Fase gerak kloroform

induk dan kultur pucuk Dendrobium anosmum-
gigantea. Hasil eluasi diamati pada sinar tampak,
UV 254 nm, 366 nm, dan pemberian penampak
noda Dragendorf. Hasil identifikasi alkaloid
dengan KLT dapat dilihat pada Tabel 4 dan

Tabel 4. Hasil identifikasi senyawa alkaloid pada tanaman induk dan kultur pucuk Dendrobium anos-

mum-gigantea

Parameter Tanaman induk Kultur pucuk
Jumlah noda 2 2

Sinar tampak Hijau muda Hijau muda

UV 254 nm Hijau Hijau

UV 366 nm Fluorosensi jingga Fluorosensi jingga
Rf 0,43-0,78 0,41-0,75
Dragendorf Coklat Coklat
Keberadaan senyawa alkaloid ++ ++
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Gambar 3.

Noda yang dihasilkan oleh ekstrak tanaman
induk dan kultur pucuk menunjukkan hasil yang
sama, yaitu menghasilkan 2 noda pada Rf 0,41-
0,43 dan 0,75-0,78, sehingga dapat disimpulkan
bahwa ada kemiripan kandungan golongan
senyawa, dengan intensitas warna noda pada
tanaman induk lebih tinggi, yang diasumsikan
karena konsentrasi senyawa yang lebih tinggi

Rf0,78 |-O (O—{ rf0,75

RF0,43 |-O (O rfoa1

1

pada tanaman induk.

3.4. Analisis densitometri

Analisis secara densitometri dilakukan pada
panjang gelombang 254 nm yang ditujukan
untuk mengetahui kemiripan senyawa yang
dihasilkan oleh tanaman induk dan kultur pucuk
Dendrobium

anosmum-gigantea.  Kemiripan

kedua sampel ditunjukkan dari hasil spektra

3 4

Gambar 3. Hasil identifikasi KLT ekstrak tanaman induk dan kultur pucuk Dendrobium anosmum-gigantea, (a)
tanaman induk; (b) kultur pucuk; (1) Sinar tampak; (2) UV 254 nm; (3) UV 366 nm; (4) Penampak noda

Dragendorf

Noda 2

Noda 1

P

Noda 2

Noda 1 N

Thea o - A

T 0.20

.00 2T 1,00

Gambar 4. Hasil identifikasi densitometri ekstrak tanaman induk dan kultur pucuk Dendrobium anosmum-gigan-

tea, (a) tanaman induk; (b) kultur pucuk
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densitogram yang muncul pada Rf 0,50-0,60
dan 0,90-1,00. Densitogram dapat dilihat pada
Gambar 4.

Dari hasil skrining fitokimia menggunakan
spot test dan KLT, didapatkan beberapa golongan
senyawa yang kemungkinan terdapat pada
tanaman induk dan kultur pucuk Dendrobium
anosmum-gigantea yaitu alkaloid, flavonoid,
tanin, dan fenol. Hasil penelitian ini sama
dengan hasil pada penelitian sebelumnya yang
menyebutkan bahwa spesies Dendrobium
memiliki kandungan golongan senyawa alkaloid
yang di dalamnya terkandung senyawa aktif
utama yang memiliki aktifitas farmakologi yaitu
dendrobine (C, H,.O,N) [2]. Penelitian yang lain
menyebutkan spesies ini juga memiliki golongan
senyawa polifenol antara lain flavonoid, fenol,
dan tanin [16]. Kemiripan kandungan senyawa
yang dilihat dari hasil skrining fitokimia maupun
hasil densitometri, menunjjukan bahwa kultur
pucuk Dendrobium anosmum-gigantea dapat
menghasilkan metabolit yang serupa dengan
induk. Pada

tertentu, metabolit sekunder yang dihasilkan oleh

tanaman spesies Dendrobium
kultur lebih banyak dari pada tanaman induk, hal
tersebut disebabkan karena adanya kondisi stres
pada lingkungan [17].

Oleh sebab itu, perbanyakan melalui kultur
jaringan tanaman dapat dilakukan tanpa merubah
produk metabolit dari tanaman induk. Selain itu,
dengan menggunakan kultur jaringan tanaman
dapat menghasilkan klon secara cepat, tanpa
dipengaruhi cuaca dan letak geografis, terutama
untuk tanaman yang memerlukan kondisi khusus
atau sulit diperbanyak dengan menggunakan cara
vegetatif konvensional, seperti spesies anggrek

[7].

4, Kesimpulan

Berdasarkan hasil skrining fitokimia, analisis
KLT dan densitometri, kultur pucuk Dendrobium
anosmum-gigantea mempunyai kemiripan de-
ngan tanaman induk jika dilihat dari kandungan

golongan senyawa, sehingga kultur pucuk bisa di-
gunakan sebagai alternatif untuk produksi golo-
ngan senyawa metabolit yang sama pada tana-
man anggrek Dendrobium anosmum-gigantea.
Oleh karena itu, perlu penelitian lebih lanjut un-
tuk mengoptimalkan produksi golongan senyawa
pada kultur pucuk agar kuantitasnya sama atau
lebih banyak dari pada tanaman induk, salah sa-
tunya dengan cara meningkatkan jumlah biomasa
dari kultur dan optimalisasi kondisi lingkungan
kultur.
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