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PRODUKSI ALKALOID DARI KALUS
(CATHARANTHAS ROSEUS (L) G. Don) t)

Dingse Pandiangan') dan Nelson Nainggolan3)

ABSTRAK

Penelitian mengenai produksi alkaloid dari kalus Chatoranthus roseus telah dilakukan. Penelitian
ini bertujuan untuk mencri komposisi media yang optimum untuk pembentukan kalus dan
menganalisis alkaloid yang terdapat pada kalus Chataranthus roseus yang terbentuk Manfaat
penelitian adalah untuk memproduksi atkaloid sebagai obat kanker. Kalus diinduksi pada media
Murashige and Skoog (MS) dengan perlakuan sebagai berikut: D[a (tanpa 2,4-D & Kinetin), DKI
(1 ppm 2,4-D and 0,1 ppm kinetin), DK2 (1,5 ppm2,4-D and 0,15 ppm kinetin), DK3 Qppm2,4-
D and 0,2 ppm kinstin), DK4 (2 ppm 2,4-D). Analisis pertumbuhm kalus dilakukan melalui
pe,nimbangan berat basah kalus. Kalus dipanen setelah melewati fase linier pertumbuhar kalus.
Kalus diekstraksi dalam metanol yang mengandung 0,25 o/o HCI 1 N. selarna 48 jarn. Analisis
kualitatif dilakrftan dengan teknik kromatografi lapis tipis, yang me,nggunakan UV pada panjang
gelombang 254 nm untuk menampakkan noda dan untuk penampakan alkaloid disemprot dengan
Dragendorf ke,mudian ditentukan RF-nya. Analisis kuantitatif dilakukan dengan melewatkan
lromatogram pada spektrofotodensitometer pada panjang gelombang 300 nm. Hasil penelitian
menunjulrkan bahwa kalus terbentuk pada semua media (perlakuan) yang diberi zat pergatur
tumbuh (zpt). Kalus terbentuk mulai hari kedelapan setelah kultur. Pertumbutran kalus yang
terbaik terjadi pada media DK2 (1,5 ppm 2,4-D and 0,15 ppm kinetin) dengan sifa kalus
kompalq embriogenik dan kalumya tsrbentuk lebih cepat. Psrtumbuhan liniernya berakhir pada
hari ke 21, sehingga dilalrukan panen kalus pada hari ke-21 setelah sub kultur. Alkaloid terdeteksi
pada semua sampel, tetapi kadamya tidak selalu meningkat dengan meningkatnya zpt. Kandungan
alkaloid paling tingg terjadi pada Df; dengan rata-rafa 0, 1289 %. Kandungan tersebut sargal
berbeda nyata pada LSR 1% dengan kandungan alkaloid antikanker pada kalus lainnya.

Kata kunci: Alkaloid kalus

ALKALOIDS PRODACTION FROM
CHATARANTHUS ROSEUS (L) G. Don Callus

ABSTRACT

The research of alkaloid production from Chotaronthus roseus callus was done. The purpose of
the researh was to get the composition of media thu optimal to grew of callus and to anlysis of
alkaloids content ar this callus. Callus was inducted on Murashige & Skoog (MS) media with the
treatnent: DK6 (without 2,4-D & Kinetin), DKr (1 ppm 2,4-D and 0,1 ppm kinetin), DK2 (1,5
ppm 2,4-D and 0,15 ppm kinetin), DK3 (2 ppm 2,4-D and 0,2 ppm kinetin), DK4 ( 2 ppm ?,4-D),
The analysis of callus growth was done with wet weight of callus. Callus was extracted in metanol
about 48 hours. Qualitative analysis was carried out with thin layer cromatography, and to
appeared the alkaloids was added with Dragendorf. Quantitative analysis was done with seanned
the cromalogram on the Spectophotodensitomoter at l, 300 nrn Result of the research was
showed that callus appearred at all of media that added with growth substances. Callus appearred
on 8 th day after culture. The best callus growth was on DK2 media (1,5 ppm 2,4-D and 0,15 ppm
kinetin) which compact, embriogenic appearrance. Linier growth was finished at 21t day.
Alkaloids were detected in all sampels, but the contains not always increase with glowth

l) Hasil PDM 2002 Direltorat Pembbinaan Penelitian dan Pengabdian pada Masyarakat
Dirjen Pendidikan Tinggi

2) Staf Pengajar Jurusan Biologi FMIPA UNSRAT, Manado
3) Staf Pengajar Jurusan Matematika FMIPA UNSRAT, Manado
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substances increasing. The maximum alkaloids content was DFl2 average O,l2g9 %. This content
significant diffrerent most at LSR I % with the alkaloids anricancer than the other calli.

Keywordds: Alkaloid, callus

PENDAHULUAN

Tapak dra (Catharanthusroseus (L)
G. Don ) adalah semak tahunan yang banyak
dibudidayakan sebagai tanarnan hias dan obat.
Wijayakusuma (1992), menyatakm tanaman
tapak dara ini berguna untuk mengobati
hipertensr, diabetes, pendarahan akibat
penrnrnan jumlah trombosi! chorionic
eptheliomq acute lynphocytic leuchemi4
acuto morocytic leuchemi4 lyrnphosarcoma
dan reticuh,m cell sarcoma Beberapa
penelitian lain melaporkan bahwa sekitar 100
macam alkaloid telah diidentifikasi pada
tanarnan ini. Diantaranya adalah alkaloid anti
kmksr seperti vinblastin (VLB), Vinkristin
(VCR) dan leurosin.

Akhir-akhir ini telah
diketahui bahwa kultur kalus

banyak
maupun

ja.ingan (in vitro) t2n?men ternyata dapat
memproduksi senyawa kimia berupa alkaloid
dan sejeirimya yang tergolong metabolit
sekunder (Vazquez-Flota et al. 1994, Krn et
al. 1994, Nef-Campa et al. 1994, Verpoorte &
van Der Heijden 1991). Beberapa penelitian
menyatakan bahwa alkaloid tertentu
dihasilkan dalam kadar yang lebih tinggi
melalui kultur jaringan (kalus) dari pada
kandungan tanarnan induknya. Keuntungan
lain dari penggunaan kultur jaringan ini untuk
produksi alkaloid adalah produksi tidak
tergantung pada kondisi lingkungarL sistem
produksinya dapat diatur, kualitas rtan hasil
produksinya lebih konsisterq biaya produksi
lebih kecil dan mengurangi penggunaan lahan
(Vazquez-Flota et al. 1994, Kim e/ al. 1994,
Nef-Campa et al. 19F,4, Verpoorte & van Der
Heijden 1991, Ernawati et a[. I99l). Dengan
demikian sangat perlu untuk menggunakan
kultur jaringan pada pengernbangan tapak
dara ini untuk memproduksi suatu senyawa
alkaloid. Penemuan ini menimbulkan harapan
untuk menerapkan cara yang sama dalam
skala besar terutama untuk memproduksi
antara lain alkaloid
ini ditakuti.

Didasarkan

anti kanker yang selarna

panikiran

sumber berbagai senyawa kimia untuk
pengobatan berbagai jenis penyakit (antara
lain kanker), mahalnya obat kanker yang
selama ini di i-po., langkanya obat-obat
tersebut dipasaran, adanya metode produksi
alkaloid yang lebih efisien dqn efektif maka
direncmakan penelitian dengan topik:
Prodrksi alkaloid dari kalus Cotharanthus
roseus. Untuk mernproduksi alkaloid delam
kalus C roseus ini tahap penelitian yang
harus dijalani adalah induksi kalus, analisis
kualitatif alkaloi4 penentuan fta1dnngan
alkaloid (kuantitatif), isolasi dan karaterisasi
senyawa yang diinginkan dan uji hayafr.
Untuk penelitian ini ,dibatasi pada induksi
kalus dai daun t4ak d^ra dengan berbagai
konsentrasi zpt 2,4 - D dm kinsti4 analisis
kualitatif dan kuantitafif dari alkaloid pada
kalus.

Tujuan Penelitian

a Untuk mencari konsentrasi 2,4 - D dan
kinetin yang tepat untuk induksi dan
pertumbuhan kalus C. roseus.

b- Untuk menentukan dan menganalisis
secara kuali1a61' dan kuantitatif alkaloid
yang dihasilkan dalam kalus tapak <iara.

Manfaat Penelitian

Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat:
1. Sebagai sumber informasi mengenai

ksmfinasi zat pengafr:r. tumbuh 2,4 - D
dan kinetin yang tepat untuk per{umhrrham
kalus tapak dzr:a untuk penelifian
selanjutnya

2. Sumber informasi untuk penelitiam
produksi alkaloid anti kanker melalui
kultur kalus, yang merupakan salah satu
penanggulangan langka dan mahrlnya
obu yang sangal berbahay*. {kurker).
Kontribusi lainnya adalah pengerrbaagan
ilrnq teknologi dan ssni.

-I

pentingnya tapak dara dikembangkan sebagai
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METODA PENELITIAN

Bahan dan Medium

Bahan penelitian yang digunakan
adalah daun ke-3 atau ke-4 dari tunas apikal
C. roseus yang tumbuhkan di Laboratorium.
C. roseus yang digunakan sebagai sumber
eksplan adalah C. roseus berbunga putih.
Bahan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif
alkaloid adalah kalus dari hasil penelitian
induksi kalus.

Medium yang digunakan adalah
medium Murasshige dan Skoog (MS), yang
dilengkapi dengan zat hara makro, milro,
vitamin" zat pengatur tubuh sukrosa dan agar-
agar. Medium akan disterilkan dengan
sterilisasi (Autoklaf I 5 Lb/inc2).

Indutrsi Kalus

lnduksi kalus mengikuti metoda
Pandiangan (1998). Eksplan daun C. roseus
disterilkan terlebih dahulu sebelum
dikulturkan pada medium induksi kalus.
Sterilisasi dilakukan dengan alkohol 75o/o dan
Na-hipoklorit 2 o/o. Eksplan yang sudah steril
dikulturkan pada medium padat MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh 2,4 -D dari
0 - 2,5 mgl yang dikombinasi dengan
Kinetin 0 - 0,25 mg4. Dari peirelitian
sebelumnya (Pandiangan, 1998) bahwa ymg
ada kalus adalah seperti komposisi bsrikut :

(pada penelitian ini komposisi tersebut saja
yang di analisis)
DK{ : kontrol (Unpa penambahan zpt)
DKr : 1 ppm 2,4-D dan 0,1 ppmkinetin
DK2 : 1,5 ppm 2,4-D dan 0,1 ppm kinetin
DK3 :2 ppmZ,4-D dan 0,15 ppm kinetin
DIq:2ppm2,4-D
Pengamatan penelitian dilakukan dengan
pengamatan morfologi. Peubah yang diarnati
adalah : bagian organ yang terbentulq sifat
kalus, jumlah kalus ernbriogenrlg hari mulai
terbe,ntulmya kalus, jumlah eksplan yang mati
dan warna kalus-

Pembuatan Ekstrak

Bahan yang telah kering digiling dan
dlayak pada ayakan 40 mesh. Hasil ayakan
dimaserasi yang dikombinasi dengan
pengadukan lambat. Pengekstrak yang
digunakan mengikuti metoda Sumarsi (1990)
yang dimodifikasi. Ekstak yang diperoleh
kemudian dipekatkan dan selanjutnya

dikeringkan dengan menggunakan alat yang
sesuai dengan metode yang digunakan dari
berbagai ekstrak yang diperoleh kemudian
dianalisis mutunya.

Analisis kualitatif dan kuantitatif alkaloid
antikanker

Analisis ini mengikuti metoda
Sumarsi (1990), Hirata (1995). Bahan
diekstraksi dan dimaserasi dalam larutan
metanol yang mengandung 0,25o/o HCI 1 N
selama 48 jam. EksEak kemudian dikeringkan
dengan pengering rarnbut dingin. Residu yang
diperoleh ditimbang dan dilarutkan kembali
dalam 2 rrl metanol untuk analisis kualitatif
dan kuantitatif. Untuk mengidentifikasi
alkaloid anti kanker dalam ekstrak baha,n,
dilakukan analisis kualitatif dengan metode
laomatografi lapis tipis (KLT) menggunakan
pelat al',minium pralapis silika gel. E. Merck
GFzs+ dan sebagai pembanding dalam
mengidentifikasi digunakan katarantin.
Larutan pengembang CHCI: : E - OH :

NI{4OH dengan perbandingan 20 : 4 : l.
Untuk menampall<an noda pelat disinari
dibawah sinar ulfra violet dengan )" 254 nm.
Kromatogram disemprot dengan reagen
Dragendorf untuk menarrpalftan senyawa
alkaloid. Selanjutrya harga RF dan noda yang
muncul pada kromatogram ditentukan dengan
cara menghitung perbandingan antara jarak
yang diternpuh oleh setiap noda dan jarak
yang ditempuh oleh larutan pengembang,
diukur dari titik awal penotolan. Analisis
k-uantitatif dengan menggunaka::
spektrofotodensitometer. Kandungan senyawa
alkaloid diukur dengan melewatkan
kromatogram pada spektrofotodensitometer
Dual wave Length Trc scnanner, yang
diukur pada parjang gelombang 300 nm.

Analisis Data

Data dari hasil penelitian ini dianalisis dexrgnra

analisis ragam (ANAVA) dan kernudian
lanjut dengan uji Duncanpada LSR I %



HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan kalus tapak dara

Hasil penelitian induksi dan
pertumbuhan kalus dapat dilihat pada Tabel 1.

Hasil tersebut merupakan hasil pengamatan
secara morfologi. Dari hasil tersebut
ditunjukkan bahwa semua media yang
ditambahkan dengan zat pengatur tumbuh
(zpt) baik 2,4-D dan atau Kinetin depat
menginduksi kalus dari daun C.roseus.
Peubah yang diamati antara lain sifat kalus,
jumlah kalus ernbrionih hari mulai
terbentuknya kalus, jumlah eksplan mati dan
warna kalusnya berbeda pada semua
perlakuan (Tabel. 1). Hasil malisis secara
morfologi dari penelitian tersebut
menunjukftan bahwa penambahan zat
pengatur tumbuh pada medium MS rmtuk
menginduksi kalus yang optimum dari daun
C. roseus adalah DK2 (1,5 ppm 2,4-D dan
0,15 ppm Kinetin). Hal ini dapat dibuktikan

Analisis pertumbuhan kalus
menunjukkan bahwa pertumbuhan linier
berakhir pada hari ke 2 I setelah inisiasi kalus.
Oleh karena itu subkultur kalus dianjurkan
setiap sekali 3 minggu. Hal id dianjurkan
a5ar pertumbuhan kalus tidak sempat
menurun yang dapat mempengaruhi produksi
alkaloidnya. Ssmua sampel dalarn penelitian
ini diambil (dipanen) pada hari ke-21 setelah
subkultur.
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dari sifat kalusnya yang kompalq jumlah
kalus embrionik yang paling b*yuL, eksplan
ymg mati sedikig terbentuknya kalus lebih
cepat. Menurut Hirata et al. (1990), bahwa
kalus yang baik adalah kalus yang embrionik
(mempunyai sifat kalus kompak, bernodul
dan terlihat berwarna putih kehijauan). Sesuai
dengan hal tersebut maka sebailnya untuk
induksi kalus dari daun C. roseus digunakan
1,5 ppm 2,4-D dan 0,15 ppm kinetin.
Penambahan 2,4-D yang tingg, memang
meninduksi kalus y"ng b*yuh remah tapi
tidak embriogenik. Kalus yang tidak
embrionik (D& dan Dll4) hanya
memperbanyak jurnlah kalus yang cepat tapi
tidak bisa diinduksi organ-organ tumbuhan
lainnya seperti akar, batang dan daunnya.
Setelah dianalisis kandungan alkaloidnya juga
berbeda sangat nyata dengm kalus yang
embrionik (DK1 dan DK2) dan mengandung
alkaloid ymg lebih tirgg, pada kalus y*ng
ernbriogenik.

Tabel 1. Pengamatan Pemberfrkan dar pertumbuhan kalus dai darm Catharanthus roseus

Produksi Alkaloid dari Katus Tapak
Dara

Hasil anali5is kualitatif menunjrrkkan
bahwa alkohol 70 yo dapat digune,kan pada
pembuatm ekstrak kalus tapak d.ara. -8,{d srra

terlihat dari analisis kualitatif ekstrafu kalus
tapak dara yang diperoleh menu:eju&ka:a
adanya3 nodaalkaloid, yaitu deng*n adanya
spot \ilama jingga setelah pelat disernprot
dengan larutan Dragendorf. Disamping itri
ketika plar disinari di bawah UV 254 nqn
nampak 3 spot salah satu adalah katarantful

Perlakuan
(2,4-D
dan
Kinetin)

Peubah yang diamati
Bagran yang
dibentuk

Sifat
kalus

Kalus
embrionik

Hari mulai
terbsntuk
kalus

Eksplan
yang mati

Warna
kalus

Drft Eksplan tetap 80 o/o

DKr Kalus Kompak 32 o/o Hari ke-8 40 Vo Putih
kehiiauan

DK, Kalus Kompak 80 Yo Hari ke-8 20 o/o Putih
kehiiauan

DK1 Kalus Kompak 56 o/o Hari ke-10 25 o/o Putih
DK, Kalus Remah 16 o/" Hari ke-10 32 o/o putih
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yang berwarna putih kebiru-biruan berpendar
(tidak di foto).

Adanya alkaloid yang terekstrak pada

analisis kualitatil kemudian untuk
menentukan kadarnya dilakukan analisis
kuantitatif. Analisis kuantitatif yang
digunakan adalah TLC Scanner pada panjmg
gelombang 254 nm. Pada panjang gelombang
tersebut katarantin diamati kandungannya.
Kromatograrn dan luas area hasil analisis
katarantin dengar menggunakan TLC scanner
depat dilihat pada gambar 2 d:r:^3.

Dad hasil perhitungan dengan
membandingkan luas area antara sampel dan
standar (Tabel 2), dapat diperoleh kadar
alkaloid seperti pada Tabel 3.

Gambar 3. Kromatogram TLC ekstrak
Catharantlrus roseus (A)
Standard katarantin (B)
ekstraksi 2 (Jlangan2)

Gambar 2. Kromatogram TLC ekstrak kalus
Cathsran thus roseus (A)
dan Standard katarantin (B) hasil
ekstraksi I (tIlangan l)

Tabel 2. Luas area kromatogram kalus Catharanthus roseus dengan Standard katarantin

kalus
dan

hasil

Kalus Luas area I Luas area II
DKo : kontrol atau daun eksplan

DKr : 1 ppm 2,4-D dilL 0,l ppmkinetin

DFL : 1,5 ppm 2,4-D dan 0,1 ppm kinetin

DK: :2 Wm2,4-D dan 0,15 ppm kinetin

DK4 :2ppm2,4-D

2333t,23

16251,83

51452,62

38029,86

25824,96

20404,26

15217,89

48749,4&

31007,88

22220,W

Standar Katarantin 97337,94 83794,01

a
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Tabel3. Kandungan katarantin dari kultur
kalus C a th a ran t hus r o s e us

sintesis alkaloid indol. Secara keseluruhan
sintesis alkaloid indol dikatalisis oleh kedua
enzilaa tersebut di atas. Dernikian juga
Moreno-Valenzuela et al. (1998), bahwa
difrensiasi sel ke akar dapat meningkatkan
kandungan alkaloid melalui peningkatan
enzim triptofan dekarboksilase d*n stiltosidin
sintetase. Enzim tersebut berperan penting
dalam sintesis alkaloid.

Penurunan alkaloid pada penambahan
zpt ymg lebih tinggi bisa juga discbabkan
oleh adanya kemungkinan alkaloid jenis yang
lain juga meirgalami perubahan tetapi karena
dalrm penelitian ini tidak diukur maka tidak
dapat diambil kepastian apakah alkaloidnya
memrrun atau sebaliknya Denqan demikian
dianjurkan bagr peneliti selanjutnya egar.
mengukur alkaloid antikanker lain seperti
vinkristin, viblastin , leurosirq dll atau
mengukur dengan , alat I{PLC (High
perfoman6p Light Chromatogaphy).

KESIMPULAII DAN SARAN

Komposisi media yang optimum
untuk induksi kalus tapak dara adalah dengan
penarnbahan 2,4-D: 1,5 ppm dan kinetin :
0,1 ppm pada media MS. penanrbaharL aat
pengatur tumbuh pada kultur kaius .trupat
mempengaruhi produksi alkaloid. pLcduksi
alkaloid yang paling tinggi terjadi pada kalus
DK2 dengan penambahan 2,4-fj -. 1,5 pr:m
dan kinetin: 0,1 ppm yaitu sebesar"O,fZtq
o/o.

Disarankan agar alkaloid antikanker
lain dari kalus tapak dara dapat diekr, sopnrtx
vinldsti4 vinblastin dan yarlg iainaya.
Dirynping itu aga kandungan rtaioit,,:":y:r
diukur dengan Hight perfcrmu*cz L)iiuir!
Cromatogrophy.
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bahwa produksi alkaloid yang dipengaruhi
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(dalam hal ini adalah 2,4-D dan atau kinetin),
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tinggi juga mengandung alkaloid lebih tinggi
meskipun kadar zpt-nya lebih rend.ah.

Whinrer el a/. (2002), melaporkan
bahwa kultur sel C. roseus d"ngu.,
penambahan NAA dan Kinetin meningkatkan
transkripsi mRNA untuk enzim striktosidin
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